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A 60-as években a biokémia eljutott odaig, hogy meghatarozza a kis-
molekulasilyi, 120 —150 aminosavbhél 4all6 fehérjék kémiai szerkezetét,
aminosav-sorrendjét. A biokémikusok és biofizikusok egyiittmiikodésével mar
meghatarozhaté volt ezen fehérjék térszerkezete is. SGt, mi tobb, szerény hozza-
jarulasunkkal a fehérjeszerkezet dinamikus volta is bizonyitast nyert.

Minthogy azonban, a biologiailag aktiv fehérjék (enzimek, transzport- és
immun-fehérjék sth.) donté tobbsége nagymolekulasily, tobb polipeptid'anc-
bol allé egység (oligomer fehérjék), ezutan keriilt napirendre ezen nagyobb
egységek kémiai és fizikai sajatsagainak felderitése. A 60-as évek végén hata-
roztak meg Cambridge-ban az els§ 143 000-es mélsilyd oligomér fehérje, a gli-
ceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (tovabbiakban GAPD) aminosav-sorrendjét
(DAvIDSON és mtsai 1967, HARRIS és mtsai 1968). Ez a fehérje 4 azonos kémiai
szerkezeti alegységhdl all, melyek egyenként 333 aminosavat tartalmaznak és
10 évvel az elsGdleges szerkezet leirasa utan tartunk ott, hogy jé kozelitéssel
ismerjiik ennek a fehérjének térszerkezetét is (OLSEN és mtasi 1976). A T0-es
években kerilt napirendre a nagymolekulasilyd fehérjék megismerése. Az oli-
gomér fehérjéknek az a kozos sajatsaga, hogy az egyes alegységeket 6sszetarto
er6k nem kovalens kotések, mint pl. a peptidkotések vagy a diszulfid hidak,
hanem itgynevezett ,,masodlagos erdk’ (H-hidak, hidroféb kélesonhatasok,
sokotések).

Ezekkel a kutatasokkal szinte egyidejiileg, egy 1j iranyzat is elGtérbe
keriilt. A biokémikusok és biofizikusok mar nemcsak az egyedi fehérjéket vizs-
galtak, hanem kolcsonhatéasaikat egyéb fehérjékkel, a sejt egyéb alkoté elemei-
vel, lokalizaciéjukat a sejten beliil. Ismeretessé valt pl., hogy olyan enzimek,
melyek az él6 szervezetben egymas utani reakcidkat katalizalnak — gyakran
komplexet alkotnak egymassal. Felépitésiik azokhoz az egyedi fehérjékhez
hasonlé, melyek azonos vagy néha kiilonboz6 polipeptid lancbél alakulnak
oligomér szerkezetiivé.

Az elmilt évek soran az én érdeklédésem is a fenti két témakorben moz-
gott. Ebbél a két témakiorbél szeretnék egy-egy munkat bemutatni.

* Elhangzott a Magyar Tudomanyos Akadémian 1980. aprilis 12-én.
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20 SZABOLCSI GERTRUD

Az egyik munka sordn, kristalyosan elallithat6, nagy molekulasilyd,
oligomér fehérjét vizsgaltunk. Nagyon leegyszeriisitve, azt a kérdést vetettem
fel, hogy vajon ,,meddig enzim egy oligomér fehérje”. Ismeretes, hogy a fehérje
szintézis sordn kialakulnak a polipeptid lanc peptidkotései és kialakul az amino-
savsorrend &altal meghatarozott, az aktiv centrum miikodését biztosité nativ
térszerkezet. A kérdés az volt, hogy oligomér szerkezetii fehérje esetén, meg-
bonthaté-e a kész polipeptidlanc anélkiil, hogy az alegységek szétesnének és
vajon az egész, intakt szerkezet sziikséges-e a katalitikus aktivitashoz, az aktiv
centrum szerkezetének fenntartasahoz.

Mikor ezeket a vizsgalatokat elkezdtem, mar volt példa arra, hogy egy
kisméretii, kovalens kotésekkel stabilizalt szerkezetd enzimet meg lehet bontani.
Ez az enzim a 124 aminésavbdl allé ribonukledz. An enzim, azon kiviil, hogy kis-
méretii, térszerkezetét négy helyen stabilizaljak diszulfid (—S —S —) hidak.
RicHARDS és VITHAYATHIL (1959) tudott olyan korilményeket talalni, amelyek
ko6zott a szubtilizin nev{i proteolitikus enzim hatasara a ribonukleaz nem bonto-
dott le teljesen, hanem csak tn. limitélt proteolizis kiovetkezett be: a fehérje
20. és 21. aminésava kozott, egyetlen peptidkotés hasadt fel. Ezaltal keletkezett
egy 20-tagd peptid (1 —20 aminosavak), melyet kovalens kotés mar nem tartott
ossze a fehérje tobbi részével. Ennek, akkori tudasunk szerint, oldatba kellett
volna mennie. Ez a peptid mégis kotve maradt a fehérjén, bar csak az dgyne-
vezett ,,gyenge er6k” kotik a fehérjéhez. Ez a médositott enzim aktiv marad.
A peptidet el lehet tavolitani a fehérjérél anélkiil, hogy azt denaturalnak.
Ekkor a csonka enzim inaktiv. Ha azonban visszaadjak a fehérjéhez az eltavo-
litott peptidet, az ,,megtalalja eredeti helyét”, visszakotddik és az enzim ijra
aktiv lesz.

