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]. BEVEZETES

Bíokémiaí ismereteink bővüléséve1 párhuzanosan egyre
nagyobb jelentóséget tulajdonitunk a sejtet határoló,
illetve a sejtben található membránoknak. A sejtben 1e-
zajlő folyamatok rendjét, szeTyezettségét nagymértéke
ben e membránok bíztositják.

A természetes membránok elengedhetetlenül fontos,
sokszor összetételükben is döntő súlyí részét a bennük
találhatcí fehérjék képezik. E fehérjék vizsgálatát §o-
káíg hátráltatta az a tény, hogy bizonyos részijk /az
úgynevezett,integráns membránfehérj ék/ ízolálás ához a
membrán negbontására van szükség. Tovább nehezitette
a kisérleteket, hogy a membránenzinek membránkörnyeze-
tükből eltávolítva aggregációra és az ezzel sokszor
együtt járő denaturációra hajlarrio§ak. &ii-ndebbŐl követ-
kezően a megbontás kísérletes módgzerei_nek kídolgozá-
sával páchuza-mosan sztikségessé vált azoknak a módgze-
reknek a kifejtresztése is, amelyekkel a membránfehér-
jéket eredeti környezetükhöz hasonlÓ }törnyezetbe lmea-
terséges rnenrbránokba/ visszaépítve, rnüködésük természe-
tes körülnényeit jobban 1ehetett biztositani.

l,íenbránenzimek mesterséges membránokba történő beépi-
tésére a hatvanas évek közepétőt történtek kisérletek.
A kezdeti próbálkozások utá:r a hetvenes években szület-
tek meg a terület első nagyobb eredményei: Ephrahim
Racker és munkatársaí izoJált fehérJétnőr az oxidativ
foszíoriláció mitochondriális rendszerét állitották
helyre, síkerre1 jártak az endoplazmatikus retíkulrrm

a.fehérjeszínt etizálÓ rendszereinek, a mikroszónálís oxi-



dációnak és a fényérzékelő bakteriorodopszin. vj_sszaépi-
tésére irányuló kisérletek is.

Az izolálásí, a visszaépitési és a beépült fehérjék
vizsgá)-ati módszereinek rohamos fejlŐdésével párhuzamo-
safl, a felgyülŐ tapasztalatokat összegezye nre8születtek
az első átfogóbb elméletí eredmények is. A hetvenes é-
vek elején publikálta Singer és Nícholsol- /t97Z/ a memb-

ránok '|folyékony mozaik modelljétl', arnely Ú; szemléleti
alapokat adott a membránok biofizikaí sajátságainak ku-
tatásához. ]fem sokkal ezatán Tanford bevezette a rhld.-
rofób effektusn fogal_mát ,/Tanford, l973/; a.arely a menib-

ránok termodinamikai stabilitásárÓ1, kolloidkémiai sa-
játságairól alkotott képiink egyik alapjává vált. Ís vé-
gü1 a transzlokáció, az egye§ membránenzimek álta1 ka-
talizált reakcíók mechanizmusá:rak nélyebb negisrnerése
szolgáltatják azakat a biokémíaí ismereteket, amelyek
mínd szükségesek ahh.oz, hogy a mernbránenzinek menbrá-
nokba val Ó be épü1 és ének , valarti-nt mernbránbe li rrü.kö d é=

sü]cnek, szabályozásuknak a mechanizrnusát mind jobban
megért sük.



2. IRoDAt]tíI Árrnrrttrns

2.I. Ir[esterséges és természetes membránok

2.1.1. Dlesterséges membránok

A 1ipídasszociátrrrnoknak szerkezetiik szerint számos faJ-
táját különböztethetjülí meg. Ezek ezerínt beszélrretíink
fúlnszerü monorétegekről, Ún. llb]-ack-lipld-membrane t|

struktúráUrőt, illetve többl vagy'teg;rétegü'| 1iposzÓ-
mákról /ld. I. táblázat; Pagano és Tíeínsteín, 79TB/.

lípideknek a levegŐ-viz határfelületen alkotott film-
jét /nonorét,egét/ leglrrkább a fellépő felületi ny,omás-
sa1 tudjuk jellerrezní. Amennyiben a kialakult fílmhez
membránfehérjót adunk, a fehérjének a lipid-molekulák
rendezettségét zavarő hatása a felületí nyomás változá.-
sával nyomon körrethetŐ. A rend§zer alapvető hátránya,
hogy a tennészetben elŐfordulÓ menrbrán kettősrétegekrr,elc
csak a "feléttt modellezi, igy csak a nagyobb tészükben
vizben o1dhatÓ, hidrofil rrenbránfehérj ék vizsgálaiára
alkalmas.

"B]_aclt-lipid-nrembrane"-nak /allrr1 a kettősréteggé el-
vékonyodott mesterséges membránokat nevezzük lMuel]-er
és mtsai, L962/. Iliível ez a membrán általában igen l:agy
tereket választ el eg;inrástól, a rendézeT alkalmassá vá-
lik áteresztőképess égí /permeabilitási-/, illetve ele}<-
irokémiai /vezető}<épesség, kapacitá.s, átütési feszü]_t-
§é8, menbránpotencíá1, stb. / nérések elvégzésére. A
"black-lipid-membrane'1 széleskörü alkalmazásának hiá-
nyát az előállitásakor fellépő nehézségekben kel1 ke-
resniink. A membráa t<épződése, élettartarna eléggé eset-
1eges, }<isérletfüggŐ. Á mernbránban fellelhető szervec
o1dószernyomok /lestöbbször hexánl dekéa/, a nagfo}ri
instabílítás a kisérleteket nehezen reprodukálnatóvá
teszik.
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A mesterséges mernbránok harmadik nagy osztályát, a
zárt, gömbalalú kettősrétegek, a 1iposzómát /ripia ve-
zíkulák,/ alkotják. §zerkezetük és méretük szerint to-
vábbi három csoportra oszthatók /I!,Iontal, 1976/. Á több
lipid, kettősrétegből felépiilŐ, néhányszor tíz nm átné-
rŐ;ti, rendszerint erősen polidíszperz rendszereket
többrétegü 1ipos zómáknak /nultilameilláp* vesicles -MLV:
vagy Bangha.n -196 5 rl972- után bangoszónáJolrak/ neyezzijk.
Á 2o r:rn körüli átnérővel rend elkező egyetlen 1ipid ket-
tősrétegbő1 álló 1íposzőmák a kís, egyrétegü 1iposző-
nák /snal1 unílamnrellar vesícles -SW- vagy Huang

-1969- után huangoszónák/ l á o,5--5o F-íe terjed"ő át-
mérővel jellenezhető társaik pedíg a nagy egyrétegü 1i-
poszőmák /large unílamrrellar vesícles -LW-/ elnevezést
kapt áJt.

A 1íposzómáX számos elŐnnye1 rende].]reznek: elŐállitá-
suk egyszerü, atabilak, számos biokém:Lai i_lletve biofi-
Éikaí vizsgáLa,tra /pl. ultraíbolya -Ulr- spektrum, elek-
tronspinrezonancia -ESR- spektrum, dííiferenciá1 kalori-
nretrikus -DSC- vizsgálatok, stb./ al]talmasak.

Ar elŐször felfedezett, többrétegü líposzőnák pol1disz-
peTz, nehezen jellemezhetŐ, nehezen reprodutrálható
rendszert alkottak. }íagy lépést jelentett a kísl egyr&
tegü líposzómák elŐállításának kidol gozása, mert ig:y
javarészt sikerült kikiiszöbölní a fenti hiányosságokat.
Változatlanul megnaradt azonba:r egy az áteresztőképes-
ségi /transzport/ vizsgálatok és más felhasználásí 1e-
hetőségek útjába jelentős akadályt görditő tulajdonság,
a kis bezágt térfogat. E kedvezőtlen tulajdonság rneg-
váJtoztatása miatt volt sziikség . 1iposzómák 1egrijabb
családjának, a nagy egyrétegü 1iposzómákna.k a kifejlesz-
tésére. Ir{indezidáig azonban nem ismertink o1yan módszert,
amellye1 nagyméretü, meg}cözelitően monod iszperz liposzÓ-
mákat megbizható módon tudnánk etőártitaní, isy jelen-
1e8 a 1tis, egyru<tegü 1iposz ónáU szolgálhatnak 1egalka1-
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11. tá|ll,ázat: kis, egyrétegü 1iposzónát elŐ-
áttitár;ának mód"szere1, rövid értételésiik

masabb vízsgáLati rendszerijnkként.

Tekíntsük át rövíden a kis'egyrétegü 1iposzónák előal-
litásának mód,jait /II, táblázati Racker és nrtsai, 1975;
Pagano és Weínstein, t978/. Á legrégebben és talán leg-
gyakrabban alkalmazott mód.szer a többrétegü líposzónoák
ultrahango§ kezelése -szonikálá.sa- /Huang, 1969/. A nód-
§zer felbecsülhetetlen elŐnye gyorsaságában rejlík.
Ugyanakkor alkalmazása során ,egyre több tiátránya vált
ismeretessé. T,gy az előállitott 1íposzómák jellemzőí
igen erősen függenek a kisérleti feltétetettő1 /energia-
nennyiségg berendezés alakja, mérete, stb./ ezál-tal- a
k=pott rendszerek naglrmértékben összehasonlithatatlanok-
ká és reprodukálhatatlanokká válnak. A gzonikáló fej
közvetlen környezet,ében az energiasiirüség igen Bagas,
kavitáció, aeroszolképződés 1éphet fe1, anennyiben a

kisérletet nem nítrogénl vegí argonatmoszférába_n r,égez-
z&, ez elősegití a lípídeg oxidációját. Nagy a lokális
tÚlroelegedés velzélye i§. A szoniká.ló fejbŐl kontrolá-
latlan meruryiségü fémnyomok'/pL. Ti/ kerülhetnek az o1-
datba, stb. A mód,szer egyík továbbfe j lesztett. vá:t toza-
ta a fagyasztás-oivasztásos technika /Kasahara és }íink-
le, Lg77/ 9 amely monod.íszperzebb rendszereket, szolgá!-

a módszer elnevezése előnyeí hátrány,aí

ultrabangos kezelés
/ f agy as zt ás- o lva s zt ás / 8yors

nehezen reproduká1-
hat Ó /nő , oxid ác íó ,

f énrnyomok,/

telc,zid" eltávolitás reprodrrkál-
ható

i5en 1assú +
tenzídntr omok

i:rj ektálásos módszer reprod,uká1-
ható o1dószernyomok
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tat, de mive1 az ultrahango§ kezelést résznlozzanatként
tarta]_nnazzds a fenti hibákka1 terhelt.

Á másík széleskörben alkalma zott teehníka valamely
tenzid, /áttatáUan Sa-kolát/ 1ipidekkel vízes közegben
képzett vegye§ mícellájából a, *enzi-.d" fokozatos eltávo-
1ításáva1 /aiatizi'séve1'/ alakítja ki a liposzómákat.
Ezt az utat követve eredményeink sokkal ínkább repro-
dukálhatók 1esznek. A mód"szer hátránya lassúaága /a
dializís több napot ,sIesz igénybe/, illetve a nembrán-
ban narad,Ó terlzidnyomok zavaró hatása /Atlen és mtsai,
l9\o/.

Kevéssé elterjedt technika az, a.n'ikor szerves o1dÓ-
szerben /pl, et,anol/ oldott lípidet gyorsarr keverte-
tett vízes közegbe fecskendeziink és ezáltal inozztlk
létre a liposzómás szerkezetet /Batzti- és Korn, 1.973i
Kremer és mtsai, 1977/, ügyan a reprodukálhatóság ítt
is biztositott, és a nód.szer gyorsasága sem hagy kiilö-
nösebb kivánnívalÓt maga után, de a §zerveg o1dószer
/kb. fél-egy napot igénybevevő/ kídiallzálása itt gem

tuája teljescí} eltávolítaní a membránstruktúrába beé-
pült segédalyagot.

I,átható tehát, hogy egyik mód.szer §em rendelkezik
kízárólagos elŐnyökkel, így a körülmények és a köve-
telnények ismeretében nindi-g az adott esetre ke1l
mérlegeluiink, hogy melyíket választjuk.

Yégezetül néirány szóban a líposzónái< felhasználási
lehetőségeirŐ1. A már emlitett alapkutatásbelí jelen-
tőségük mellett /ripia-rehérje, lípíd-nukleinsav köl-
csönhat ások vizsgála,ta, membrá-rrenz jrnek müködésének,
szabályozásának mélyebb megismerése, *tastszportfolya-
n:atok kutatása, stb./ gyógyászatÉ. alkalmazásuk is
egyTe ígéretesebbnek tüxik /Y/einstein, l9BI/. Számos
kutatócsoport dolgozik annak a feladatnak a megoldá-
gfu, hogy hogyan lehetne a liposzómákba mj:rél haté-
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konyabban beépitett vegyianyagot e8y adott sej tcsoport-
ba szelektiven bejuttatn1. A Jónérrány betegsés /ptr €]1-
zjnhiányokl neb.ézfém-mérgezések, ízületi gyulladás, a
rák bizonyos fajtáíl stb./ ayóayításában elért ered.mé-
nyek biztatőak,

2,1.2. Membránfehérj ék izolálása

A pembránfehérj éknek a lípici.orenbrárrrra1 valÓ kölcsön-
hatásuk természete szerint alapvetően két fajtáját tufl-
juk megkülönböztetní. Az izolálandó fehérjének e fel-
osztás alapján egyik vagy másik csoporthoz valÓ. tarto-
zá.sa izolálásánalt fő módszr;relt is meghatérozza,

A membráalloz elektrosztatíkus erőkkel kötődó fehérjé-
ket perifériális menbránfehérjéknek nevezzijk Eltávoli-
tásuk kelátképző anyagokke.l /a kétértét<ü {onok megköté-
Fe/t megnövelt ionerősség, va8y pH változlatás segits&
géve1 történhet. Á kölcsönhatás tipusa szeríntí rnásik
csoportot a nrembránba hidrofób erők segitségéve1 beépü-
1Ő fetrérjék, az űn í::.tegráns membr;írfehérjék alkdtják.
E fehérjér etttitönitése gsak a nrembrán szerkezetének
megbontásáva1 1ehetséges

A membránok megbontására és egyútta1 az í:rtegráns
membránfehérj ék kiszabaditására a legrégebben alka]ma-
zott mőd.szer a kü]önbőző. szerves o1oószere];}:e1 illet-
ve ezek keverékeivel, p1.: metano1, klorofoTln, fenÖl,
stb. - való kezelés volt ,/}íelenius és Símons, 7975/. A
módszer alapvető hátránya, hogy ilyen körülmények köe
zöit a membránf ehérj ék nagy része irreverzíbilisen d_e-
naturálódik. Az úg5mevezett kaotróp .arryagpk /3odiaot,
perklorátok, roda_nj-dok, ílletve Li-díjódszalieilsav,
stb. / allr*Jnazása hasonlÓ veszélyekke1 ;arhat

Egy igen elterjed_ttrródszer azt, a lehetóséget használ-
ja ki 1 tlory az integráns membránfehérjét jelentős ré-
sze /pL. tripszinne11 papainnal stb. végreb.ajtott/ rész-
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leges proteolizis hatására a meryrbráEÓl old}ratÓ, globu-
1áris fehórjeként leválasztható. Az, eljáráe tyor§ és

egyszerül áz esetek többségében meglepően kiméleteg.
Továbbí elŐnye, hogy alkalmazásáva! jó1 kezelhető és

így az enzjinolÓgíai vizsgálatokra ígen alkalmas fehér-
jéket kapunk. Alapvető hátránya víszont, hogy az 1gy
kapott preparátum amfípatíkus sajátságaít elvesztette 1

bármílyen lipid"asszociáti:mba va].ó beépülésre képte3-en,
és igy tulajd"onságai sem biztos, míndenben megegy,eznek
a membrá:rkörnyezetben elŐfordulÓ, ép enzíméve1.