Merrifield laboratériumaban érdekes vizsgalatokat végeztek ezzel az
enzimmel, amelyek azt mutatjak, hogy a jelenségek nem olyan egyszeriick
(TEPLAN 1974, HoDGES és MERRIFIELD 1975). Ismeretes volt, hogy a ribonukle-
az C-termindlis részérél, egymas utan le lehet hasitani néhdny aminosavat és
ekkor az enzim inaktiv lesz (Aufinsen 1955). Merrifield laboratériumaban 6
aminosavat hasitottak le az enzimrél, majd szintetizaltak a hianyzé peptidet,
de ez nem ,,talalt vissza” a helyére és a fehérje inaktiv maradt. A fehérje C-ter-
minalis részének 14-tagi peptidjét kellett szintetizalni ahhoz, hogy az a csonka
enzim megfelel§ helyére kotddjék vissza. Tehat egy atfedd peptidrészlet kellett
ahhoz, hogy a polipeptid lanc kiegésziiljon és visszanyerje enzimatikus aktivi-
tasat.

Mi nagy faba vagtuk a fejszénket, nem kis fehérjét vizsgaltunk, hanem
mint mar emlitettem, tébb alegységhél alls, oligomér enzimet: az aldolazt.
Az aldoliaz minden él8lényben megtalalhaté, mi nyilizombél vontuk ki és
kristalyositottuk. Az enzim nagyon érdekes reakciot katalizal, nevezetesen
C—C kotés hasitasat — ami a vegyésznek semleges pH-n és 37 °C-on nem megy.
Korabban, munkatarsaimmal sokat foglalkoztunk az enzim és az aktiv centrum
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szerkezetével. Az aldolaz 4 alegységbdl all (KAwAHARA és TANFORD 1966) és egy
alegység is 364 aminosavat tartalmaz. Tehat mér egy alegység is nagy fehérjé-
nek szamit. Szeretném felhivni a figyelmet arra is, hogy az enzim térszerkezetét
nem stabilizaljak diszulfid kitések. Bar a munka megkezdésekor tavol alltunk
az aminosavsorrend ismeretét§l, mind Sajc6, mind LAr el6zetes vizsgalatai
arra utaltak, hogy az alegységek kémiai szerkezete azonos és ezt késébb be is
bizonyitottak (SAJc6 és HAJ6s 1974, LA1 és mtsai 1974). Az aldolaz térszerkezete
még ma sem ismeretes, az enzimkristalyok nem alkalmasak rontgen diffrakecios
vizsgalatokra, tehat csak kémiai és fizikai-kémiai médszerekkel tudjuk kozeli-
téleg leirni.

Sikeriilt olyan koriilményeket kidolgoznunk, melyek kéziott, ha az aldo-
lazt kevés tripszinnel emésztjiik — ez nem emésztédik meg teljesen, azaz limi-
talt proteolizist idéztiink el§ (Biszku és SzaBowrcst 1964, Biszku és mtsai 1964,
Biszku és mtsai 1973, Sovtr és mtsai 1975).
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1. abra. Az aldolaz-T keletkezésének idéfiiggése. A kihtizott vonal a felhasadt peptidkotések
szamat jelenti a tetramér aldolazra szamitva (automatikus kiiré szerkezettel felvett gorbe);
o0, az aktivitas csokkenés folyamata. A vonal kétlépéses konszekutiv reakcié elméleti gorbéje

Az 1. abran lathaté, hogy a limitalt proteolizis soran az enzimaktivitas
az emésztési elegyben 359 -ra csokken, majd allandé marad. Az emésztés 26
peptidkotés/tetramer felhasadasa utan all le, azaz kés6bb, mint az aktivitas
csokkenés. A csonka enzimet gélsziiréssel izolaltuk az emésztési elegybél és
aldolaz-T-nek, azaz tripszinnel kezelt aldolaznak neveztiik el. A fehérje homo-
génnek bizonyult (vo. 2. abra, A, B, és C elektroferogram) és stabilis volt.
Minthogy a csonka enzim keletkezése soran a polipeptid lancok tekintélyes
része kihasadt, az izolalt aldolaz-T specifikus aktivitasa az eredeti aktivitas
50%-a lett. Tehat egy erdsen megcsonkitott, de még félig aktiv enzim volt a
keziinkben.

Az aldolaz-T, azaz a csonka enzim keletkezési mechanizmusanak és szer-
kezetének felderitése sok izgalmat és 6romet szerzett csoportunknak, mely szo-
vetkezett Sajgé Mihaly fehérje analitikus és Zavodszky Péter fizikus kollegak-
kal.
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22 SZABOLCSI GERTRUD

1. tablazat

Az aldolidz-T keletkezése soran kihasadé peptidek. A peptideket jellemzé aminosav tartalmuk alap-

jan neveztiik el. Az Nt peptid a fehérje 27-tagti N-terminélis peptidjét jeldli. A C,, C, és C, pep-

tidek nem tartalmaznak olyan aminosavat, melynek alapjan kvantitative meg lehetne hatarozni.
A zéréjelben levs szamok becsiilt értékek.

A peptidek elnevezése ‘TYR-A ‘ TYR-B | TYR-C | TRP ‘ CYS l Nt

- \ \
"l . | s 2| 2| 2| 2/ 4
tetramer aldoldz ’ |

Az aktivitas csokkenés, a kinetikai analizis alapjan, két lépéses konszeku-
tiv reakcionak bizonyult. Egy gyors lépéshen az aktivitas 709 -osra csokken és
egy sokkal lassibb, konszekutiv lépésben all be a 359 -0s végleges aktivitas.
Tehat két meghatarozott helyen torténd hasitas hozza létre a csokkent aktivi-
tast. Ezzel szemben a felhasadt peptidkotések szama 26. Ez a szam el@szor is tul
nagy, ezenkivil pedig nem oszthaté néggyel — és az enzim 4 alegységbdl all.
A jelenség értelmezését még bonyolitotta, hogy Sajgé 9 killonb6z8 peptidet
izolalt az emésztési elegybél. Ezek az adatok sehogyan sem voltak 6sszeegyez-
tethetfk, minthogy ahhoz, hogy 9 peptid lehasadjon egy tetramerbdl, minima-
lisan 36 kotés kell felszakadjon. Mar a peptidek kvalitativ analizisénél azonban
kideriilt, hogy szerencsénk van.

A 9 peptid kozil 6-nak a kihasadasa kvantitative meghatarozhaté (1.
tablazat) és a kihasadas kinetikaja analizalhaté. Az elegyben 3 tirozin-, 1 trip-
tofan- és 1 cisztein-tartalmi peptidet talaltunk. Lehasadt tovabba a fehérje
27-tagi N-terminalis peptidje is (N¢-peptid). Az emésztési elegy csak 3 olyan
peptidet tartalmazott, melynek kihasadasat nem lehetett kvantitative kovetni,
a Cy, C, és G, peptidek.

A kvantitativ analizis furcsa eredményt adott. Az analizalhaté peptidek
kozil csak kett§ hasad ki mind a 4 alegységhol: A TYR-A és az Ny peptidek.
A tobbi csak két alegységhol hasad ki. Az emésztés tehat nem egyforman érinti
a négy alegységet. Az 1. tablazatban, a C-peptidek alatt zaréjelben levd szamok
azt jelentik, hogy feltételeztiik, hogy ezek is csak két alegységh@l hasadnak ki.
Ezekkel az adatokkal és egy feltételezett peptid szekvenciaval, mar el tudtunk
szamolni a 26 peptidkotés felhasadasaval. A feltételezett szekvencia helyességét
SAJGO és Hatds (1974) kés6bb igazolta.

A jelenségben az volt a megdiobbentd, hogy annak ellenére, hogy az aldo-
laz alegységei azonos primér szerkezetiick, mégis tripszines emészthetdségiik
paronként kiilonboz6nek bizonyult. Ezt a kovetkeztetést alatamasztottdk a
gélelektroforézis vizsgalatok is. Az aldolaz-T homogén fehérje, j6l elkiilonithetd
a nativ enzimtgl. Natrium dodecilszulfatban végzett gélelektroforézissel pedig,
két, kiilonboz8képpen megesonkitott alegység mutathaté ki (2. abra, D, E és F
elektroferogram).
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2. dbra. Az aldoldz és aldoldz-T poliakrilamidgél elektroforézises vizsgilata. A, B és C, rendre:
intakt aldoldz, aldolaz-T és a kettd keveréke. D, E és F, Na-dodecilszulfatban végzett elektro-
forézis, rendre: intakt aldolaz, aldolaz-T és a ketto keveréke

Aktiv Ald szerkezete: AABB
1 AA 1 BB

Pro

Pro

f ' Tyr f f Tyr
64 64
Aktivitds: 100 % 100 %
-4mdl TYR-A
1 AR 1 BB
Pro Pro
'l I
X !
Lys Ala Lys Ala Tyr
323 333 323 333 364
Aktivitds: 70% 70°%

-2moél TYR-B

-2mél TRP

-2mél C3

l
1
1—2 mél C 2
|

3. dbra. Az aldolaz-T keletkezésének sémdja (a hasitas elsé lépése). A paronként kiilonb6zd
viselkedésii alegységekbdl csak egyet-egyet abrazoltunk. Szaggatott vonalakkal jeloltiik, hogy
az Ala-333 —Tyr-364 peptid nem-kovalens kotésekkel kapcesolédik a fehérje tobbi részéhez

MTA Biol. Oszt. Kzl 24, (1981)



24 SZABOLCSI GERTRUD

A bonyolult kinetikai és peptidanalitikai vizsgalatokbdél, amelyek meg-
mutattak, hogy mi minden torténhet egy fehérjével, csak a jellemz& sémakat
szeretném ismertetni.

Az eredményeket csak dgy lehet értelmezni, ha az aktiv aldolaz térszer-
kezetérdl feltételezziik, hogy a négy azonos alegység — térben — paronként
kiilonb6z6 helyzetd, mondjuk AABB térszerkezetii (3. abra). Az dbran az A ésa
B helyzetii alegységekbdl csak egyet-egyet tiintettiink fel. Tripszin hatasara
el8szor egy 9-tagi peptid hasad ki, a fehérje C-terminalis részén. Ez az a bizo-
nyos TYR-A peptid, amely mind a négy alegységhdl kihasad. Ekkor egy 709, -0s
aktivitasi csonka enzim keletkezik, ami izolalhat6. Ennek egy lancrészlete
mar nem-kovalens kotésekkel kapesolédik a fehérje tobbi részéhez (Ala-333 —
Tyr-364).