Az ízolálás során felmerülő problémák eddig leghatá-
sosabb megoldását a kiilönböző tenzídek alkalmazása je-
1entette. A kezdeti próbálkozások során olya.n szinteti-
kus, ionos tenzídeket használtak, mint a Na-dodecil-
szulfát, illetve a dod"ecíl-pfuid.inium-kloríd, /§zteroge-
nol/. Az izolált enzjrneket kárositó hatásuk felisnreré-
§e utále tértek át a sokkal kinéletesebbnek bizonyrlt
epesavsótra /Na-kolát, I{a-dezoxikolát, stb./, Az epe-
savsók elterjedéséve1 párhuzamosan hódítottak tért a
legkülönbözóbb nernionos leazídek is, mint a polioxieti-
1én-p-t-oktilfenoléterek -- pl.1 TRITOI\T X-ioo --t a
Folioxíetilén-alkoholok -- p1.: IUBROL firX -- stb.

Jelenleg a membránok megbontására szolgálÓ változa-
tos eszközök sokaságából /amelyekbe a fentíeken kívü1
pl. az ultrahanggal történő kezelés is beletartozlk/
választhatjuk ki az izolálandó fehérje természetének
és más körülményeknek 1eginkább nregfeleLŐt.

A membránokból eltávolított fehérj éket a szokásos e1-
választási nródszereken /lcicsapásos frakcionálás, extaak-
cíÓ, kromatográfia, ionc§ere, stb., stb./ kivü1 egyre
gyakrabban \íetik alá affj:ritáskromatográfiának is. Ttt
vagy az adott enzi.ttt valamely szubsztrátjával nutatott
specifikus kötődését l vagy a fehérj ét borító cu,korré-
szek inrnobilizátt lektinekke1 /p]-. conca]lavalin-A, fi-
toherrragglutin , stb./ történó as szociációját használják
ki az elválasztás szempontjából.
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2.1.3. ],,{enbránfehérjék ín vitro visszaépitése a membránba

Attól függően, hogy a membránfehérjéket máshonnan i-
zo1ált /esetleg szinteti}n"rs,/ 1ípidbe, illetve eredeti
1ipid"környezetiikbe épitjük be, beszéltretiink membránfe-
hérj ék rresterséges membránba való beépit éséről, i-l1et-
ve visszaépít ésérőt ./rekonstrukc j-.őiaxól-,/. Míve1 az a1-
kalmazott tech,nika és a lezaj] Ő folyamatok ugyanazok,
a két alesetet együtt tárgyalom. A Ztl*l. fejezetben
ismertetett okok míatt a mesterséges membránok közü1
csak a kis, egyrétegü liposzónákba való beépitésse1 fo-
gok foglalkozní. 1

II1. tábJáaat: a membránfehérjék vísszaépitésének
.módszereí, rövid érté}telésiik

a módszer elnevezese előnyeí hátrányai

_1.* párhr-rT ano s bespit és

ultraliangos kezelés
/f au:l szt ás-olva =ztás/

tenzid eltávolitás

hŐ, denaturáció,
hidroliz is

tenzio inhibi-
tá1, denaturáI

tl.u@

,tenzídde1

ionos nechanizrrussal

k jraéletes

k jméletes

oríent áeió fi}e9-
h; Tár;;ót i 

-'

csak savas lipb
dek eseién jó

enz i mrend_sze
rek kíépités neghatározott 1í-

pidösszet ete1 ke]1

/ Yö. a iT. táblázatta1 ís ! /
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A beépitésnek alapvetően két formája 1ehetséges. Vagy
a már előzőleg elkészitett liposzómába építjiik be az u-
tólas hozzáad.ott menrbránfehérjét, rragy a beépítés a 1i-
poszőmák keletkezésével párhuzamosan történík. Mínd.ezek-
ből következi-ir, hogy a membránfehérjék vísszaépitésének
a 1íposzómák etőártttására szolgáló mód"szereken ke11 a-
J_apulnía /Ítt. táblázat; Razín, 7972; Gennis és Jonas,
1976; Racker, 1979/.

A 11I . táblázatbó1 1átható, hogy ad.ott nTódszer elŐnyg-
inek és hátrányainak negítélésekor a líposzómátc kéezité-
§e sorá:r figyelenbevett szempontokon tú1 ítt még a memb-

ránfehérjék érzékenységével is számolnunk kell. T'gy az
'rirltrahangos kezelés a fehérj ét is károslt ja, a tenzíd.
denaturáló, a.dott esetben az enzirnet gátró ha.tású 1ehet.
Az utólagos /teUát a nég korá,bban elkészített liposzó-
rnákat atkalnazá/ beépítési rcódszerek éppen a fehérjéket
kfuélŐ hatásuk miatt nagy jelentőségüek. HátránJuk, hogy
a beépült fehérj ék értelemszerüen színte kízáróJ'ag kífe-
1é orientáltak. Bonyolultabb enzj_mrendszerek rekonstruk-
ciójának egyik perspektir,íkus útjaként tekj:rt}ietj űlr az
ákar kiilönbözó raődszerre1 beépiteit eltérő enzj_nreket
tartalmazó líposzómát fúzúonáltatását. A mód_szer egye-
düli hátránya, hogy a liposz énák fúzióját előia éző Ya-
rüLnénye}l kíalakítása igen gondos munkát ígényel.

--.laA ri. és a TfT. táblázat összehasonlitása során kitü-
nílt, hogy az ínj ektálásos módszer membránfeirérj ék vísz-
azaépitésére voló alkalmazása az irodalomban nen §zere-
pe1. Kisérletes munkám egyik célja errnek a módszernek
a i:ipr,óbalása volt.

2,1.+. Menbránfenérjék r,rembránba valÓ beépülése in vivo

A cítokémiai, innu:rhisztoJ<émiaí vizsgá}atí módszerek
fejlődéséve1 egyre inkább fény dérült a rnerrbránfehérjék
elhel;vezkedésére a különböző sejtet határolÓ, illetve
sejten belüli nrembránokban. A vizsgálatot tanulsága.i
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szerint mlnd a &embránfebérj ék irányuJ.tsága a liptcl
kettősrétegen belül, nínd a különbőző nenbránok közöt-
t1 megoszlásuk szigonían neghatározott /notbean ée
Lenard., L977/. E verttkális és laterálie gg3inmgf,3ig
kialakulás.ínak nagyarázata a seJtben lezaJl.á szlnte-
ttkrrs folyaraatok kutatásának egyík sokat vizsgált, d,e

nlnd a mai napíg eegnJrugtatóal nem ti'eztázott régze.

A kisérlet1 erednények összegzéaének első e].mé].et!- a-
1apJa a Blobel és ntsai /gtoUet és Sabatlní, 1971;
Blobel és Dobberstelnr 1975/ álta1 feláll1tott szlgaát
hipotézte és ennek Rotbnan ée í,enarcl h977/ á]-ta1 to-
vábbfejlesztett vá].tozata volt /Ld. 1. ábra/. Az elkép-
zelée szerint ugyaais a kíválasztásra kertüő fehérJ ék
éa a membránfebérjék jelentős részéaek szbtézLae so-

a - ' 
..rán e].őször egy npre-Fterniná,lisff rész].et ke]_etkezik

a BR§§-en lévő, tín. trszigaáln alapján. A köt6he3.yet
felísmerve ée kialakítva tulajdonképpen ez a peptíd fe-
1elŐs a kezdetbea szabacl rlboszónáknak az endoplaznat1-
kus retthlunhoz valÓ töt6déeéért. A fehérJeezlnt ézts
és az endop3.aznatíkrrs retl"krr]-un nenbránJán va].ó keresz-
tiüJutáe &z elnélet gzeri:rt párbuzamogan zaJlík, ezek
után az endopJ-azmatlkrrs rettku].umo! kialakult póruson
kereeztül a színtet77,álódó febérJe nind nagyobb gzaka-
ezaL kerülnek át a retikrrlrrm tú].só, ciszterná]-is réázé-
be. Menbreínfehérjék eeetén végül sor kerülhet arrnal a
C ternínálls, yagy a.hhoz köze].í bidrofób peptiddarab-
nak a szi-ntézisére1 anely a fehérJének a membránboz
va].ó kötődését a továbbiakban biztosltja.

Az eJ.képzelée nagyarázatot ad a mernbránfehérj étnek
nind a kettősrétegbeli, r.ind /az endoplazmattkrre retl--
kulrrm ée a Golgt rendszer nnembrárrenalgeket elkiüönlt6
mechaniznusaí felt ételezéséve1 -- Depíerre és Dal.laer,
L975 --/ a különböző menbránokbeli aszímrletrlkug elhe-
lyezkedésére . .ltz jatenziven folyó trrtatáeok erednéoye-
képpen a közetnúltban sikerült izolální- azt a 25o ez-
res re1. no]-ekulatönegü §avas, hidrofób febérJekonp-
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1. ábra. Á membránfehérj ék ez3rtézísének nagyarázatára
kídolgozott elnéletek. /A szlntetízá]-ódó fehérJe vastag
vonallal ábrázolt he].íkálig részet a hidrofób szakaszo-
kat, a vékony vonalJ.al klüúzottak a bidrof 11 részeket
jelö}tk; r -- riboszóna; 11 és T2 -- dlsszociált rlbo-
szőma; Rf - riboforj_n; p -- peptíd,áz.//Wtcknar, 198o

lyoméa/

1exet1 a.mely képes a szignál fellsInerésére. Ugya,nceak

ízotál.ték azt a 72 ezTeg re1. nolekulatönegü fehérJét,
a.mely az endoplazmatikus retiku]-um íntegráns részeként,
afféle l'horgonyként' az előbbí konplexet a ríboszóg,á-
va1 esyütt elektros ztatíkus kölcgönhatáe segitségéve1
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az endop]-ezmatíkus retikulrrnnhoz rögziti /Meyer ée
ntsai, 1982/. ügyanakkor száetalan adat nen 11leezt-
hető az 1gy klalakult képbe: a szigaál rripotézts á1-
tal feltételezett rlboforlnokat /az endoplazmatikus
retittrrlu.nbaa képződő póruat kia].akltó hlpotetikrre
fehérjék/ r'índezld,áíg nem eikerült ízolálnt, trónéuány
oenbránfehérj ét találtak viszont, a.nelyík bizonyitba-
tóan nem rende].kezett ezignál-szekvenciáva]., F-ter-
ninálísáva]- kötőd,ött a nenbrán}roz, vagy többször fú:r-
ta át a l1pld" kettősréteget; nembránbeéptllése gzt}-
nifikánsan a szlatézíae után következett be, illetve
beépülésébez fluld állapot€ nembránl yag} nás, a ezig-
nál hlpotézís által meg nen Jósolt feltételet ke1].et-
tek.

Ezen adatok tsneretében alkotta neg Wickner /L98a/
az,ti:n,. nmembránfelisnerd-konformáclón efunéletét /aemb-
raae-trlggerred,-folding hypothesis; ld. 1. ábra/ 9 amely-
nek 1ény€8€l hogy bizonyos nenbránfebérjék eredetlleg
hidrofil, a citoszolban oldbató fornába:r színtetizálód-
nak, Bajd ezubeztrátjuk, esetleg Ba€a a menbrán á]-tal
elősegitett átrendeződésük folytán kerül a felszinre az
a híd"rofób részJ.et, a,mely ezek utá:r spontán pódon rö8-
zitj e menbránenzlaeket az adott membránboz.

A epontán beépülés ]-ehet6ségéve1 ezáetalan szerző
foglalkozott /öaszefoglalás : Beinrl-cb,, 1982/ . Fébányan1
nint a fihurok-nroilellá gzerzőí- Ealeouya ée Inouye /1979/
va8y Garníer és ntsaí h98o/ az 'islrert azLgaáLok össze-
tétetéb61 /a bází}rrs, i].letve §avag a.ml_nosavak a hidro-
fób a.mínogavak közötti elhelyezkedésébŐL/ próbáltak
következtetéseket levonni a szigná1, illetve a trengz-
protálandó fehérJe elhelyezkedésére a rneinbránon beliil;
nások, igy von §ejne h98l/ és a tí]xélix-haJtün elnélet
szerző| Steltz és mtsa1 /L982/ a spontán beépiilés 1e-
hetős égét energetíkaí negfontoláeok alapJerr igazolték,

Látható tehát, ho1y a különböző membránenziaek memb-

ránbeépitésének vlzsgáLata ezen elképze3.éaek pontosí-
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tásához is szolgálhat részletekke1.

2.2. .t ár-sluta.nil transzpeptídáz tulaJdonsága1, funkcióJa

2.2.1. DefíníclÓ, az enzim által kataltzált reakclók

.n tl-eluta.nnil transzpepttdáz /{-er, EC: 2.3,2.2./ "w
otyan sejtmenbrárr}roz kötött gltkoproteid,1 a.nely aFgJ-u-
ta.mil vegyületet 3lgluta.ut1 eeoportjána.k @i:roeavakra,
peptlde}re és vízre valÓ átvítelét katalízálja.

Da.kin és Dudley /l9l3/ hetven éve mutatta kí a glu-
tation /esn/ hasnyálnol-rigybeJ-1 degradáclÓJát. Ez a Beg-
f1gyelés utalt el6ször a ttanszpeptídáz 1étére. Jóné-
hány érrvel kés6bb Ea:res és nt gaj- /L9ro, L952/ bizony1-
tották be, hogy e lebom].ás kezdő lépése a köve tkező
enz Jgre akc ióban keresend6 :

GSH + a.rninoeav = fi-Cru-a.minosav + Cye-Gly [t]

'Lu enzim által katalizá].t reakciók köre azonban errrrél
jóval tágabb: negfelelŐ "Í-Glu donorrÓ]-n l)r-Glu pepti-
dek, de glutanin 5;s/ képes a fi-Glu csoportot az 't6kcep-
torra|' /pmlnosav3kra, peptidekrerile vizre Is/ transz-
portálni /Hanes és mtsaí , t952i Tate és Meister, 1975/ l

{-cru-x +Ake =Jl-cru-atc + x LrJ

A fentí álta].ános reakeió egy speciális esete az auto-
tr,anrszpeptidáciÓ, amely hglutamínsavat tartalmazó ve-
gyületekiesetén áttandó kisérője a transzpepiídáló re-
akciónak, sőt az aktiválÓ hatású akceptor hiánya esetén
dominánssá is válhat /&leister és Tate, L976; Tate és

l,,ie is t er , L98L/ z

2 d-cru-x = {-cru- Jr-cru-x + x rr1
Összeíogiaiva tehát elmond,hatjuk, hogy akceptor távolié-
téu"r' a vegyület hidr"o1izise és autotranszpe}riid ációja
zajlík le. Alrennyiben a reakcióelegyben negfeLe7Ő akcep_

tpr /p1. GlyGly, aííIely a J_eghatékorryabbak egyike/ van
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jeleng a reakció sebessége ugrásszerüen rcegnŐ, é" fő re-
akcióút tá a E17 egyenlettel leirható tnanszpeptidáció
veJ- ]-K.

A folyamat tipíkus ping-pong kinetikát mutat /tate és
Meister , Ig74/b/, amelyben gluta.mín esetén a t+7, nrí::-

den rroás esetben pedíg az LS) egyenletbeli átalatculás
a sebességmeghatérrozó ,/Thompson és lrleister, t979/ r

dr-Oru-x

}r-cru-n

+E
+ Akc

]r-cru-r + x

fl-ctu-lkc + E

/E = ewzím/

r+]

Ir]

A különbőző forrásokból i-'zoláJt transzpeptidázok
szubgztrátspecifícítása között jó egyezés találnatól
donorként színte bárnrilye.n /C-terminálisként nen nagy
iérígény,ü amínosavat tartalnazÓ/ természetes, vagy szj-rr-
ietikus JLglutamíl di-, vagy trípeptid ezóbajöhet, a
legjobb akceptornak pedit a neutrális, nem elágazó lan-
cú aminosavak, dipeptidek bizonyultak lTate és Tlleister,
L974/b, 1981; l\[eíster és Tate , 1976/. E specifícíta§-
vizsgálatok nagynéy,ié];be::'aszzi-s Í,rvltak ah_hoz, hogy ma

a]-kot}ratunk /l-d. következő f ejezet/.

A dr-slutamil transzpeptidáznak nég két katalitikus §3-
játságát fedezték fel. Az egyík az enzir. kisebb alegysé-
gének a nog.votrbik alegységet lebontó tulajdonsága. E
proteolitikus folyaniat a ÉGT nativ állapotában nem

ilegy végbe , ki-zá:"óJag az eTőzőleg egymástó1 elválasz*
tott alegységek eg}másrahatásakor tapasztalható,/Caraelt
és Tate , 1979, l98L/.

Á násik folyanat tulajd,oniléppen csak közvetve kapcso-
lÓdik az enzj_m müködéséi:ez. Tate és mtsai /1979/ fedez-
-i,ők fe1, ho8y a iranszpeptidáz jelenlétében a glutation
glutationdiszulfíddá való oxioációja a sokszorosára
gyorsul, A Eésőbbi vizsgálatok /Griffith és Tate, l95o/
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ttsztázták, hogy a GSH oxidácróját tulajdonképpen a
transzpeptidáció során ke]-etkező Cys-Gly katallzálJa.
A Cys-Gly a glutatíonnál jóval oxtdábillsabb, lgy a
G§H oxídáetóJ át véf aősoron egy nem enzl_natíkrrs lépés,
a kia].akult elsztla1l-bisz-glíc{nne1 való hidrogén-
esere segiti elŐ.

2.2.2. Az enzim szerkezete

Áf-glutantl transzpeptidáz nerrnbránboz kötött gltko-
prote5.d". Izolá].hatóságáBak körülményei, tenzidek hlá-
nyában éazJ.el-}ret6 agg,egáctój a /pl. Eughey é,s Curtbro5re,
1976/ a,rra utal, ho8y a eejt!,tenbrá! 1ntegráns részét
lcépezl. E tulajdonságok az enzin szerkezetébŐ]. adódna.k.

Je].en tudásunk szerint az enzinet két alegység a3.-
kotJa, a.melyből a kieebb 22, a nagyobb 46 ezTel rell
Bo]-ekulatönegü {lattanyve§e tr'-Ct, tate és [ieleter,
L98L/. A nennbránboz való kötődésért felelős igen er6-
sen bldrofób téez a nagyobbík alegységen ta].álható
/Ld. 2. ábra/. Ez eg;y m aminosavat tartalnazó /pat-
kán;rvese l).-Gt, }Iughey és nrtsai , 1979; Matsud,a és
ntsa1 , l98o/b3 FrieJ.le és Curthroys, 1982/ polipep*ld,
a.nely az alegység l{-terminá].is részletét képezt ée a
globulárie fehérjébŐ1 kinyű.lva szabado4 á11. Entatt
különböző proteolitikus enz j_arekke1 /p1.: papaln, bro-
ne].aírr, fíeín, trípszln, stb./ szelektiven hasithatÓ.
Lz enzi-m felületét boritó ol1goszacharldok a tovább1

le enzj_na aktiv centrrrma két részbŐl' a donor és az
akceptor kötőhelyébŐJ. á11. A donor vegyület a gluta-
mj_aeav Ú'-tarUo*}rJán keresztül e8y 8 kisebbik alegy-
ségen lévő hidroxilcsoport}roz kötődik /nlce, 198o;
fhompson és Meíster, L979; Tate ée Meister, 7977 rL98L/.
.Lz akceptor kötőhelyét még:purr sikeriilt megbizhatóg!
lokallzálni. Az aktiv centrr:m részét képezí egy a kl-s

alegységben található Árs ée ills ceoport is /Inarn1



2, ábra3 a Y-GT BzeTkezetének és elhelyezkedésének Bena-
ttkrrs ábrázo].áea. /A csak feltételezéeek alapján beraJ-
zo]-b.ató részeket szaggatott vonallal és kérd6jellel je-
lölten. 

^z 
nYtt-ok a glíkoziláltságra utalnak, a nyllak

a proteolittkus hasitás belyét jelöllk./
és lotsaí, 1981; Milnerowitz és mtsai'- Lga]-/. Echetebu
és !íoss /L9a2/b/ nenré8en &egJelent közlenénye e8y
2oooo körüli relativ nolekulatömegü a.ktív enzlm rneg-
tal.áásáról tudósitl alnl alapJán nirrdkét kötőhelyet
a kísebblk alegy§é8 téezének kellene tartanuak. En:lek
a felt ételezésnek e1],entmond,aaak Din8 és mtsaí /L982/
vizegáJ.ataí, akik a f-Cn radioaktiv sugárzáe hatására
bekövet kező i_aa.kt iválódásának t anul_nányozásából a.Era
a következtetésre Jutottak, bogy mínd,két alegység
tészl vesz a katalitlkus folyamatba!. 

^z 
aktiv centnrm

szerkezetéről bírtoku*barr 1év6 lsneretek hlányoesá-
gára utal Horiuchí és ntsai /L9?8/ közlenénye is, a-
melyben az enzi_net alegyeégeire ezétvátasztva a na-
gyobbik alegységet katalítlkusa:r aktlvnak találták,
és ebb61l vala.nnint egy kova].ensen kötődó 1nhibítor,
a 6-diazo-5-oxo-L-norleucín ugyeJacsak a na€y alegy-
ség|tez való kötődéséb61 egy násodtk kötőhely Jelenlé-



tére következtettek. Egy násodtk kötőhely 1étét tá-
masztJák a].á Shakeepeare és mteal /L982/ h6denaturá-
ciós kisérlete1 1s.

T,hompson és Meister /t979/ érdekes elképzelést kőzől-
tek az enzjrcnek /a reakeió közben 1ezajlődó/ konformá-
cíóváltozásáról. E szerint a donorként szereplő}r-Cru
peptíid" megfelető része -- p].. a $lutation glicinje
|lakiív|| konformációba vinné át a transzpeptídázt. Rrre
a glutamin hídrolizj..se esetén a maleát /illetve termé-
szetes vegyületként a hippursav és szátmazékai
Thompson és Meisterr 19Bo - / szolgálna, a.alelynek tér-
alkata a megfele.lŐ módon elhelyezett glicin részlettel
nreglepő eg3ezést mutat.

Az enzim glikoproteíd. Munkatársam vízsgálataí sze-
rint több izomer formája létezi§: ezek hexózösszetéte-
le különböző /Yarga és mtsai, L98o/. Az izomerek j-mmo-

bilizált 8oncanavalín-A-val végzett affinitiv kromatog-
ráfia segitségéve1 egymástól elválaszthatók. Az o1ígo-
szacharid 1ánco]r végét szíalínsavak alkotják. &niatt
kerül az etrzi-nr ízoelektromos pont j a az elég erősen sa-
va§ tartományba, /Izoláltak nár pll 3-4 körüli ízoelelc*
tromos pontúr izoenzjmeket i's./ LegÚJabban nbisuda és
nrtsai /tgao/a/ mutatták kí, hogy a fi-Ct moleku]a e ré-
sze rrem olyan stabíl, n:i::t azt korábban bitték. lgy az
ízolátás közben sok /javarészt áI-/ ízozán nyerlretŐ, a-
melyek szíalinsavtartalma, és ebbŐl következően izoe-
lektromos pontja is más. A telje§en deszialilált enzím
ízoelektroaos pontja pH B.6 körü1 val1.

2,2.3. Jelenlegi ismeretei.nk az enzjm fun_kcíójáró1

Á T-GT celluláris funkciójáva1 kapcsolatos vélenények
ellentétesek. A transzpepiidálÓ reakció tr] , felfede-
zése után lianes úsy vélte /Hanes ós mtsai, 19lor,1952/ r.
hogy a f olyamat a f eirérj eszint ézísben j á-tszik szerepet.
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A:o_ibai: n-lár !:ortársai közü1 ís n,Í};ányen fet]rivtÍ}: a fj--
g,,,e'J_net arra, hogy a. reakcíó része lehet az aniinosav-
tr"anszporiot szabályozÓ-lebonyolító folyamaiokna1,:

/Blnkley, L9Jl/.
A glutatíon metabolizmusába.n szerepei já,tsző enziraek

ízoláLisa után liieister és 0rlor"lskj- ,/Orlov;ski és l,íeister,
t97o; }i,leíster, Lg73/ irta le az úgynevezett ff-glutamil
ci}:}u,st /ld . 3. ábral, a-nell,nek kulcsenzime, a {r-Cl

a sz erzők véJ-eménye szerínt az e:itracelluiáris e-
reCeilj aninosavakat |r-gluiamil-arninosav}lént é.i is jut-
tatja a sejt membránJán,

A 3. ábr"ábÓ1 1áthatÓ, hogy a ci}ilus }rat enzj_ne ]<.özü.1 ,,

csupár e6}r a {r-Ct kötődik a plazmamemb:,áüoz, e többi
ct a citoplalzmábarr n:u";atható ki. Á 7L:rlutaníl-aminosav-

( tronvportó tondó om inosol)
AS intercellutdris tér

q/s
'\

""
5 oxoprdin ftr, w*pl

sélimőnrbiőó

introcelIu lorrs

Cys-Gy
f,-Gtu-Cys-Gty 

(GSF|)

AOP t?;

trrP

AOP + P!

- GLuTA1íL -cl'6zTEi, sidTE7}{

AíP

Jr-Gtu-Cys

3, ábra; a-lÍ-glutanll ciklus
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ként a nienrbránon átJutó a"rninosavat a fl-glutan1_1 cik-
lotranszferáz szabaditJa fe1 a ír-glutapil kötésből.
1 több1 négy enzim végü1 is a glutation regenerálá-
sáboz szükeéges reakciókat katalizálja. Az ie ktde-
rii1 az ábrából, bogy önnagában a keletkezetl }r-gluta-
nil-araíno§&y nen szoleal fl-glutatr1l donorként egy kö-
vetkez6 agrinoeav ezémára, i8y nirrden nole}:rrla amino-
sav trajxszportjára -- a glutation reezintézlse niatt
-- hárora molekula ATP terminális foszfátkötéeének
az energiáJa forditódik. A kisérletek tanu].sága sze-
rínt a két sztrteté,.z enzl_re komplexet alkot, a végter*
mékíikként Leletkező glutation saJát képződésére regu-
]_áló hatássa]. bír.
,-§zámos tény ezól e clk],us léte, nrtiködése mellettl

a./ Az e]-nÚlt években /a G§E analógokkal. együtt/ csak-
nem száz _T-Ctu peptidet izoj.á].talr klilönböző szö-
ve tekból.

b,l A tra,rrszpeptidáz.t főként hisztokémiai reakci-
Ókka1 -- o3.yan szövetekben, szervekben lokal-ízál-
ták, aho1 az a.alinosavak transzpgrtJa a legnegyobb
/Tate és Melster, L98L/. Tgy pl.:

a vesében, az els6rendü kanyarulatgs csatorna
kefeezegélyének nibovillusaibe.a3 rendezerínt a
esúcsokon koncentrálva /Rutenberg ée mtsalrL969 i

Marathe ée mtsai, L979; §zewczuk és mtsal, 1980;
§himada és ntsai, 7982/ l
a vékonybélben /ezea be].ül leglnkább az éUtér-
ben/ található bolyhok kefeszegéLyének ml_}co-
villusaiba.u, killönö§en er an kb, 2 p hosezúeágú
nyúlvá:ryok csúcsaln /Mar.athe és ntsa1, L979;
§zewczuk és mtse1, l98o/ i
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az a]J ofoaii.,amráíba nyu.ló s ?z a5y5er.incvelŐi fo-
1ya;J,i:ot ter.nelŐ é::fonadé}r /cnoroíd plexus,/ epí-
ihe1 se j t j eiben /Orlourski és ntsai, J-97 4; C}ioni<vlo

és ntsai, 1974; Reyes Ós Prather , 1976/; a gerinc-
veiő liözépső csaiornájánalt epítheliu-mában /S}:irre
és iiaber. , L9BL/ i az agyi..apillárísok a vér-agygá.-
i a,i képező epíthelir:mában /Yarga és mt sa i, 1977 i
Shi rre és l{aber , t98U i
a szeni sugá.rtestje a csarnokvizet tei.nel Ő --
];i-enelliedéseinek epithe1 sejtjeiben /noss és rn,ts:í,
1a.7a/.!-, I )l ,

a tiidőnŐl;ra3ocskt.i: epíthe1 se j t jeine}l níkrovi]_lr_r_
saíban /Tate és ]rieister, L9St/:
szérros }:ülsó és belsőelvá1 agztá.sú- n:irigy, igy a.

J'a-'i riviv9!JritJ].Eyelr1 a hasnyálmirigy, a né;bel j. epevezietóík
és epel<apilláris ok, a nréhnyálka]rár.ty: , a néhi,irt ,
a }:erék1 ? fielleíkJrerék, a prosztata, n frzsnlr.í6-1l,
stb. epíthe1 sejtjeíben /rate és i,ieister, 193I/.

lc . / - lT : rll,: ,::,zve iet i bizonyit é}:kér,t gzá:los f 1z iolóliai
i;i g j-"l o t '' ínaszi j a ará a t:"anszpepi ídáznall az ailino-
savtranszpcrtban játszoti szerepéi. Á leg5;r5frabban
ai}i=lnta zott nódszerek közé tart ozi\,, j e 1zett szubsz-
t:,áto}c f p1. a dorior glutat iorr 9 akceptor aninosavall,
stb. / rr:,etebol,i zrlus;í:rak, turnover.ének vizsgálata.
Igy pl.: aliinosat, tÚlterhelés eseién a ve]e gluiaii-
cn szint j e csökken, turnovere negnŐ, j e!_ez,rre l irog_1,

összefüggé§ van a.z aninosav reabszorpció és a gluta-
tion vesében játszo\? szerepe között. A transzpepTi-
iízt gi'tolva, a GSI{ szintje a töbi:lei!:ént adott ali_-
nosaizail j elenlétében iE vált:z:tlan nar.a a /Gríi! -tl
és ntsai , l9T9/. Viía és ntsaí /l9gl/ hasonló jelen-
séget figyeltek meg szppiatós patiián;,o1t tejnírigl,á-
neic vizsgálata során. Ámelinyiben, a, transzpeptidéz
a]ctívitását maleát adásával a gluiation hidrolizise
írányába toljuk ell aninosavur.ia 1ép fei /rate és
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.,,eister, L974/a/. Griffíth és n:tsai lt9SL/ a Jrglu-
tafiil transzpeptidáz enzin:e]tiivításának részleges
iriáiryában szenvedő betegek vízsgálatáva1 ki_mutatták,
hogy a betegek vizeletében kínutatható Jr-Ctu-Cys
képződését a 1r-GT katatizálja.