A TYR-A peptid kihasadasa utan, tobb lassibb konszekutiv és parhuza-
mos lépésben szamos peptid hasad ki — de csak a B-helyzetii alegységekbdl.
A peptid-kihasadas és az aktivitas csokkenés kinetikai analizisébél egyértel-
mien kiderilt, hogy ez a esonkitas nem befolyasolja az enzim maradék aktivi-
tasat. A 4. abra egy olyan kozti terméket mutat, amelyben a B-helyzet{ al-
egységek mar nagyon meg vannak csonkitva és az aktivitas mégmindig 709/ -os.
Az abran bejeloltik a 340-es helyen lev§ ciszteint, amirél kordbban mar ki-
mutattuk, hogy az aktiv centrum része (SzZAJANI és mtsai 1969, 1970), az Arg
55-r6l pedig PATTHY és mtsai (1979) az elmiilt évben mutatta ki, hogy a szub-
sztrat-kotd nelyen van.

Ebbe a kozti termékbe, a nyillal jel6lt helyeken tovabbi hasitasok kovet-
keznek be — de csak a B-helyzetd lancokban. Ekkor kihasadnak az aktiv
centrumban levé Cys-t és Arg-t tartalmazé peptidek. Ezzel a B-helyzetii al-
egységek inaktivalodnak. Ezzel egyidejiileg az emésztési elegyben leall az aktivi-

Aktivitas: 70 % 70 %o
AR B'B"
1 1 1 56 72
Pro l Pl"o l Arg  Gln
—t——————— .
!A:'g 2 B i Arg,
| 55 | } I 1+ |ss]
0] | ! 3%0] | |
‘CyS | ! '(;yS‘ ' !
r—h—————l bl l_;'_\
Lys Ala Tyr Arg Ala 1 Tyr
323 1833 364 305 333 364
‘ -2
-2 N, =2 N, | =2CYS
l -2 TYR-C

4. dbra. Az aldolaz-T keletkezésének egyik, még 709,,-os aktivitdsi kézti terméke. A bekeretezett
aminosavak az aktiv centrum részei
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tas csokkenése. Az aktivitds csokkenés leallisa utan még lehasad a fehérje N-ter-
minalisa feldl egy 27-tagi peptid, az Ni-peptid — még hozza mind a négy al-
egységbil. Ugy latszik, ez a részlet sem sziikséges az enzimatikus aktivitashoz.
Igy alakul ki az a furcsa szerkezetii enzim, melyet aldolaz-T-nek neveztiink
(5. abra). Az aldolaz-T két A-helyzetii alegysége csonka — mégis 709,-0s ak-
tivitasu.A B-helyzetii alegységekbdl a lancnak majdnem egyharmada hianyzik
— ez inaktiv. igy az emésztési elegyben mért aktivitas 359, de az elegybél
izoldlt csonka enzim mennyiségére szamitott in. specifikus aktivitas 509,.

AR B‘Bﬂ
28 28 41 72
Gly Gly Lys Gln
. byl
Arg| i
155 1
e
340! |
S
ey e S [
Lys Ala Tyr Arg
3231 333 364 305
70 ®b-o0s aktivitdsd Inaktiv alegységek
alegysegek

5. abra. Az aldolaz-T szerkezetének sematikus dbrdazoldsa. Az izolalt csonka enzim specifikus
aktivitasa, az eredeti aktivitdas 509,-a

ZAvopszky és Brszku (1967) vizsgalatai szerint az aldolaz-T kompakt
tetramér — bar az ember valamilyen laza, instabilis terméket varna. Az al-
egységeket osszetart6 erdk tehat olyan erdsek, hogy ilyen nagymérvii csonkitas
utan is megmarad az oligomér szerkezet.

Az 5. abran lathaté, hogy a részlegesen aktiv A-helyzetii alegységekben
van egy nem-kovalens kotéssel tartott peptid-részlet (334 —364). Minthogy
ismeretes volt, hogy az aldolaz 4 M ureaban reverzibilisen denaturalhaté (STELL-
WAGEN ¢és SCHACHMAN 1962), megvizsgaltuk, hogy mi torténik az aldolaz-T-vel
ureiaban. Mint a 6. abra mutatja, ureaban, amikor a polipeptidlancok kigom-
bolyodnak, a nem-kovalensen kotott részletek oldatba mennek — ezt kisérle-
tesen bizonyitottuk — az enzim inaktiv. Ha azonban az ureat eltavolitjuk, de
a peptid az elegyben marad, a csonka enzim is reaktivalodik. A 30-tagi C-termi-
nalis peptid ,,visszatalal” a megfelel§ helyre ¢és valészintileg az eredetileg A-
helyzetl alegységek allnak 6ssze tetramérré. Nemigen tudnank elképzelni,
hogy az erésen megesonkitott B-helyzetli polipeptid-lancokbél denaturacio
utan még egyszer fehérje lesz.