Ha a ciklus eg:y, későbbi reakciót katalizáló tag-
ját, az !-oxoproljnáz enzimet /ld. 3. áUra/ gá.tol-
juk, az !-oxoprolin mennyísége megnŐ, aminosav adá-
sa után pedig eokkal magasabb koncentrációt ér e1
/Orlowski és Wilk, l975/. Az 5-oxoprolin felhalrno-
zódása olyan peptídek adása után is megfígyelhetŐ,
arnel;rek nerr közvetlen szubsztrá.t3aí az 5-oxoprolin
ke].e tke zését katalizálÓ 1r-glutanil-ciklotranszfe ráz-
ne,}i. Átatatrulásukban a !r-Gr hatása az elsődleges
0r"lov,=ki és i?ilk, L9T6/. E :e5:figyelései; a dr-gluta-
r.il c iklus nüköd éséve1 j Ó1 na;;;arézhatóa!:.

A ci}llust érintő enzimopéiia j_s vezethet az 5-oxo,-
pr"oJ_in f elh.e 1nozódás éhoz. Örö!:]-ött oxoprciinur:i ában
s: .a-,,s;.; betegek vizsgálaia soré:r t,.íi:=rr', 1ro;;:

s3€r\rezei ji:berr a glutetion szin; e*"é.z enzín =zint je
ige:: al]_acsony. Á cik}usban a g}uiation ke]-eti;ezé-
sét negelŐző XLerutamil-ciszteín felgyülése iiegn5l,,e-
ii ?.z !-cxoprolínt szinte tizáló }Lgluia"ni]--ci}.llo-
iranszferáz aktivitásátramely e dipepiidet /nini e-
gyik legjobb szubsztrát|át/ 1-oxoprolinná aial.:iija
át /l;eister és Tate , 19T6/,

Hasonló mód.szerek alkalmazásával a vese, a ciroro-
id plexus és a sz€íl sugártestje lrizs8álatáva1 i.lapott
i;isér}eti eredirények ,/0rlov;ski l l976; [!eis'r,e: és
Tate , l976/ áől ata8yaráz'natók a lr-Cru ci}lius nüirödé-
séne}< felt ételezésér,el , Lz a néhánlt ilezi=iJ-eges étő-
1éiry /éLesztő - Pen:rinc::.x és ntsai, t93o -i }ridra

Danrer és ntsai, 7.a7,B - /, &ine1;,l9],;i,31 a {-Giu cik-
]-lr-s iete köze1 bizonyitott, j ó ]-:iíndulisi alapul
szolgálrrat a };éso<bbi ilísér]-etek szé:r,ára, E vizsgá-
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laiok ilyen egy-qzerübb l színte nrodeltrendszerként
kezelhető alan;lolon jobba,n negvalÓsithatók.

d,/ Bár az in vivo körülnényeket kevésbé megköz el1tő,
Áa il-r^''lu§ J,JvaJ_ eg]lszerÜbb és Ísy defíniálnatóbb modell-
ként nesterséges rnembránok /pl. 1iposz ónák/ is al-
kaf-na,zhatók a eíklus n,ii}rödésének vízsgálatára. Ezt
felhasználva Síkka és Kalra /Lgao/ szolgáltatta az
a*,rinosavtranszport ecidigi }egközvetlenebb bizonrri-tekei. I^z aneríkai kutatók a transzpeptidázt fosz-folÍPÍd vezikulába épitve bizon;,!f,ották a rao.íoa}l-
tiv glutanj-nsav transzportját. kisérleteik szerintaz intravezi}ruláris glutatio:rból és a kivülre ada-golt jelzett gluta,trinsavbór ilrGlu-Glu keletkezí]t.

Bár ezen indirekt bizonyitékok erőggn alét énasztják aPCru ciklus 1étét, a ci}llus nük,ödésérő] vallott véle-
nén3:eil erősen negoszlanak. Ugyariez elmondhatő ,; egJies
enzjne]t /ee i;ülön5sen a kulc§szerepet ját szó {-Grl az
aninosavtrenszportban j áiszoit szerepéne}i ér,,t ékeiéséró;1
j_§. rie:. cé]-o;. ?.z urj"obi érrejtben i-liboniajtczott sza],,niaivita részletes isne::iei ése, de néhány f onios e}.l ent,e-iJsre §zeretnón fel}rívlri a fi3yeinet l

a,/ §zj*tios cikk jelent fi]€Er a"n:ely rrinc az in vir,,o reni-
szei,e};iren liiughe;* js, rrtsai, !97g; Sii.:ka és lia1::a,
L9Bo/, nind az in vivo kisé::]-etekben /p7, Tnoue ésntsai, 1977 /a; Tsao és Curtiircys, 798c/ he i-,1r.onyi- 

rtotta,irogyay-GTa}rtívcentrur,ráva1amembrá.akü].-
s6 oldala felé fordulva helyezkedik el. Ez a tényellent:orld a- Jr-clu ciklusr.dl ilíaiekitott kor:íbbí
};é;nek /1d. 2-3, ábra/ .

,,,/ A S-cl által ]tata llrzá1t reakciók isnertetésekor en-
]-itettep, hoE}, donorként glutamin, akceptorirént a
vi.z is sze]:epelhet. A .eakc iót n:aleát j ele:-rJ-.éte
erőtel;esen stl-iaulálja. E iény:,e a:elyet nráskép-
nan ,í-,, i^ -Ft^-_]*__1- l _]JeJj L^5y as fogalmazhatun]t, hot}, a fosziéitŐL f .js-
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getlen glutanínáz aktivítás a tr-cr katalitikus funk-
ciója -- először Tate és Líeister /tg75l nivták fel
a figyelmet. 1,1íve1 a vese kefeszegélymenbráaja fii€R-
tén ]-okálisan jelentkező pH és koncentrációviszo-
nyokrŐ1 p::aiitikus;an se::r:i ij:cr: informá.ciónk nínc§en,
a |Jicr iranszpeptidáló és hidrolizátő eajátsaeanak
ín vivo arányára az irodalomban elég szélsőséges
becslése]t találhatók. Reakciókinetikai megfontolások
al_apján Allison és l,,íeister /l9BL/ bízonyitottnak vé-
]_i a Jr-Cr ín vivo transzpeptidáló sajátságát.
i,ícrntyre ós Curt}rroys /1979l, Elce és Broxmeyer
/7976/ va]_anint Y/e].tlourne és mtsaí /i9to/ r'ás kör.lil-
mények i;özött végzett lrason] ó kísér"letek alapján ar-
ra a ];Ur,'etkezietésre jutnak, hogy r [r-cr tő funkció_
ja a iranszpepiidác].ó helyett az extracelluláris
giutation hidr:oi.izise. Á 1eközö]-t lréleliedések másik
véglet éneii te]rir thei j ük Br.egar és i]t sai /t98o/ ered-
-,.i--,^;+íIj"n-je]-i, a-nelyek alepjárr a transzpeptidáló aktivi*
ríst e gl,,-ri:,::in-szint etáz enzim nenr fizíoló..iás ne1-
:!::rea).c ióri ilai; tar. ; j ák.

c,/ A ::el;,,zetet iovább bony*olit;a az enzi-ttl vesé'r,en való
e1]:e].vezked jsérő1 szóló c í!l]:e}c el lenirnondá.sosságal
]ijarelok és nisaj- /L9Bo/ új nódszerek alkalinazásávat
a ]:ef e sz egé1;, rnemb:,ánj ai-r,a j el-Lenző t öbbi tr.a:eszpoa-
tí.ló r,enisze::tő1 elkülöniiették a Í-gT aktiv-i tását.
Heinle és líerrcel /L977/ a vesecsatornácská}< /nefro-
nolr-/ igen }cis i,észleteit vizsgálva a lr-ctu ciklus
enzlneit leginkább a Henle kacsban találták l.:egr &-
ne1;l .:ö:tuCo;:ásÚ.a:l cseké1;, §3erepet j étszik .,z ani_
nosavel: leabszorpciójában. Az enzíliek a ]iülő..i':::jző
Té,;ze]:ben ilind abszolút r,ródcn, ::írl.J e;;inásho: vj-szo-
n;vitoitan riás neniryiségber: fcr-c]ulta]l elő. /az elég-
gé ne3J_epő e.E]J inte3ráii; egészként elképzlelt re:rC-
E2eT i;agjaítÓ1./ Velü-k e1]_entétben Sochov cjs ntsaí
/tgeo/ a vesetestecsitékJ:ez kötötten is szánro-itelrő
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Í-Cr aktivitást nutaitalt jtí. /Á glonerulusbelí en:
ztrnakrív:iás mértéke az összaktivitás t5 /ra vol-t./

a./ Étettani kísérletek és klinikai megfígyelések is
szólnak a korábbi felt étetezések e]leri. Schulmann
és ntsai /t975/ o1yan betegrŐl szánoltak be, aki
szinte teljes 1r-Cr hiányban szenvedett. E'nnek e1-
1enére vizeletében az anínosavak normális koneent-
r,ációjáva1 szemben az iiritett glutation mennyísége
volt kórosan magas. További kisérletek is ,/trnoue és
ntsai l 1977/a-bi Pellefigue és mtsaí l L976/ az a-elí-
nosav anyagcsere a T-Ctu ciklus egy vagy több enzi-
néne}< blokkolása mellettí zavartalanságáró1 szá&ol-
nak be.

L977-tŐ1 napjaínkig számos elképzelés született ezen el-
lerrtmondások feloldáséra l ázonbe:r kielégítő rnagyarázatot
adní mi_rrdezidáig nem sikerült.

A }Eglutamil transzpeptídázn 
^V. ^, étő szeTvezetben be-

töltött szerepérŐ1 a"]}:o bctt i:Ópijn],et {cr.ább gazdagi,bje^}:
és egyben bcnyolítjak a következő megfigyelÉÍsek; felté-
t elez ések 

"

Le5Jrjabban a Meíster és ntsai áltaI kapott kisérleti
ered,rrrények nyonráa az enzinek a glutatíon körforgalnrában
játszott szeyepe került az éroeklŐdés középpontjába
/cririittr és jrieister, l979l198o; Griffíth és mtsai,
198o; Anderscri és mtsai t l98o/. A kisérletek tanulsága,
va]_a,nint a be161iik 1evont következtetések szerint a
glutationnak ü sejtkörüli térbe valÓ kijuttatása a sej-
tek á]_ialáncs tr-rlajdonsága. Á vér alacson), glutatíon
]loncenir.áciÓ;ái a szervezet bizonyos pontjaírr, p1. a
vesében f e]_h,a.,:nozott r-GT á1]-ii j a be. E sze::veir közöi-
tí körfol;iil-ná,: c..llja rnég nen ke]_IŐen iisztáza:tt de-
ioxikálÓ, il ]_etve a se,,itrrenbránokat regenerálŐ szerepet
tulaj donitanal; neki.

A transzpept icáz döntően a plaznamenbr"Í::]roz köiött en-
zj-n, Az enzj*net szá.nottevő menr:yiségben nutattak kí a
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].épben és a llmfocítákon való lokallzációJa is gíker-
re]. jéÍTt /,!{arathe és mtsail 198o; §ovgorodeky és ntsaí'L976/. 

'e]-oeerü]-t 
4nnak a ].ehet6sége le, ho'y a transz-

PePtidáz E testfolyadékba klválae ztot! és b,atását ottkifeJt6 enzlmként l yegy esetleg imreiil,oglobulírrként
viee],ked,hetae /Btnt lgy és §íese'aírn , L975/. De Bault
í,gen szép és meggyőz6 kieérletekke1 b'zonyltotta1 ho§y
a,z, agYbeli transzpeptidáz aktivitás alapvet§en 8, 811aseJtekre Jellernz6 és p]. l &Z agykap1llrirtsok endotietseJtJei esat a veliik va].ó érintkezés után mutatnak
számottev6 lr-Cr aktivttást /* 3ault és Cancl_llal].98o;

, Ee Bau]-t , 798t/. Egek az erednények elképzelhetővéteszlk, bogy az enzímnek van va],a.nÍ-lyen §zerepe asej tközött1 f olyanratokbarr.

A [r-gluta"nnt1 transzpeptidáz e8yre negyobb szerepet
kap a farmakológía1 kutatásokbax is. Ándereon ée ntsai
/L9a2/ kezdtek el foglalkozn' a tra,szpeptídáz 8z€TB-pével a ]-eukotríének átal8kr].áeában. Kutetásaík kltep
Jesztéséve]- s, prosztaglarrdlaok blokémláJánatr eg:y eset-leges új feJezetére derülhet féay.

E lr-sluteníl trrenszpeptidaz aktívltásánek meghatti-razását eJ,terjedt dia*nosz tízá,.ő módszerként alkalna.u-zék a kltntkai gyakorlatba:r. Á kiilöaböző eeJtközött1,
i].letve kiválasztott ned,vek, pl. : "érr vizelet, hae-lryálr epe, íziüet1 aed,v, stb. megnövekedett ór-cn aktl-vítása alapJán a negfeleL6 ezervek betegségére lebetkövetkeztetai. Ezzel kapceolatosregyeldre ceak elví
Je3.ent6eégü ötletet irta} te Magnaa és ntga1 /tg82/
nemrég 8e8Jelent cikkiikben: a fenti betegségek gyógy1-tására alkalnasr de egyélként toxikrrs szerek |-gluta-ni1 vegyü]-atként történő n*aszkl'ozásáva].n a opro-drugo
-ok egy ÚJ családlát ].ehetae kifej].esztení. Á vtJ.ág
szá§oe pontjda folyna-k í",tenzív vizsgálatok a transzpep-tidaz króniktre alkohol1zmusban és kii].önböz6 rákos !tég-
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betegedésekben nrrtatott aktívitásváltozásának rész-
let e sebb megismeréeére.

2.3. A kalnsav; n5-nt az agybeli gluta.nrl_nsav-alapri
1agerületáttevődés bat ékony befoJ-yásolószere

Á katnsavat /aza.z a 2-karbaxL-4/],-neti]"-etcníl/-)=
=pirrolld"í:recetsavat, ],d. 4. ábra/ 1 a§relyet 1eggaa-
daságosabban teagerí noszatokbÓl /pI. Dígenea §Jgp-
Lex/ lebet kinyern1, kezdetben fére5hajtóként /pJ-.
ascarl-cidkéni/ használták. A vegyület a gluta.url-asav

adott konfor:raácíóját rögzít6 a:ralÓgJána^k teklnthető
/ld, 4. ábra/.

kcoot
l{rll

4. ábra: a kaj:reav és a glutaminsav
szerJíezete

Shi-nozaki és tsonlsb'l /I97o/ írták le el6sz.ör ennek
az a.nürosav szá;nrazé rak az id,egrend,azene g:yatorolt
hatását. Lz aző*a elvé5zett vízsgálatok sokasága
száfintalal rész].etteJ. gaadagltotta a kaineav batásá-
nak leirását, igy napjaín]ra vllágossfuvalt, bogy

önállÓ receptorán /receptorain/ nutatott batásá]x tt-
vill valÓszlnüle g a ezinaptikrrs réebe kíJutó g3-uta-
pinsav fe]-vétetét 1s gátolní képes.
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2.3.!. A kaínsav tngerképzŐ, 1degseJteket Lzga*Ő

hatása

&z ltalapvegytiletil3 a glutanrinsav tdegeejteket izga-
tó hatását nár a hatvanas évek eJ.eJéa lelrták
/Curtts ée Tíatklrsl L963/. A katnsev batása gerlna-
te],enek és gerincesek esetében alapvetően killönbö-
z6nek tiintk, ugyanls geri:rctelenek esetén csak a
glutarnlneay álta]. ktvá]-tott í-zgalni állapotot fokog-
zlt ger1-4ceeeken alkalnazva vlszoat önmaga ie képes
íagató batást kífeJten1 /snfuozalt éa Shtbuya, L974i
Takeuchí ée Onodera, l975i Constantí és §ietrí1

A batás jelJ-ege hason].Ó az epilepszláe helyí gör-
ceö}3é1 negfigyelbet6höz, trrlaj donképpen fifo].ye.Ba-

toe, elnyíJtott epilepsziás állapotn-nak 1s teklpt-
hető /§adler ée Cuthbertson, 198oi Eadlert ]'98]-,/.