Az aldolaz-T keletkezésével és reverzibilis denaturaciéjaval bizonyitottuk
tehat, hogy:

1. Diszulfid hidakkal nem stabilizalt, nagyméretli, tetramér fehérje
megcsonkithaté és kihasithaté beléle tobb részlet anélkiil, hogy ez az aktivitast

MTA Biol. Oszt. Kizl. 24, (1981)
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28 72
Gly

Gln
— F
!
f 364 28
Tyr Gly
Lys J Arg \fz
323 Al/\m 305
a Lys
333 Inaktiv 41

urea eltavolitasa utdn

28
Gly

340
Cys
i ‘ 1
Lys Ala Tyr
323 333 364
reaktivalt

6. dbra. Az aldolaz-T reverzibilis denaturdciéjanak sematikus abrazoldsa. Felsé séma: az aldolaz-

T-t 4 M uredval kezeltiik és aktivitdsat 4 M ureat tartalmazé pufferben mértiik. Alsé séma:

az ureaval kezelt csonka enzimet pufferrel higitottuk és aktivitasat pufferben mértitk. Ha

az ureat dializissel tdvolitottuk el, ami az oldatban levi peptideket is eltivolitja, akkor a
fehérje inaktiv volt

Iényegesen befolyasolna. Nyilvanvalé, hogy a hasitasok nem érintették az aktiv
centrum térszerkezetét.

2. Az erdsen megesonkitott fehérje megtartja tetramér szerkezetét.
A hasitasok tehat nem érintették az alegységek kozotti kontakt felszineket sem.

3. A csonka enzimben egy-egy peptidrészlet nem-kovalens erfkkel is kap-
csolodhat a fehérje tobbi részéhez. Egy 30-tagi peptid még reverzibilis denatu-
racié utan is specifikusan visszakotédik a helyére.

4. A nativ aldolaz teljes peptidlancara sziikség van ahhoz, hogy az aktiv
centrum és az alegységek kozotti szoros kolesonhatasok kialakuljanak. Ha
azonban ezek mar kialakultak — a polipeptidlanc szamos részlete kihasithaté
a fehérjébal. Erdemes megjegyezni, hogy az un. gyenge erék kooperativ kol-
csonhatasa milyen nagyfokd stabilitast biztosit a fehérjének, hiszen, mint
emlitettem, az aldolaz térszerkezetét nem stabilizaljak diszulfid hidak.

Az eddig ismertetett vizsgalatok egyedi, izolalt enzim sajat magaval
alkotott komplexérél szélottak. Az elmult évtizedben azonban leirtak szamos
olyan enzimkomplexet is, melyekben kiilonb6z§ funkeiéju enzimek létezhetnek
szoros koélesonhatasban, ezek egyiitt is izolalhatok a sejtbél. Ezek az enzimek
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altalaban az anyagcsereutak egymast kovets lépéseit katalizaljak és az tn.
multienzim komplexek képzddése nagymértékben fokozhatja az anyagesere
s,hatékonysagat”. GREEN és mtsai (1965), majd FriepricH (1974) vetette fel,
hogy valésziniileg az egyedileg konnyen izolalhaté glikolitikus enzimek is, a
sejtben komplexet alkotnak és nem ,,iszkalnak’ szabadon a citoplazmaban.
Ezt a feltételezést alatamasztja, hogy a sejtben igen magas a fehérje koncentra-
ci6,ami kedvez az asszociacionak. OvApr1és KELETI(1978),0vADI és mtsai(1978),
valamint PArTHY és Vas (1978) kisérletei azt bizonyitottak, hogy az izolalt
izom aldolaz és a GAPD, tomény oldathban in wvitro is képez komplexeket.
A vorosvértest (tovabbiakban vvt) GAPD egyes szerzik szerint a membrannal
alkot komplexet, aminek az lenne a fiziol6gias jelentdsége, hogy a kiviilrél
a sejtbe juté anorganikus foszfat a ,helyszinen” atalakulhatna makroerg
foszfatta (Kant és StEck 1973, YU és Steck 1975). Ezt a nagyon tetszetds
elképzelést azonban tobben kritizaljak. A GAPD ugyanis csak ersen hipoté-
nias kozegbdl izolalt membranhoz kotédik, izoténias korilmények kozott a
kotdés nem mutathaté ki. MARETZKI és mtsai (1974), valamint Fuji és SATo
(1975) a komplexet miiterméknek tartjak.

Az 1ij kutatasi iranyzat és a fenti vitatott eredmények ismeretében tér-
tink at az egyedi enzim vizsgalatarél az enzimrendszerek vizsgalatara. A to-
vabbiakban nem izom enzimekkel, hanem a vorosvértest enzimeivel foglalkoz-
tunk. Vvt-vel foglalkozott Intézetiinkben Friedrich Péter és Solti Magda,
valamint Straub Bruné és Biszku Etelka is.

Enzimek, enzimrendszerek lokalizaciéjanak meghatarozasat prébaltuk
megkozeliteni — az eddigiektdl eltéré moédszerekkel, amelyek talan jobban
tikkroznék a fiziologias allapotot. — StrAUBnak (1953) egy immar klasszikus
eredményébdl indultunk ki. Eszerint a vvt membran — enyhén hipotonias
kozegben — atjarhatéva valik olyan metabolitok szamara is, amelyekre nézve
egyébként impermeabilis. STRAUBnak sikeriilt nemcsak ,,megesapolnia”, de
,.fel is toltenie” a vvt-t cukorfoszfattal, GARposnak (1954) pedig egy kiilonleges
tritkkkel még ATP-vel is.

Megnéztiik tehat, hogy a membran atjarhatéva vilik-e nemcsak kis mo-
lekulakra, hanem makromolekuldkra, fehérjékre nézve is. (CSEKE és mtsai 1978).