A2, ét6 ártat agykérgére Juttatott kainsav ktterJedt
epileptíkrrs görcsöket /ngrerr.d mala/ okoz /Cutat és

Markovítscb, L9a2/. l8 eplleptikrrs görcsök eddtgt
legtelJesebb ].eírását Cavalbeíro és ntsaí /1982/
adták. Ész].e].éseík szerl&t a kezdetl-, ]--2 napog

a.lrut f ázi-'s után nénány napos nyrrgalnl eza.kasz kö-
vetkezlk' a.rnely több néttg tartó nap1 1-2 epontá&
rob,ammal Jellemezhető szakaszba megy át.

Á kaineav g].uta.o1n§Bv-sziEerglsta, llletve önálló-
an izgató b,atásánek konceatráctófiiggése érdekes
aáéLs1értékeket putat /Ld, 5. ábra; Coastarlt1 éa

§lstr1 , ]:976; salker I L976/. .l, gluta,ml:rsav izgató
hatását a kaínsav 1o-8 ée Lo-5 tí köri81 koncentrá-

" cióba:r jó1, 1o:6 és to-3 M koncentrácíóban gyengén

erőslt1. §aJát 1zgató hatása is a to-5 ü körü11 kon-

centráció környét<én erős; a mLlinólos koncentráctó-
tartonánybg3 viezoat *yenge. Mind,ez g.rra utal, bo§

' 82 eredő hatáe klalaku].áeábaa szémoa, egynáesal el-
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5, ábral a kai-aeav hatásal.ak koncentráctó-
ffugése

lentétes hatású komponens vehet részt.

2,3.2. Á kalnsav hatása norfolÓgia1 szjltea
Á kaí:asav 1degeeJteket roncsoló, neurotoxlkrrs ha-

tását ]corán9 8 B€tlToaktlváló b.atással páriruzano§Rn
fedezttík fel /Coyle, 1978; ldason és Fibíger, Lg79/.
A hatág jellegzetessége, hogy az átfutó íáegrostok
többnyire épségben marad,nak, ceak a bejuttatott ka-
insav köriüi helyen 1év6 1degseJtek roncsolása ta-
pasztalható. Á roacsolás á].tal okoxott tiinetcsoport
megfelel a tertós vitustánc /ttuntington c}rorea/ Je-
J-enségének. A hatás ttizetesebb vízsgá].ata során k1-
deriilt, ho8y a gJ-uta.ulrrsav és agzpara8J.asav a:raló-
eok /iey a kainsav/ idegseJteket iz5ató és roneso].ó
hatása párhuza.nog&ul változlk, igy aneanyíben az a,na-
J.óg által kirráltott tartós izgató hatáet sikertil
neggáto]"ni /p1. feleslegben alka]-nazott glutaru5-tl§av-
vall 1l].. nás eszközökkeL/ az idegsejtronceolás 1s
6]mgz,9d /sclnarz és ntsal , Lg78; Xor:.tígny ée Tardif ,
L98l/ .

Ét"dekes ée sok vitáíra alkalmat adó megfigyelés
golt, hogy a kainsav roac§olÓ b.atá§a a kéregtől c
csikolt testbez ,1eorpus striatun/ vezető afferens
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pályákat átvágva nag3oértékben esökkentbet6. A kezde-
ti nagyarázatok /McGeer és mteai, 1978; Johnston és
mteai I 1979/ abbÓ]- í_adulta.k ki, hogy az eJ.vágás után
egyrészt a térségbe nyí]-ó glutanínerg 1degvégződéeek
többségének sze].ektl,v i.rtásáva1 au tzgalni állapot
létreJötte valószíaütlenebbé vá].tk, náerészt a eei-
kolt tast gluta.onineavfelvétele léayegesea Iecsökkea
és igy a kainsav sziaergista hatása kevésbé érvénye-
giil. A kés6bb részletesebb vizsgá,aatok /Nadler és
Cutbertson, j.98o; Montigay és Tardif , L98Ll tenuleá-
ga szerint a pályák átvágásának hatásgyengitése nen
rnagyarázható kizeirólag a glutaninerg ségződések Tolr-
csolásával, hiszen nnás neurotranszmíttererg pályák
kítktatása is hasonlÓ eredmén5rre vezet i a.ueanyiben a
kainsavat az átvágás után nea az agyka.nrákba, hanem
loká].iea! adJrrk, hatáecsökkené§ nen tapaeztalható1
valanint köziemerten gluta,ninerg pályak szelektiv át-
vágásával a hatáscsökkenég nem reprodukálható
/Mclennan, 798a/.

2.3:3. Á kaipsav hatáBa & nretabolizmusra

Á kainsav a neurotranszmitterebe áttatában ktiiri-
t6 batást feJt ki ,/§cbrrvarz és mtee1' 1978; Mason és
Fibiger, 1979; ificktas és mtsai, 1979/a/. A hatás az
acetilkolin eset én elharryagolhatÓ, a gluta.niasav,
aszparaginsav, kateko].a.ninok3 §z€Totonl_n sorreadben
folyb.matoga,a, a GA3A esetéa ugrásszertien megpő /Foster
és Roberts, 1978_; Fried],e és ntsai' 1978/. A kainsav-
aak a f-a.ntno-vaJsav netebolíznusára gyakorolt Jelea-
tős hatását /a felléte]. több ni.nt 7o boa gátlása,
stb; §ieklas és mtsai, L979/b; Tran és §nyder, t979i
tapta ég Áriae, 1982/ sok szerző figyelnen kiyiil
hagyJa, arnikor bat,áemódJát élesen szenbeál3.ítja a
eztrl,cb§inével 1 alnely köztud,onásúa^n gátJó neuronok
bénttásával fejti kí görceképz6 hatását.



1' 
-

ÉrtUető póilon az írodalonban a gluta.onin' a gluta-
ninsav és az E§zaparagínsav kai-r,sev Je].enlétében be-
következ6 konceatráclóváltosásáról publitá].ták aj-egtöbb ered"nnényr /Lakshnanan ée Padma:raba:r, 1974;
§l-non ée ntsal, L976; 3bledJe és nteai.1 19?8;
Ferkany és ntsaíl L982/. Ezek szerint ní.utegy 5o-
-].5o n}í §aOl jelenlétében a ka{rrgav a glute.unl-asav
kötését nag3mértékben 5átolJa' kíi].önöser- aE a,nínogav-
felvéteL /a]s:fu 7a bat ís elérŐ/ ceökkentéséve].. Ba-
dioaktlv nyonj elzégea tecbnlkáva1 tLeztázbató volt,
ho8y a klára.nló gluta.mí-nsav Javarészt az úJoanan
szintetízálódott, és bogy jelentős réeze a glía seJ-
tekbő]. gzérmazlk /!űcGeer és mtsaí' 19?8; §icklae és
mteail 198o; Krespan ég ntsai, Lg82/. Ezen utóbbt kö-
vetkeztetést tánasztJa alá a veratridinnel elérb,ető,
célzottan az 1d.egr,égződésekból történő gluta.níagay-
-kiáram'táe mértéké]nek a kalnsav által okozottéval va-
ló ösezehasonlitása 1s; kaj-rrsav esetéa a kiára,nilás
mértéke hatezoros, a.nelyet a gllaseJtekben található
glut arninsav-kéez 1e t ek roob t1 j-z á1 ódás ával J ó1 nagy aréa-
haturrk.

Az írod,alonban vizsgált két egyértékü kation, a §a+
és a k+ koncentráctovártozásal- köziil a náirirrméra
egyértelnü adatokat találhatunk /BlzLare és Coy3.e,
1978; Iírespan és mtsaí } Lg82/. Á kal-nsav nár ],o-7 U
koncentrációban 1s jelent6sen megnövelí a eejtmembrán
permeabtlitását §a* íonoba és 1gy §a+ beárarnláet 1-
déz e].6. K+ eeetén a ka{nsav hatása koncentrációfi.ig-
gően bifázísos lehet /BLzlere és Coyle , lgla/, i8:y
értelnezhetők a K+ eloszlás vá].tozatlan voltát
/Iíreepan és ntsai, t982/ és a na€§fitlértékü K+ kiáran-
1ást /r'rlea.te ég mtea1 } L978/ je].entő cikkek ellent-
nond,ásaí.

Az 1degeejtek ATP kész].ete felére csökken kal-nEav
hatására ,/§icklas és p*saJ,l 198o; Bizlere ég Coyle,
L978/. Á csökkenée oka a sgint ézLa gátlásáa ée a,z
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ATP kiszabaduláeán kivfil leginkább a eeJ t izgalni
állapotából köyetkező fokozott felhasználásba! kere-
sendő laei'a éa Coyle, L982/. A jelenség az epllepez1-
ás roba.nokból jó1 ismert és tartós ferrráltása esetén
az, íorrkoncentráció-változáeokkal együtt nagJruértékben
oka tehet 83 id.egsejtek ethalásána.k.

2.3.4. A kiilönbőző ionkoncentráclÓk batáea 8^z lrgerü-
1etátviv6 a"raino§avak fe]-szabad.u].ására ég felvé-
telére

^z 
ionkoncentráclók neghatározását, diszkutálását

nlnd" az in vitro, nind &z l_u vivo kteérletekben szá-
mo§ szeyző mellŐzi, uoha jónéhány kisérleti tény nu-
tatJa' hogy az 1onkörnyezet né8 a folya.natok irányát
is negbatétazó téayező lehet. Ezért érdenes ki[ön l.s
foglalkozni a legfontosabb kationo}orak a neurotr&n§z-
mJ.tter,, a.ninosavak felszabadulására és felvételére
gyakorölt b,atásával.

Az írod,alní hívatkozások egy része szerlnt a kain-
sav csak §a+ ionokka1 együtt képes hatásának klfeJte-
sére /Conetantí és Nistri, L976; Yíalker, 1976/. Ké-
s6nbi közlernények a nátrlrrn Jelenlétét csak a gluta-
minsav fe}vételéaek gáttása §zenpontjából tartják
nétU'..üOzhetetlennek, bár fie8Jegyzik, hogy ez a fe].ve-
vő rendszer pI. a GABÁ-éná1 kevésbé érzékeny a §a*
ion koncentrációJara /Balcar ée Johnetonl L972i
Johneton és ntsp1 , 1979; Baudry J 1979/. A gluta.nia-
sav felvételekor, illetve a ka{ngav hatásekor szere-
pet Jálazó §a-csatornék az átetctrogéa §a-csatornák-
tól kiilönböz6ek. hre az a megfigyelés uta1, hogy a
gluta.uineav felvételt és kiáram].ást a tetrod,otoxin
alka]-mazása nem befolyáso3.ja ./London és Coyle , L979l.
Lz 5o roÍ_límóllal megnövelt K+ koncentráció a §J.uta-
minealr ijelent6s' felezabadulásához vezet lUinctrln,
1977; Ea.nberger és utsaÉ) L979/.
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CaZ+ nentes közegben, ílletve CaZ+ ionok koncentráctó-
Ját a fizíoJ,ógláe értét fölé emelve rrgyancsak jelen-
tős nennyiségü e.ninosav árara].1.k ki a sejtközött1 tér-
be /Ha.nberger és rnteaí., L9T9/a/. A Ca2+ elvonás b.a-
tása " Ug2* konuentrácló enreléséyel elősegithet6
/Potasbner, L9781.

2,3.5, A kaiasav batásmecharriznusairÓ]. tudottak ősz-
szefoglalása

A krrtatások kezdet1 sza.kaszában a kaínsavnak a glu-
ta.nlnsawal nutatott azerkezeti analógiáJa a].apJán
/la. 4. ábra/ természetee aódon merült fe]- a,z &z e1-
képzeJ.és, hoe;y a kaínsav a glutamíneav receptoráhaz
tartósan kötíídve az idegseJtet állandó izgalm1 á1].a-
potba Juttatja. Később szá.Bos tény bízonyitotta en-
nek az elképzeJ.ésnek a tarthatat].a.rrságát: nagy feles-
1esü jelzetlgn kaíneav hatáqára a reeeptorhoz kötött
jelzett glutarrní:r§arr nem vált szabaddá ée nen síkerült
a jelzett kainsarme,k a glute.minsarnlal történ6 Leezc-
ritása sem ,/Foster és Roberte, l97a;.Michaelis és
ntsa1, L9Ba/. §a-kolát eegltségével a receptorb,oz kö-
tött, jelzett kaiasavat az ugyarrcsak reoeptorhoz kö-
tött, de ná,s oód,on jelzett gluta.ninsav me1161 szolu-
bilizáln1 l,ehetett ,/Mlc}raells és ntsaí , l98o/. TégiiJ.
ezállros o1yan idegsejtet izoláltak' a.Bely a két a.Elno-
§aT,jra 7o-3o oo - Ezr'íe é érz ékeny s égbe 1 1 . kii]. önbe ége t mut a-
tott /Montigny és lardlf , tgt.J./. ,

Ezek a kieérletek nyllvánvalóvá tették, }rogy van
olyan glutamineav-köt6hely; a.me3.yhez kalnsav nem köt
/ant ne& ne8lep6, ba fígyeJ.embe vesszijk az eddtg 1e-
j.rt gluta.rrinsav kötdhelyek i"ey azéaát és változatos-
eagát, 1d. rV. tábleaat/ és fordítva: el_képzelhető
a kaineavnak önálló receptgra íg. A helyzetet tovább
bonyolltotta a ka-insav hatásmóa3álrak a gerinctelenek-
nél és a geríncesehé]. tapasztalt, korábban bár ien].í-
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tett különbözőaégernevezetegen, bogy geri-netelenek
esetén a kaíneav csak a gluta.ul-neav hatáeát képes erŐ-
sltení, ezzel szemben gerÍx,ceseknél a kalaeav által
kiváltott hatáe összetettebb: a szl_r,erglamus nellett
önálló neuroektívátorként 1s szerepelhet.

további ínfornációkat Jelentettek a kaínsav í1letve
a gJ.uta.nínsav adáeáBak kiilönbözd nódJai esetéa meg-
figyelt batásbe].i kiüönbségek: a kei:rsav csak abbarr
az esetben erősítette a glutaninsav batását, ha nlnd-
kett6t a közegbez adták. ^§.kárpelylket iontoforettkrr-
Ba:r, közvetlenü]. a ezínaptú,}nrs résbe juttatva a szln-
ergieta hatáe /3etínctelenekrrél az eg:yetlen ba*áa/
elnaradt /Sirtnozatt és §hibuya ) L97+i Takeuch1 és
Onodera, L975; §alker, L976/, E jeleneégre tétréte
nagyarr{zat ad,batól eLz egyík arra..a kieérleti tényre
épít, hogy a kajrsarr a g].utapriasav ,Ú:r. nnagy affini-
tá$ín felvételének,/uptake-jánat/ Jb ínhibltora
ltCro E 2oo-]oo rü; nq*inális trebtbtcíó: 6a-To %i
Tratshmanan éa Padrnanaban, 1974; Frlelle és mtsa1,
1978; Johastoa és Btsa1, L979/. Ezek alapján a ezL-
naptíkrrs rés nellett $élenlévő kal-nsav meggátolja a
gluta.ní:rsav felvéte]-ét 1 g.uely 1gy nag:yobb koncentrá-
cióban erőtel3esebb hatást képes kifeJteni. Á násik
fé]-e nag3arázatot Tíalker /1976/ alapozta rn€8r a.mlkor
tétféle /gzJnaptikrrs és szi-aapazleon krvii].r/ ]lecep-
tort felté*elezve a kalrsav ezerepét a ezlnapszíson
kiyiüi, §a* ionok Jelealétét igénylő, aezpar'aglasav--
ra is érzékeny receptor e,ktivátásáUan Jelö]-te rn€§o

Kés6bb riJabb a,Bzparaglasav ée gJ.utani:rsav alaló-
gokr aatagonieták a].ka].nazásáva1 háron receptort ki.i-
1önböztettek neg /1d". 6/a-b. ábra; bavies és mtsa1,
1979; Davíes és §atLias, 1981; Eonoré és nteai' l98L/l
a.nelylkbíl az egyik {nlrább aszparaglnsev, a násík l_r,-
kább glutanln§av Teceptorként vlse].kedett, íelg a ka!r-
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§&rr a harmadik reeeptorra g:yakorolt ezámo't,tevő batást.
Közbea nás ezerzők is rész].etesen te;rulnányozták a

kainsav receptorának /receptoralna.k/ tu}aJdonságait r .

igy e receptor/ok/ :!éto nára nár vitán felüllvé vált.
T,ond,on éa Coyle /L979l kötőd,és1 vizegálatok alapJán
két receptort 3 e8y magaB és egy alae§ony afftnttánít
/yetésí konetaneok rendre kb. ].o és 5o ng,/ külöab6z-
tetnek E€§r Ánt a receptorok elbeJ.yezked.ését 111et1

D[ontigny és fardif /!98L/ néuány gerlncee píra.níd,átts

1d,egsejt vízsgá3.ata során 8§r8, a következtetésre Ju-
tott, ho8y a kainsav eaJát receptorát ls az idegeeJt
központi részén kell keresní.

Joirnston ée ntsai /L979/ kísé;:1et1 eredpényeík a-
lapJén összehasonlltottr{k a kal:asav receptotábozr . il-
letve a glutanlasav felvevőhelyhez valÓ köt6d,éeét.

Azt találták, ho8y a kairrsav négy nagyságrendd.el Job-
ban kötőd,ik receptorához, ní:rt a 6J.uta.naJ:rsav fqlvev6-
belyéb,ez /Y:Otési konstansok rend.re 6o nl[, 111. 6oo

}t}1/. Ez a kiilönbeég külöaösen §a+ íonok biányáual Je-
].entőe. A kaínsav tartós batását az tesz! lehetdvé,
hogy az idegseJtek felvételére /éa igy eli_nlnácíőJfual
kép§elenek /Coy].e, 19?8i l[oatipy és Tardif ) L98L/.

Ugyanakkor , kideriilt, bo8y a kalnsav l_zopropenil o]_-

d.ailr{nca /Ld. 4. ábra/ sziikséges a receptoratttvá-
].ásboz, ennek b,iányában a dj}rtd"rokaJneav /a rkLór-
-fi€r!íEi-fent].szulfonáthoz hasonló an/ ceak J óva1 aa- i
gyobb koncentráctóban' a glutanlnsav szí:aergistája-
ként ./relteuet6en a gluta.nineavfelvétel konpetitlv
fu}ilbltáláaávú/ niiködtk, neurotoxikrre batás né1-

kii1 /Ferkany és nteai , 3-982/. London és Coyle h979/
vale$iat Honoré ée ptsal /L98U a kötődés §111 ko-

efficiensét oegbatározva a kainsav és gluta.ninsav
között negativ kooperatlvítáet ta].á].tak, a.ni .a .glu-
ta.mj:esavB8,k a kairsav receptoron történő al].oszlért-
krrs hatására utal.
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Pog.i,§aarr.

7. ábra: a glutarnlpeav netabolizmusa

A krrtatások egy násik íránya a glía seJtek §zere-
pét bizonyltotta be és kezdte tíezt ázlr. a kalnsav
batásrrechanlzmugába:r. Eamberger ég ntsai /l979/a-b/
letrták a glla eeJtek réezvételét a glutarnínsav me-

tabolzgusábal /].d, 7. ábra/. §lcklas és Btsai h979/
valannint t',respan és ntea1 /lgaZ/ abbÓ1 a fellsnerés-
ből kiínd"ulva, hogy az acetát alapú raetabol1zmus el-
sősorban a glia-l rn18 a gliikóz alapú elsősorbarn &z

id,egseJtekre jelJ.enző' elkillönitve tudták vJ-zsgálni
a3 egyes glutalnl:nl 1]-1etve glutanínsav konpartmentu-
nok változásait kalnsav batására. A kí,sérletek ta-
nrrlsága szerlnt a kalnsav eledsorban a glla seJtek-
bŐ1 ezabadithatja fe]. a glute.rníneavat, buza.nosabb
alkalnazása esetéa pedig a glta seJteket kevésbé
ronceo].ja e1.

Qlu"
"t



3. cÉrxrrüzÉsnr

lz eddigiekbŐl látb.atól hogy a fl-gluta.oltl trangz-
peptídáz funkcíój.író1 alkotott vélenények eléggé el-
tér6ek. í,z, a tlaztázat].an helyzet tette szükségessé,
hogy a trarrszpept Í.dáz* a korábbiaktó1 kiilönböziő nód-
ezerekke1 viszgálJe.n. Munkáe alapvetd cétttttlzése
volt tehát egy o1ya.rr nodel].rendszer kidolgozásar a-
melyben biokénta1 és btofizíkat vizegálat1 nódszerek
egy§ttes alka].mazáaával közelebb kerülhetiink az lro-
da].onbe! kibontekozott vite álta1 felvetett }lérdéeek
negválaszo].ásához.

A 2.]..1. fejezetben leírtak alapJán lega].kalnasabb
rendszeraek a lr-ar kí-snéretü, neg:yrétegün líposzó-
nÁkka1 alkotott konplexe látszott.

Fe].adatom volt e1y az irodalomban eddig né8 le nen
irt beépitéej. módszel, a.z injektálásos technlka kí-
próbálása, vízegálata. tlsz*ázaí klvánta.n néhány a-
J.apvet6 kisérleti körüLuényaek a beépülésre gxako-
rolt batását" Célon volt az előál].ított rendszer eta-
btlítáe{íBa_k fe]"térképezése ig.

![r:nkán náeodik felében az et6áttttott nodellrend,-
§zer seg5.tségéve1 két kérd.ésre kerestem választ:
az egyik a )r-aluta"ntl transzpeptidáa membráabeli e1-
helyezkedéeére n a máeik az enzi.u agybeI1 szerepére
vonatkozott. Az els6 kérd,és kapesán a X-Cr í_ntegráns
menibránbeépülésének vizsgálatával és elektronnikrosz-



kópos ktsér].etekke]_9 a máeodik kérdés esetén a ka_

insay, az agybeJ.í glutanlneav-alapú lrgeriüetátv1-
tel hatékony befol,yásolószere az enzJ,nre gyakorolt

batásáBak a fe].térképezésével próbáltaB meg köze-

lebb Jutnl a válaszad"ásbaz,



4 . KI§ ÉRffiT: Á§yAcox Í§ uópsznnnr

4.1. Kisérletí a.rryagok

4.1.1. .{ t-glutani]. tranezpeptid,áz izolálása, tu-
1aJdonságat

Á í-gluta.ntl transzpeptidáz nenbránból va].ó elkü-
lönitésének, szolubiliaáláeának alapvet6en két nóa,-
ja ísrneretEe, M egytk azt e tén3rt hasznáUa k1,
b,ogy az enzl,rnet egy viszonylag klcs1 l 52 a.uainosavat
tartalnazó utarofób peptidrészlet rögztt1 a rrembrán-
}.oz, a.nely p1. papainnal sze].ektíven emészthetŐ. Á
násík módszerre]. tenzldekl legtöbbször l{a-d.eaoxlko-
].át segitségéveJ. a nenbránt egéazében szolubilLzáL-
juk. ]Ín ezen utóbb1 utat követten, hl_szen az enzln
nesterséges membránba való épit éséhez szilkségen volt
a hldrofób peptldréezletre is.

A Y-§lut patkán3rveséből és patkányagyból 1zolá].-
tan, a Tate és Meístet /t975/ áttat ].eJrt &ódszer
egy nódosított változatát k§vetve . Lz izoj.á].ás f6bb
$ései a következ6k volte.kt

a../ vesehonogenát kéezitése
b./ d.ifferenciá].eeatrifugáláa /Loo ooo 8, L}./
e./ TRIfo§ l-].oo-as kezelés /o.1 y'd

ó../ /lÉr./osOr-os frakcionaj.ás /3o ée ?o boe te-+ é + 11tettségközö7t/
e./ l§a-dezoxikolátos szo].ubi].tzéJás /L %/

f./ acetonos kicsapá§
8,/ T,RITO§ X-loo-as szo].ubj"lizálás /L r/
h. / Conearrava].*-*iiitffi$-fu33.ffi;}?§oa tört én6
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Láthatő1 hogy az izoláláe soráB tulajdonképpen klcsa-
pási és szolubllizáclós 1-épések követí-k egynást. Ezek
alka]_nnae solTendjéve]. /tazé3tit hosszabb-rövidebb dia-
]"1ziseket beiktatva/ a menbránfrakeíóhrat a trr-Or B.k-
tivitást nagába:a foglal.ó tészét ].ehet továbbvj-Ení. A
végs6 elvá].asztás1 lépée a transzpeptidáz glikoprote-
íd Jellegét haeznáJa kl. További vizsgálataim}roz a
Conca:ravalí:r-A-t tartalmaaó oszloprÓ3. a 2a ng/nl-es
d,-meti].-D-gliikozid koncentrációnál eluálódó kidiali-
zá]-t enzírafrakciót haeználta.n fe]-.

A kapott f,-glutatríl transzpepttd,az specifikrrs engl^ts-

aktivitáea patkánywese r-§! esetén 6.2'I t o.26 l[, pat-
kányasy S-er esetén o.o83 J o.oo1 M elbontott f-gluta-
mll-p-nitroanilidJ b x s8 febérJe volt. /A kísér].eti
körülnények a ,4.2.!. feJezetben megadottak vol-tek./Áz
ena í_m lfa- d,o de c l].e zulf át -pol takr i]. arnld g éle ].ektro f or é-

-azissel b,onogénnek nutatkozott . Lz enzl_n szubeztrátepe-
cifieitása a?, írod"alonban /fate és Meíster, 1974/ kö-
zölt értékekkel jó egyezést &utat /!d. T. táblázat/.

táblázat: az egy,e§ akceptorok aktíváló hatáse
§lyGlyhez viezonyitva /patkányve§e {-Cr /

A1:_c e;: t cr . - a-LzoLeIT enz ]-n irodalní eoai

GlyGly
G]-n

Glu
- Leu

/tool
)r,

2o

1B

/Laa/
Jo
Da

l5

Reve1l és Bal1 /L959/ nutattak rá elŐszőr, hory pii
e.5 tájékan 2o mll I_szerin 2o nr.[t Na-borátta]_ a Jr-cr i-
gerr he.tásos gátlÓszerekéni vise1l.leCiir. A szerinlborát-
ta} mér.t gátlá.s nértétét a szerínkoncentráció fliggl.ényé-
ben.a 8 . ábrán tii.ntetten fel. Az elérhető naxi-ná]-is gát-

V.
a



n [L-setJ,ű

20

1o

6o

to

t"-o'
3otlös

8. UVÁÉi,. 1,-szerin gát3.Óhatása pH 8.5-ön
m],[ Na-borát j elenlétében

1ás Bc-85 ?nasnak nu:tat}lozott. 5c n]J GlyGly jeleni-été-.
ben az errzinai.,iivitás 95 fnos gátlá.sát sikerült elórni.
J,lindez összbrtrngban van a Tate és !,íeister /a978/ által
közö]-t adaio}:kal. Uj negfigye3-és viszont, hogy 1o cüiT
r'-r'"l .'1Aqé,í^riásallcr a szerin-borát elegy gátlő hatása.../1 vJ A _]V -_'4 ;aL-L
e G}yGJ_y 5átiísnöveléséhez hasonlóan ugiía]:esak köze1 a
iAliac -r-Ti! ciT ní]U -," U!V,v;i_, .rv

Az .:Tlzjr, 8.o és 8.5 }:özottí pil optinuJr,ct nutat /tö,
L7 . :.'l-t=1 az ircdalni adatoknak rtegfelei(ien /Tat,e és
LleísieTr . l:.a].l. A ?r-gluiamil-p-nítroa:ri]-:d-::e mért kI"

^ ?-erteji -L.b) Lil,-na.Li adodotl.

Az enzirr, stabí-litását tekintve tipílnrs :-,enbránenzím-
ként viselkedett; desztillált vizzel higi1,",'g számottevó
n:értéi;ben iena't urálÓdott. Á korábban leir.; negfigyelé=
sek.;e1 összhangban /caraett és Tate , t979; S}:a}espeare
és ntsai, 1982/ anennyiben az enzjrcet 1o i:.i,j rnerkapto-
etanollal hosszabb ideig áttni hagyjuk, jeientős nérté-
kü al:tivitásesökkenést tapasztalhatrrnk. Ezzel szenben
3 n,ü,i iiaN" az enzj-r, aktivítását szinte teljes egészében

J
mé ei]hD iLlrvúvL 4La

Ga

2o
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4.1.2. A 1iposzómák elŐállitása r tulajdonságaík

A 1iposzóniát< készitéséhez színtetikus 1ipidet /a:-mi-
risztoilfoszfatídílkoljnt, DttPC, Merck/ és toJáslecítínt
Lzasznáttunir fel. A tojáslecítint a Shi:rgleton és rrtsai
/L965/ által leirt mód_szer alapján izoláltuk. Á kapott
toj áslecitín gázkronatográfiás analizisének eredményeit
a 9n ábrán tiintetem fe1.