Ismeretes, hogy enyhén hipoténias kézegben a vvt-be viz aramlik be és s6
aramlik ki, a sejt megduzzad. STRAUB és GARDOs eredményei szerint a sejt
duzzadasa megfesziti a hartyat, amelyen datmenetileg porusok nyilnak és ez teszi
lehetdvé, hogy a membran atjarhaté legyen, egyébként impermeabilis anya-
gokra nézve. Minthogy a kidramlé sejttartalom lecsokkenti az 0zmézis nyomas
kiilonbséget, egy id6 utan a fiziol6gias impermeabilitas helyreall. Hangsilyozni
kivanom, hogy ezen id§ alatt a pérusok allandéan nyilédnak és zarédnak, a
membran egy pulzalé rendszerhez hasonlithaté.

Az enyhén hipoténias kizeg relativ fogalom. Mint ismeretes, az izoténia
a 154 mM NaCl oldat ozmoézis nyomasanak felel meg, mégis az atlagos vvt
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N
(@]

Lizis, % (10 perc)

o

L

75 70 NaCl, mM

7. dabra. Emberi vérosvértest lizisének foka a kiilsé ozmézis nyomds fiiggvényében. Egy térfogat

mosott vorosvértestben négy térfogat NaCl oldatot adtunk az abszcisszan feltiintetett kon-

centrdciéban és 10 percig tartottuk 0 °C-on, majd a sejteket 900 g-val kiiilepitettitk. A lizis
fokat a sejtmentes feliiltszéban taldlhaté koleszterin tartalombél szamoltuk

mintaknal 80 —78 mM-os NaCl-dal valé kezelés még nem okoz lizist (7. abra).
Amint azonban a NaCl koncentraciot tovabb csokkentjiik, a lizis erGsen novek-
szik. Megvizsgaltuk, hogy a 80 —73 mM NaCl koncentracié tartomanyban a vvt
membran atjarhaté-e fehérjékre nézve. A kilenc vizsgalt fehérjét és azok
molsilyat a 2. tablazat foglalja 6ssze. Természetesen vizsgaltuk a K+ kiaram-

2. tablazat

Vizsgalt fehérjék

1 Mélstily
= S \ =3

Glikolizis

3-Toszfoglicerat kinaz (PGK) 48 000

Triézfoszfat izomeraz (TPI) ‘ 56 000

Tejsav dehidrogenaz (LDH) 140 000

Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz

(GAPD) 145 000

Aldolaz 160 000
Pentizfoszfat sént !

6-Foszfoglukonat dehidrogenaz (6-PGD) 105 000

Glukéz-6-foszfat dehidrogeniz (G-6PD) 210 000
Egyéb fehérjék

Szénsavanhidrataz (CA) 30 000

Hemoglobin (Hb) 68 000
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lasat is. Mint lathaté, a 30 000-es mdlsilyd szénsavanhidrataz és a 210 000-es
moélsilyd G-6PD kozott a legkiilonb6z6bb méreti fehérjék kiaramlasat tanul-
manyoztuk.

Egy tipikus kisérlet idéfiiggését mutatja be a 8. abra. Hogy elkeriiljiik
a tilzsifolt abrat, ecsak harom, kiillonb6z6 méretd fehérje kiaramlasat tintettiik
fel. Mint lathaté, a fehérjék megjelennek a sejtmentesitett feliilliszéban, de az
eredeti sejttartalomhoz képest, kiilonbozo szdazalékban. Tehat a duzzadt sejtek
membranja atjarhaté fehérjékre nézve is. Az elegy egyarant tartalmazza a
lizalt sejtekbél eredd fehérjéket és a duzzadt sejtekbdl kidramlé fehérjéket.
Ezért furcsa jelenség, hogy a G-6PD alacsonyabb szizalékban talilhaté az
elegyben, mint a hemoglobin, hiszen koztudomasilag a lizis fokat a hemo-
globinnal mérik. Ez a jelenség az egész vizsgalt NaCl koncentracié tartomany-
ban fennall, ami azt jelenti, hogy a hemoglobin csak teljes lizis esetén mértéke
a sejt pukkanasnak — egyébként nem az.

Minthogy a kisérleti koriillmények kozott a lizalt sejtek membranja a
centrifugalassal sejtmentesitett feliliszéban marad, gy véltiik, hogy az irre-
verzibilis sejtpukkanas mértékéiill a membran tartalmat kell venniink, illetve
az ezzel aranyos koleszterin tartalmat. A gazkromatografias vizsgilatok azt
mutattak, hogy a G-6PD a koleszterinnel azonos szazalékban talalhaté a feliil-
tszéban, tehat csak a lizélt sejtekbél szabadul ki — a duzzadt sejtekbdl nem.

Itt jegyzem meg, hogy az irodalomban ismeretes egy nem j6l deffinialt
fogalom — a praehemolitikus hemoglobin vesztés jelensége. Valésziniileg ezt a
jelenséget észlelte tobb kutaté, csak nem lehetett értelmezni.