9. ábra: a liposzómák készitésébez használt
ioj áslecitín gázkromatográfíás analizise

9
t.o

TERuET (%)

a

32 581

13.637
36.217
í 6.369

t6 :0
{8 :0
í8 :í
lE 2

o
@ N

a
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l,áthatő, hogy az ízolált 1ipíd" palmítinsav és sztearj:r-
sav, valamint egy,szere§en ílletve kétszeresen telítet-
1en sztearinsavszárnazétor vegyes észtere. A 1ipídek
oxidációjánal,, nértétét az oxídációs ternékek_n€k..& ]_ípí-
d,ek kloroformo§ old,atban mutatott ultraibolya abszorp-
ciójá11ak /spektru.rr 2oo és 3oo rrm között, ílletve,abszor-
bancía 233 nm-en,/ nyornonkövetéséve1 ellenőriztijk,

A liposzóniátat a Kremer és mtsai /t979/ álta1 1eírt
rnód.szer módositásával áI_titottuk elő ,/Báthori és mtsaí;
L98L/. Esetenként 1 illetve 4 nr1 szoba}rőraérsékletü,
gyor§an kevertetett és pulferolt vízes közegbe fecsken-
deztülc be a különböző tojáslecítj::. koncentrációjtí eta-
nolos oldatot._AZ injektálás átlandó sebességét egy au-
toreata injektáló eszkőzzel /Tnfrrnat, b{rÁ KUTES4/ bizto-
sítottuk. ,/A berendezés ögszeállit ásá* ld. a ]o. ábrán,/
Az enzimbeépitésnél is a1}:alnazott vizee puffer o.15 M

§aCl, 10 an1 I€c12, o.]. lű TRls.Hcl /pH 8.5/ és 3 nM NaN,

1o. ábral a 1íposzőné.u etőátlitására szolgáló
kisérleti berendezés



tartalnú volt. Á rendszerbe került etanolt B-12 órás,
5 x 25o nl ugyanilyen összetételü puffer ellenében tör-
ténő d,ializissel távolítottuk e1. A korábbi kisérletek
tanuJ.sága szerínt a keletkezett rend,szerben legfeljebb
nyonnyi mennyíségü etano1 marad /Báthori és mtsairlg1]/.
A d"jfi fuisztoilfoszfat íd"ílkolj:lból késziilt liposzónák
etőáttitása során a kevertetett puffer h6nérséttetét
32-33 o0-orr, tehát kb. 1o fokkal a fázisátalaku]-ásí
prlnt -- 23 oC -- felett tartottuk. Minden más kísérle-
ti körülnrény a tojáslecitin liposzómák előállítá§á::ál
alkalmazottakkal azonos volt.

Á keletkezet,t liposzómák néretét elektrorrrrikroszkópos
és ultracentrifugás analizíssel ellenőriztiik. A lípid.
vezíkulák negatív fesiésse1 készült elektronmikroszkó-
pos képe 1átható a3,2. ábrán /nagyitéa 36}oo-szoros/,
A kép alapj án'megállapitható eloszlás diagrarnot a ].1.
átrá:r ábrázolta.m. Leolvashaió, hcgy a képzőccti veziiru-

1].. Íbra:
/az értékek 15

okozta

a }ípo szómák rréreteloszlása
/rkal_ }tieebbitettek a negatív festés
t'ellaposodás'' korrekciója miatt/
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1ák mérete alapvetően két érték /kb. 8o nm és kb. 1oo
nm/ törUli szórást mutat.

A kapott értékek elég Jó egyezésben vannak az ultra-
centrifugás analizissel kapott eredményekkel. Az analí-
tikaí ultraeentrtfugán.végze*t kisérletek során az e§e-
tek többségében egy kb, 3.5 S és egy 11.o S szedjgentá-
cíós á:_ranaó;ú részecske iilepedését figyeltem rneg. Á
kapott szedj-rn,an'tációs állandókat a §tokes eg;renletbe
behelyettesitve 65 wr, és 11o rua ad,ódott a régzecskék
§tokes-átmérőj ére.

Az alkalmazott tojáslecítin fázisátalakulási pontját,
tehát azt a pontot9 e.nely leginkább jellernző a 1ipid
kett6srételg szmektikus 3 fazísbÓl /nrigidlt,' ll§zílárdn
szerkeze*f szmektíkus A fázisba / nfluid'' szerkezet/ va-
1Ó átmene,tére DSC vizsgá}atokka1 határoziuk meg. A Dtl-
Pont-99o-es készülékkel fplvett DSC diagrarabóI kitiinik
/ld,l.3, ábra/, ho8y a kb. O oC-ná1 tapasztalható pre-
transítícn után a f ázisátalakulásí hőnérsé}tlettarto-

13. álrra: a tojáslecití§ DrrPont 99o-es készülék-
}<e1 felvett DSC diagramja
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nány kb. 1o.oc körül észle].hető. /la átalakulás a ].ecl_-
tfu nkeve:rékjellegen míatt nyúltk eL./

4.1.3. 
^z 

alkalroazott patkányag§nsziaaptoszónák éa pat-
kánywe se -ke f e s z e g élynenbrá:rbó]. e1]. ó ve z ikrr]. ák
et6áttttása

A szinaptoszónák izolá].ását a EaJ ós /L975/.áItat ].e-
írt módezer alapJ ám vé6eztem. Egyezerte 6 tt. 3oo g-og
patkány agyábÓ]. készltetten 1o bos b,onogenizátrrnot
potterezésse].. A bomogenLzáLó puffer o.32 l[ szaehazóz,
5 u!fi ínI§.Hc]. --pE 7.4-- és 1eIí EDTÁ tartalrnú volt.
A honogenizátrrnot 15oo x g-vel 1o percig centrlfugál-
ta.m, maJd a kapott feliilúszót 9ooo x g-n 2o perces
ceatrifrrgálásnak vetetten a].á. A csapadékot 15 n1 fen-
ti pufferre]. honogenízá].taml raejd a kapott elegy 5-5
!01-ét 2o-2o n]. o.8 M szaeharóz, 5 E}á TRI§.EO]. --pfi
7.4--, 1 E!fi EDTÁ puffelre rétegeztem. 9ooo 3: 8-lr tö:r-
ténő Jo perces centrlfugáLás utáa az a].só réteget el-
kti].önitetten ée deszttllált vizze]- eredeti térfogatá-
nak 2.5-szeresére higltottarn. Az ÚJbóli 9ooo x 8-n
történő 3o perce8 ce,rtrífu8á]'áE után kapott csapadé-
kot 2 aL 5o nlí tRr§.HCl -pE g.§-, o.15 M §aCl puf-
ferben vetten fel.

A kapott preparátrrmok faJlagoe enzimaktivltáea o.].
T}/nt' epeci.flkrre aktívítág& o .a5 |]/a8 fehérje köritl
nozgott.

A kefeezegélynenbrán-vezihrlák előállítása a Booth
és Eenny /1974/ á].ta]. leirt módszer alapJán történt.
A kötőszövettől és a lresenedencétől megt Laztltott ve-
sétUŐt 1o n!í nannit, 2 rn.L{ TRI§.fiC]. -pE 7.4- puffer-
rel ]-o boa homogenizátunot készítetten potterreJ.. 4
nagfrakciót 2oo x 8-n történő 4 perceg centrif€Éíla§-
sal távolította.m e1. A felíüúszót szí].É{rd MgC12.6 HzO-
-d.a1 lfig*ra nézve 1o n!ú konenetrációjríra árrrtoita, le
1,5 perc Jégfiirdőn történő kevertetés közben. Az 15oo
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x 8-n tört éú 12 perees eentrifugálás után kapott
feliüúszót 15ooo x g-n 15 percig centrtfugá3.tamr n?Jd
a e§apadékot ]-o nM payrnltr 2 mM TBI§.EC]- --pE 7.4--t
1o nS Pts0le pufferrel honogenizá1ta.n. Á vezikrlákat
egy 22oo x 8-n 12 percen át történő centrifugálás fe-
ltilúszóJá]lak ].5ooo x 8-rr 15 percig val.ó centrifugálá-
eával kaFte rn€§r A képződött csapadékot §zorog t].-
leszkedésü potterrel 1oo ptfi nannit ,.2o n}8 TBIS.E§1
_pH 7.4-- puf ferben b,omogenizá]-taJn.

^z 
izolált kefeezegél3,membrán-vezikdlák faj Iagoe

Í-Or aktivj.tása 385 t 56 U/nr, speeiflkus aktlvitá-
suk 44.5 t 6.9 §/ng fehérJe volt.

4.7.4. üás felhasznált vegyszerek és anyagok

A kisérle*ekben felhaezná].t f6bb anyagok és forráea-
lk:
§epharose 48 és Concanavallrr-A Sephalose 48: Pha.rraacta
3jne Chemichals, Uppsal.a;

foszfolípáz A2, Boel.rringer, Malrlhel.rn

0r-s].ut 8.& 11- p-ní t ro arríl id., x-r* t tl-D-gliikoz íd., E§lA
/ e t 1J. éngl tko l-b i s / 3- ar.i;rtoe t i]. é t e r / - § r§' - t e tra e e e t e av /,
kalrsav : §igna, Miinchen ;

TBT§0I{ X-loo: I,0BÁ Chenie 1 Tíien;

IVa§r: Schuchardt §nbE and, Co.' Miiacben;

glutatíon, gJ.tci3.-glicin: Rea:ra]., tsrrdapest ; i

reí:rd.en más vegy§zer.Rea:ral gyártnrán3ní volt. Á kisép
leteklrez IiEBC0-335 tölteten í-oncaeréJ.t, naJcl. üvege-
dényzeten ledeszt1llált vlzet basználta.n fe1.
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4.2. Kisérletí módszerek

4.2,L. ánalitikaí mód"§zerek

Az enzLn a transzpeptídaló reakciót természetesen azína
teti}nrs |'-gluta.Bi1 d"onorok jelen].étében is katalizál;a.
Ezt kíhasználva a hatvanas évek elej étől kiilönbö ző Lgo-
mofor csoportok beépitésével e8yszerilsiteni lehetett
aZ enzím ektivitásának ureghat é;.ozását ,/Goldberg és ntsaí,
196o; Orlorvski és Meister, t9ú/. Á leggyakrabban al-
kalnazott f,ea8en§ a Pglutamil-p-nitroanílid. A megha-
tározás során a felsaabaduló p-nítroanilin merinyís égét
nrérj iik f ot one triásat1.

A mérésekhez használt reakcíóelegy végtérfogata 1 nr1
,1,o1t t &Z e8yes konponensek végkoncentr^ácíóil o.15 m
I{aCl, 1o mM M8C12, o.]. M TRI§.HCI /pH 8.2/, 5o mM
GlyGly és 4 mlyi f,-g].utafiil-p-nítroani]-id. Az aktivitáe-
rcérések során az in_kubálási j-.dő 37 oC-on 3o perc volt.
A reakcíót o.5 ml tríklÓrecetsawa]_ állítottan 1e, majd
a rníntáirat egy Jane tzkj- K 23-as centrifugán 4ooo rpm-
-nel /zjoa e/ ic percig centrifugáltam. Yégii1 1 r,]- 1 &i
Tfi,I§ o1datta1 állitottam víssza a 8 körüli pH-t. Á fe1-
szabaduló p-nitroar,í]-j-n mennyiségét §pektromom 2o1-es
készüléken a szokásos 4o5 nm-en mértem.

Egységnyi aktívitásúnak tekintettem a f,-cr azon Beny-
nyiségét, amely az adott reakciókörülmények között ].
uM szubsztrátot bontott e1 másodpercenként.

A 1iposzónák lá.tszólagos abezorpcióját a kisérlet Je1-
1egétőt függően a rea.kcióelegyhe4vagsi a pH vj-sszaá]-]-i-
tásá,hoz használt ]. ml 1 }1 TRIS o1dathoz adott 5o p1 1o
?rae TRlTOlf X-loo-zal küszöböltem ki.
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Á fehér.i etartalom nreghat€rozása

A szokásos Iowry f éle loód,szer /bwry és ntsai, 3.95J../

nenbránfehérjékre a fehérjék aggregatív hajla.ura ég erős
glíkozíláltsága níatt eléggé megbizbatatlaa ered,nénye-
ket &dl ezér* Markrnel]. és mtsaí h978/ áttat nódosított
változatát használta.ra. A kalibrálógrafí_kon felvétele §o-
rán marha széri"r_uralbumint használtan staí]d,ard,ként .

Lo s zÉ_qli.pé?_-1!., e nz j-n ak t iv í t_á s ának me ghatjírq zji§gu-

A foszfolípáz A2 enz j_niaktivitásáBak rnértétét 1egg:yakrab-
bwt az általa katalizált reakcióban }:eletkező lizoleci-
tín meghaté,razására szökás visszavezr;tn1 llüer.mann és
Habermann, 1954/ . A 1izolecitin me:rnyiségéve3_ arányosan
eritrociiák 1ízisét okazza, amí a kiszabadulÓ hemog1o-
bin fotometriás nréréséve1 nyortonliövethetŐ. lényegesdn
egyszerübb a lecitinek bonlása sofárr bekövetkező
változás mérése, amelyre az általam is alkalnrazatt,

pH

Boeb.ringer-f éle neghat érozás is épül

A mérésekhez használt reakcióelegy végtérfogaia 3 el
vo]_i, Az egyes komponensek vég}roncentrációi: 1o mM

Glil$r_v /pH -q"5/, 6,7 ns/nl lecitin, 2o ut/nl TR]f01{
X-]_oo, 14 ug/nl krezolvörös, 2.5 njí Ca1lr. A reakciót
l pe::ces szoba}r.őmérsékletü inkubálás után 75 uY EGTÁ a-
dás;lval állitottam 1e, Az o1datoknak a foszf oli-páz ha-
tase,:a bekövetkezett abszorpeióváltozását 578 ri:n-en fo-
tomeii.iásan követten. Egységnyi aktívitásúnak tekintet-
ten, az adott köriilnények között o.11 abszorbanciaválto-
zást akozó enzj-trmennyiséget.
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4.2.2, Á fl-glutanril transzpeptidáz beépítése 1iposzó-
mákba

Kisérletei-rn meglrezdése elŐtt tanulmányo ztam az enzimalkohol hatására beköv etkező d"enaturációját. Tapaszta-latal-m szerínt a transzpeptidáz a közegvfitást megle-pően jó1 viselíl kb, 25 .,..as alkoholkoacentráció ese-tén is az eredeti aktivitás 9o ba matad meg. A 25 rr--o§ érték a kísórlet során tartósabban fellépő 1o f*oskoncentrációna,k több, mÍnt kétszerege. A feltii:rő stab'-1itás valÓszj:rüleg az enzjm erős glikozíláltságának kö-szÖn]retŐ. Azt, hogy a transzpeptídaa aktívítása a beé-Pités eorán rövid ídeig jelenlévő alkohol hatása miattszár,,rottevően nen változik n:98l € kísérletek mellett azis bízonyitja, hogy az összaktivitás a beépités elóttés utifit kb. azono§.
Á $Lglutamil transzpeptídázt alapvetően két mód§zer-rei épitetten be a liposzómákba . A; eg}rili szerj_nt a ].í-poszó,nák etőállitására a 4.1.2, rejezJtbea ].eirtakatkövetve az 1 illetve 4 nrl pufferhez adta.n a kb. egység-:ryi akti'itású /zo 1:-g1 enzLlret.-;;;";"", esetben a 1í-po§zónát liia]_e!:ulása és az enzj*r beépülése eglmássalpárhuza,nosa:], zajlott le. A beépités &ásík mődját alkal_maz,,a a ná-r" korábban elkészitett rtposJm,axYo, 

"*;a"*(::::;:rlás ut;ín / adtam a hasonló nennyiségü transzpep-

Az j-rodalmi adatok tarrulsága szerint a Jr-glutaniltranszpeptidáz t az itt közölt kisérleteken kívü kétmunkacsoport /Hughey és mtsai t 7979; SÍkka és Kalra,I98o/ épitett be liposzómákba. Iűind a hárman a beépítés
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más útját választottuk. A különböző módszerekkel kapott
enzj-m-liposzóma komplex, illetve a beépités nétrány Je1-lenzőiét foglalta.n össze a Yr. táblázatbarr. Látható,
hogy az általam alkalmazott mód.szer a Hughey és ntsa1
által elért elŐnyöket /pa. a többrétegü 1iposzómák a-
rányának visszaszoritásal egyesiti a §ikka és kalra á1-
tal kapott készitmény előnyös vonásalval /nagyobb J.iprr-
szónaátmérő/. Lz ínjektálásos módszer egyetlen hátránya
a beépités viszonylag rossz hatásfoka. Ennek a tényrrek
a bővebb magyarázatára az 5.3. fejezetben még vlss:laté-
rek.