A 9. abran a lizis fokanak fiiggvényében tiintettiik fel a kiszabadult
fehérjék és a koleszterin aranyat. Ebbédl a kisérlet sorozathél a kiovetkezdk

tiinnek szembe:

NaCl=75 mM

Totdl lizdtum %-aban

7 G-6 PD
X o 2 on—
2-laf B
X/n g Koleszterin
/.
om
O L T T Lo

5 10 15 perc

8. dbra. Részleges lizis idsfiiggésének tipikus kisérlete. A roviditéseket vo. 2. tdblazat
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PGK
2,01 .\ fehérje mo(,ah[yxﬂf3
‘ feherje  'mc yx10

= = PGK 48
>~ Hb 68
c 6-PGD 105
E [ G-6PD 210
§ Hb
1,57 7"‘\x\ s
o x °
N
= X e //
= 6-PGD St .
L -——
@ O\O\O\X\—L G e
- . = Y e
LR g a— g

'}f G-6PD

2 4 B 20
Lizis,%l = Koleszterin, %k
154-81 78=———————»73 NaCl, mM

9. dbra. A kiszabadulo fehérjék és a kolessterin aranya a lizis fokanak fiiggvényében. A mosott

vorosvértesteket 10 percig inkubaltuk 0°on kiilonb6z6, csokkend koncentracigju NaCl olda-

tokban. Minthogy a lizis foka adott 0zmézis nyomadsnal, a vérmintaktél fiigg8en kismérték-

ben valtozik, az abszcissza alatt jeloltik meg az alkalmazott NaCl koncentracié tartoméinyt.
A roviditéseket vo6. 2. tablazat

1. 154 és kb. 80 mM NaCl-dal valé kezelés soran 0,5 —1,09%, lizis észlelhetd,
azaz valamennyi vizsgalt fehérje és a koleszterin azonos szazalékban jelenik
meg a felillaszéban, aranyuk = 1. Ez valészinileg a manipulacié soran megsé-
riilt sejtek lizisét tikrozi. A mennyiség fiigg a vérmintatol és sajat iigyességiink-
t6l. Lehetséges, hogy idetartozik a sejtpopulacié legoregebb frakciéja is, amely
az 0zmézis nyomas csokkenésére nagyon érzékeny (Simon és TorrER 1957).

2. Ha azonban az ozmézis nyomast csak csekély mértékben is csokkent-
jik, a gorbe diszkontinussa valik, a 48 000-as mélsilyd PGK-bél pl. kétszer
annyi jelenik meg, mint amennyi a sejtek lizisébdl varhatoé lenne. A t6bbi fehér-
je pedig molekulasilyanak megfelelGen, rendre egyre kisebb mennyiségben
jelenik meg. Ugy tiinik tehat, hogy a vvt membran — enyhén hipoténias kozeg-
ben — ugy viselkedik, mint egy molekuldris sziird, egy molekularis méretekkel
rendelkezd szita: minél kisebb egy fehérje, annil nagyobb mennyiségben sza-
badul ki a duzzadt sejthél.

A jelenséget a kovetkezdképpen képzeljik el: ha a fehérjék eloszlasa a
sejthen egyenletes és az atmenetileg nyitva lev§ porusok sugara kozel azonos,
akkor — els§ kozelitéshen — a kiszabadulas valészin{iségére a kovetkezd lehe-
téségek vannak: a) a fehérje sugara sokkal kisebb, mint a pérus sugara — a ki-
aramlas valészinisége igen nagy, b) a fehérje sugara kozelit a pérus sugar mé-
retéhez — a kiszabadulas valészinisége egyre csikken és ¢) a két sugar egyenld,
vagy a fehérje sugara nagyobb, mint a pérusé — a fehérje nem szabadul ki.
Ebbél kovetkezik, hogy a nem-litikus eredetii, tehat molekularis sz{irésbél eredé
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fehérje frakeié egyenesen aranyos egy olyan kor teriiletével, melynek sugara,
a porus és a fehérje sugaranak kiilonbsége (1. egyenlet)

Cpem-litikus
i

Clotal ka(r — r)? (1. egyenlet)
i

ahol k a kiils6 ozmézisnyomas fiiggvénye, r a porus és r; a fehérje sugara. Ha te-
hat a molekularis sziliréshél eredd fehérje frakeié négyzetgyokét abrazoljuk a
fehérjesugar fiiggvényében, akkor egyenest kell kapnunk. Mindazon fehérjék
pontjai, amelyek egyenletes eloszlasban vannak a sejtben, az egyenesre fognak
esni. Azok a fehérjék, amelyek a membrannal vagy egyéb fehérjével komplexet
alkotnak, az egyenes ala fognak esni, a komplex K,-jét6l fiigeGen. Ha azonban,
valamely fehérje a sejtfeliilet kiozelében lokalizilt, a koncentraciéja nagyobb
azon a helyen, ahol a molekularis sz{irés bekovetkezik, mint az egész sejtben,
az ennek megfelel§ pont, abrazolt 6sszefiiggésiinkben az. egyenes f6lé fog esni.

A vizsgalt 9 fehérje koziil csak négy esik az egyenesre, ezek egyike a he-
moglobin (10. abra). Ugy tiinik, ezek a fehérjék egyenletes eloszlisban vannak
a vvt-ban és méreteik szerinti mennyiségben szabadulnak ki a duzzadt sejthdl
és a pérus mérete nem nagyobb a C-6PD méreténél.

A vizsgalt glikolitikus enzimekkel mas a helyzet. Egyik sem esik ra az
egyenesre.

2,01
N
CA ¥ PGK
) s i 1 GAPD
TPI \ § LDH
i 6-PGD

. aldoldz T G-6 PD
_//l T T T 1 I g .

2,0 3,0 4,0

r=fehérje sugara, nm
10. abra. A molekuldris sziirés és a fehérjék sugara kozoui osszefiigges. A fiiggéleges vonalak a

standard hibat jelolik. Az dbra értelmezését vo. 1. egyenlet és szoveg. A fehérjék neveinek
roviditését lasd 2. tablazat
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1. A PGK-, GAPD- és LDH-bél lényegesen tobb jon ki, mint amennyi
a sugara szerint varhaté lenne. Ez arra utal, hogy ezek a fehérjék a sejtfelszin
kozelében a membran alatt helyezkednek el. Nem valészini, hogy a membran-
hoz kotédnek, hiszen akkor varhatéan kevesebb lovelne ki beléliikk, mint az
egyenletes eloszlasban levd fehérjékbgl. A GAPD-re vonatkozé kivetkezteté-
seinket djabban megergsitették SovTI és mtsai (33) eredményei, melyek szerint
gy tiinik, hogy az intakt sejtben tricialt jod-ecetsavval jelzett GAPD, a
membréan alatt helyezkedik el.

2. Nézziik a TPT-t és az aldolazt. Mindkett6hél kevesebb szabadul ki,
mint amennyi egyenletes eloszlas esetén varhaté lenne. Az egyenlet értelmezése
szerint az aldolaz csak alizalt sejtekbdl jon ki, pedig a nem sokkal kisebb méret{i
LDH-bél jéval tobb aramlik ki, mint mérete szerint varhaté lenne. Sortr és
Friepricu (1976) egyéb vizsgalatai alapjan nagyon valészinttlen, hogy az aldo-
laz olyan szorosan koétddne a membranhoz, hogy a duzzadt sejtbdl ne szabadul-
hatna ki.

Mint ismeretes, az aldolaz, a TPI és a GAPD egymast kovetd reakcickat
katalizalnak. Mint mar emlitettem, Ovipr és KerLeTI (1978), OvADI és mtsai
(1978), valamint ParTHY és VAs (1978) kimutatta, hogy az izolalt izom GAPD
komplexet képez az aldolazzal. Plauzibilisnek t{inik, hogy a vvt-ben az aldolaz
a TPI-vel és/vagy a GAPD-val alkot komplexet és talan ezért tiinik olyan nagy-
méretiinek, hogy nem szabadul ki a duzzadt sejtbhél.

Természetesen, ezeket a komplexeket osszetarté er6k nem lehetnek olyan
er6sek, mint pl. a fent emlitett aldolaz alegységei kozotti kolesonhatasok. Az al-
dolaz, a TPI és a GAPD egy része, a disszociaciés allandoknak megfelelgen,
szabadon kell legyen és kijohetne a duzzadt sejthgl. Ezért lehetséges az is,
hogy a kidramlé GAPD mennyisége, ami ugyan az egyenes f6lé esik, kevesebb,
mint ami helyzetébgl adédna, hiszen egy része lehet, hogy komplexben van.
Ugy latszik, hogy a szabadon lev§ aldoliz mennyisége olyan kicsi, hogy nem
tudjuk kimutatni.

A 10. abra adatai tehat egyrészt azt mutatjak, hogy a vvt membran
enyhén hipoténias kozeghen molekularis szliroként viselkedik, mdsrészt azt is
mutatjak, hogy a glikolitikus enzimek egy része a sejtfelszin kézelében, amemb-
ran alatt helyezkedik el. Két glikolitikus enzim pedig gy tiinik, hogy komple-
xet alkot egymassal és lehet, hogy egy harmadikkal is.

A vvt-vel végzett vizsgalataink még folyamatban vannak. Azért bator-
kodtam belevonni egy akadémiai székfoglalé el6adashba nem lezart munkat
is, mert dgy gondolom, hogy mindig az 4j iranyzat az érdekes és elére
mutato.

Amikor ezt a munkat osszeallitottam, eltlin6dtem a fehérje-biokémia
fejlédésén az elmult évtizedekben. Onkénteleniil is kitort belélem a ,,néhai
vegyész” és a lebontéas és a szintézis analégiaja jutott eszembe. Ahhoz, hogy
egy vegyiilet szerkezetét megallapitsuk, ezt mind a lebontas, mind a szintézis
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médszereivel igazolni kell. Az enzimek, ill. valamennyi biolégiailag aktiv fehérje
miikodési mechanizmusanak, a mikodés szerkezeti alapjainak felderitéséhez,
a sejteket szét kellett roncsolni. Ebben az idészakban tért at a fehérje-biokémia
a jelenségek empirikus leirasarél a tudoményos megallapitasok korszakaba.
Ma mar ott tart a fehérje kutatas, hogy a szintézis felé tolédhat. Az egyedi
fehérje szerkezetének és miikodési mechanizmusanak felderitése mellett, mar
napirendre keriilt az anyagcsere szabalyozasa mechanizmuséanak felderitése,
ami a fehérjék egymas kozotti és a sejt egyéb alkoté elemeivel valé kolesonhata-
sokon alapul. Igy integralédik ma a fehérje kutatis a sejtbiologia egyéb agaza-
taival.

Végezetiil nemcsak kutatétarsaimnak, hanem laboratériumunk vala-
mennyi munkatarsinak (Majzik Illésné, Foldi Attilané, Papp Eva) szeretném
kifejezni koszonetemet j6 és otletes munkajukért. Most sem szeretnék megfeled-
kezni néhai Gréh Gyula professzorrél, aki mellett megtanultam dolgozni és
szeretve tisztelt mesteremrél, néhai Szorényi Imre akadémikusrél, aki nemesak
tudoményos szemléletre és szigori kritikara, hanem emberségre is nevelte — az
akkori fiatalokat.
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