^z 
enzin beépülésének naért ékét e8y 1 .5 x 4o c[i-e§

§epharose 48 oszlopori törtér.ő elválasztással vízsg;áltan.
/az egye§ frakciók kb. 1 m]--esek volt alr./ Á transzpep-
tídaz detektálására a 4.2,a. fejezetben 1eirt akt:ivitás-
mérés szolgált1 a 1iposzőnák köze].itő mennyie égét 53o
&nJ-en végzett fónyszóródásroérésse-l mértem.

Á beépüés nértékének sorozatban elvégzett vízsgálata
során össze}:asonlitó adatként /a felvit t enzj_m összakt1-
viiásána]: isneretőben/ a Sepharose 48 oszlopról n kí-
zéet térfogatban eluálódó, a 1iposzómákba beépü,lt enzLrn-
a-ktivitás vros nért ékét választotta-n. Bz a szárroazta-
tott mennyiség azéyt választható a transz.peptideu 1ípo-
szónábaépülésének mértékéü1, nive, az alkalraazott enzim_
mennyíség összaktjvitása a beépülés során váliozatlan
maradt. A beépitésekné1 használt kevertetett pufferek
összetétetét az 57 " olda]on adofi me8.
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o.1 Io[ tRTS.HC1 /pH 8.5/ , o.15 },1

NaC1, 1o rnfi üig0l, 3 ít1\1 Na,lI, 1 n1-
-ében kb. 2o Fg Fcn,

b./ '|kontroll + a fenti pufferbe az etanolos ]-ípld
i:í3*ily'' 

TRITO§ befecskendezése előtt o.ool %

TRlrO§ I,"-1oo-at 1s tetten;
e,/ |'kontrol1 

+
1o nrl,{ Mg0lrn

d, / ttkontrol]- *
4o mi,i gluta-

t ion t'

a f-Cr beéi:itése során be nen épült,
kb. 5 pg-l.yi enzjm az &. pontbeli
puffer ]. inl_-ében; a beépitést a be
nem épiilt *nzjrn 1o rcg/m1 illetve 1o
t:e/nt ]üa-de,zoxikolátta1 vo.lÓ 15
perces 3Jcc-on történő inlrubálása,
najd 2-szer 5oo n1 &, pontbeli
pufferrel szembeni 4 napon át tar-
tó dializise után is elvégezten.

a. / ''kontroll ,t

-57

e kieérletek során az &r pontbeli
puffert használtam, aztrg1 a kiilönb-
séggel, hogy a fuCln koncentráctó-
ját 2o ni.Iú-ra árrito{te.n be;

az e kisérlethez tartozó egyilt faj-
ta rníntában a {o ni'r-os glutatíon
kcncenirácíót az etanolos lipid be-
fecskendezése elŐtt, a másik fajta

kontroll}lént szolgáló -- miniá-
ban a liposzómák kialakuláea után,
Ce a dializís elŐtt állitottarn be;
az első fajta ninta esetén az enzi-
net szubsztrát3aiva.1 e!ŐzŐleg 1o
percen át 3?oC-on inltubálian;

e./ ":.11.o,1o}r_ a }:b. 2o p.g lr-CPt rendre 1 n1 o.1,L]rUU> 'i'l iRlS" o.o19 íllsrtve o.oo! },í TRIS.HCI /pH
8.5/ pufí'er.ben oldottan;

f ./ 'tmaracékbeépí-tés|'

Á kialakult enzira-liposzóma konrplex a kisér]-eti körül-
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rnény,ek kőző*t igen stabí.lnak nu*.atkczott l a Sepharose
{B gélszürés segitségéve1 a be nem épült enzim.nennyíség-
tŐ]_ elválasztott enz,í.0}-1ipo§zóna komplexrŐl több napo§
szobahőnrérsékleten, ílletve több hetes 4o0-on történő
tárolá.s u.tán sem vált le száJ,iottevő enzj-nmennyiség az
ú-jbóli gélsziirós tanulsága szerint. /l tlposzónákka]- e-
gÉtt eluálódó enzirn aktivítása ped"ig a kezd"eti érték-
kel közel azono§ marad.t./

4,2.3. Az Arrheni.rrs d"iagram felvétele
A kémiai reakciók sebességi áltanCójának a hőniérséklet-
tel való váltizását az empiríkus Arrheníus egyenlet ir-
ja 1e:

]í = o.-n+/Rn laJ
Az e5yenletben szereplŐ 'lÁll a preexponenciális faktor,
116*rr a kisérletesen negha.tározott aktíválási energia,
ltlltl az egyetemes gázátland.ő és tlTtt a,z abszolú.t hőmér*
só1:1et Kelrrin fokokban. Amennyiben adoit enzlnreakcióso-
yozat eset én a j,,isér]-eti kör|ilnrényeket /a inőnérséklet
kívétel ével/ szigorúan változatlanul tartjuk, a.z eg;Ien-
]-etbeli ltk't helyére adott ídő alatt nért koncentráció
/abszoybencial változást helyettesítheti.ink be. /Terné-
szetesen ekkor a preexponenciá]-is faktor eredeti jelen-
tését elve szti. / E koncentrációvált ozás logaritnusát
1/T füg§vényében ábrázo]-va kapjuk az ún. Árrhenius di-
agramot, aho1 a szerepl_Ő egJrene§ek nreredekségébŐ1 az a-
d,ott enzi.rrreakcíó aktiválási energiája száraolhatÓ.

Az Arrheníus diagran felvétele sorá:r 5oC-tót 4ooO-ig
,ter.jedő irőnérséklettartományban dolgoztag, átlag 2-3

fokon]<ént végezve az egye§ méréseket. Az ad"ott enzín
/líposzőrrra/ minta és a reakcióelegy hőnérsékletét k1-
sérletenként 1o perces elŐzetes ínhbálással állítottan
be a ,megfelelő értékre . Az egyes mérései,- során a bőrrér-
séklet'ingadozása a o.3 fokot nem haladta meg. Lz €R-
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z j-naktirlitás mérését a 4.2.!. fejezetben leírtak alap-ján végezt,era, az erednény,eket a legkisebb négyzetek
módszerével értételtem ki. A fl-slutaníl-p-nitroanilídspontán bomlását hőmérséttetenténti párhuzarnos kontrol-
1al vettem fígyelembe. Az e8yes vizsgált ni:rták a kö-
vetkezők voltak:
a. / n Jí--GTrr az enzj_m a 1iposzómák elkészi-

téséhez ís használt közegben
/o.! }í TRI§.HCI -pH 8.5-1

;';"l,r)?" ' 
1o n}d &[gcl, r 3

b,/ " F-G3 j 1 % TRITO$ - az előinkubált enzim és a re-X-1oo" *kcióelegy egyaránt ]. frnli

;:#l'X-1ootenzidettartal-
c./ n Jf-GT 1ip,lszó66rr

/kontrgl]L/
a be nem épiüt enzirru"nennyiség-
tŐL elkülönitett enzim-lipo-
szóma konplex az 8r pontbeli
közegben;

c,/ :'J-cT líposzóna. a be nen épüt enzj-nnennyiség-sÓnentes kÖzegben" tő1 el}tü-lönitett enzinr-lipo-
szórra koniplex o.]^ X: TRIS.HC1
-pH 8.5- puffer'ner. /az aktívi-
tásmérő elegyből e J 3ren esetben
& o.15 }f }íaC1 és a 1o mM rr,gCl,
szintén hiányzot*i;

e,/ tt Jí-GT liposzóma +foszfo1 ípáz A2r'
a be nen épiüt eri::irnrnennylség-
től elkü_lönitett cnaín-lipo-
szóma konplexet a: enzímakt1-
vitás neghatá.rozá:,,a elŐtt min-
tánként /az e8yee nínták leci-
tj§tartalma kb. 2 m8 volt/ 4
pe /o.t egységny,i aktír,itású/
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foszfolipáz Ar-vel kezeltem ;

a foszfolipázos ínkubálás í-
dőtartama l/4l 2l illetve 5
perc volt. M, j-nkubálást §zo-
bahőmérsék]-eten végeztem. Á
foszfolipáz szánára kedvező
reakc ióköriüményeket mint án-
ként o,45 pM CaCl , Llozzáa1,á-
sával biztositotta.nn. Az eÉ
mésztést 4.5 FM EGTA adásá-
val állította.m le. /A t -GT'
aktívit ását nérő elegybőJ_
-- a foszfolipáz reaktívalá-
sának elkerülése rriatt -- a
1o m],{ }dg0lr-ot ki}ragyte_& e
kisérletek során.,/

a be nen épüt enzi-mmenn$i*
ségtő1 elkülönitett enzim-
-1íposzóna komplexhez -- a3
enzi maktivítás nrérése előtt

1 /o TRrTOtí X-loo-at ad-
tan /a reakcióelegy TRITOI,T

X-loo tartalma ugyanc§ak 1

% va7t/.
Az ese$leges zwaró niellékhatások figyelembevétele

cér3ábóI ellenőrizten a transzpe ptl'dáz aktívitásának
nrérésére szolgáló rgakcióelegy pH-j ának hőmérsétrettiig-
gését, meghat átoztam az enzín pH optí-arrr.mát, illetve a
Pgluta.niil-p-nítroani lidre mutatott közelitő }Iíchaelis

i konstansát /t<u,/ trét szélső hőnérBékleten, 4o0-on és 37
o^U-OD r

Az egyes: pH-}lat Badelkis OP-213 digitális pH-nérő ké-
szülékkel mértem. A pH optimum meghatározáeához az e-
8yes ::eakcióeleg$ek' prr; át 6.5-tőL 9. }íg o.2-es pH

f ./ tt 1r-GT liposzóma +
1 % íRITO]I X-loo |'
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e8ységenként állitotta,nn be. A kisérletek közbení hőnér-
sékletíngadozás a, a.3 fokot itt sem 1épte túl. A ku
meghatározásáíLá]- a f,-glutamil-p-nítroanílid koncentrá-
cióját o.1 és 4.o nM között változtattam t &z inkubálá-
si id6 5 perc volt.

4.2.4, Az enzim-liposzónra komplex raegbontása nagy ion-
erőss égi közeg segitségéveJ.

E kisérleteirnben alapvetően arra kerestera választ,
ho8y a l'-ct leválik-e a korábban már a be nem épilt en-
zLntől elválasztott 1íposzómákró1 rrCI.g;r ionerősségü kör-
nyezetben. Ezért a 1er,ált enzj_met a liposzórnáktó3., i]-]..
e 1íposzónákon kötötten maradt enzj.rntől megbizhatóan el-
választó nródszert kellett kere§ne§l.

Kezdeti kisérletej.rn gorán a o,6, illetve 1.1 mólos
],IaCl elegyet 1 órás 37o0-on történő állás után 1 nó].os
cukoroldatra rétegeztem, majd" 3o percen át 75ooa g-ve3"
lecentrifugáltaro /Becknr,an L2-75-B-c ultracentrifuga, sYí
6o rotor, }Joao rpfrr 75'3C/. A cenirífugálás során nj_nd
e fordulatszán, nind a hőnérséklet körülbelü]-í betartá-
sára ügyelni kellett, ugyanis 45ooo rpm felett és ]-oo0
alati --fázisáta]-akulási pont !-- az elválás kifejer€t*
ien rosszabb. Á cenirj_fugálás után a liposzőnák zönt az
1 nÓlos szacharőz oldat haiárfelületén helyezkedett €]-.
A felülúszóban megmaradó enzjmaktivítást lenérve a ie-
vátt és /a felhasznált összaktivitás ism,eretébea/ e li-
poszómákhoz kötötten maradt enzi-g! aráaya rneghatár oz*e-
tó volt.

l]ivel a tönény oldatok niatt az ultracentrifugás e-'1--

váiasztás eléggé megbizhaiatlan eredményeket szolgálta-
tott, további kisérleteím során a nkétféle enzi_aret'' e §y
Sepharose 4B oszlopon /néretei: o.5 x 1o cg/ történő
gélsz,jrés segitségéve1 választottan e1 eglrnástó1. }í a-
cott oszlopméret az elválesztás vlszonylagos gyorsasá-
ga nellett kellŐ elkülönülést biztosit. Az egye§ fra}r-
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cíók o.25 ml-esek voltak. Az oszlopra felvitt n:inták
ionerősségét jrlacl-d"al állitottarn be o,25-tő! 2.oo-ig.
ln yet szé7ső érték az enzira beépitésénél baszná]rt puf-
fer, illetve további 2 bí IIaC1 1onerőssége./ a riposzóma-
-enzím komplexet az adott ionerősségü közegben 3. órán
keresztül 37OC-on, illetve további 5 napon át 4OC-on
hagytalr ál].ni.

A gélszírcés során két enzinfrakcíót kaptarn: a kötve
maradt transzpeptidáz a kízárt térfogatban, a levá]-t en-
zlililTennyiség pedig a 8. fro.kciő tájékan.eluálódott. A
két frakcíóban negjelenő enzj_maktivitás aráayáuól követ-
keztettem a levált enzjmrnennyis ég froe n,értékére.

4.2.5, Az enzjm-líposzór:ra komplex megbontása tenzid
segítségéve1

á

Az előző 'kisérletsorozattal ellentétben biztosan le!kell, hogy váljon a X-cr a 1íposzómákról, ha a lipöszó-
ma menbrá.nszerkezetét tenzid segitségével e8yre inkább
ne5bontju.;. Á dezintegrálÓCásnak és az enzim 1eválásá-
nal,1 párhuza-rnos nyomonkövetése e beépülés jellegére is
adhat közvetett inforne..ciókat.

E iiisér,le,ie j-m során a l iposzón:ák iegraaációj át fény-
szóródásné::éssel vizsgáltan. Á méréseket Spektronron Zo]t
késziiléken 53o nm-e§ hullárni:osszú zöid fénnye1 végeztera.
xtíve1 a vizsgált o1datok 1ípidkoncentrácíója elég kicsí

o.8 nrg/ml volt, a liposzómák higitásával e tarto-
mányban a f ényszóróképesség köze1 ].ineárisan változ.ik.

A líposzómák megbontáséhoz TR]TOi{ r1oo tenzidet hasz-
nálta.n fe1. Á tenzid koncentrációját o.o1-tő1 o.12 {níg
növeltem. Á különböző }<oncentr.ációjú TRrTO}I X-]-oo-at
tartalmazó 1iposzóma szuszpenzió* a fén;,g2őrás értéké-
nek meghatározása után a 4.2.4, fejezetben leirt ultra-
centrifugás elválasztásnak vetettem alá. Az itt alka1-
mazott higabb oldatok niatt'a 1'ipo szór,á.knak az 1 mólos
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cukoroldat haté.rfelületére való 1eülepedése itt teljes
mérté}<ü és jó1 definiált volt. Á feliüúszőban ráe8jelenő
*felszabadultr| enzim aktivitásának mérés&e1 az összes
enzlnaktivítás ismeretében következtetní tudta.ur a lípo-

a ..szómábajj kötötten maradt errzim aktívitására.

2.4.6. A Jr-slutamil transzpeptidáz orientációjának
vizsgálata

Az enzim oríeni áeióját lipífurembránban a tenzid né1-
kül és annak jelenlétében végzett aktivitásmérés össze-
hasonlitása alapján tar:,ulmányozta_m. Á vizsgálat alapja
az a kisé:,leti tény, hogy a lipid kettősréteg a vízoldé-
kony szubsztrátok száfiára átjárhatatlan. §aját kisér]-e-
teinkben radioaktiv foszfát, triciált GDP és szukcj$át
felhasználásával bizonyítottuk be,, hogy az álialunk k&
szített liposzónrák inperareábilísa.k e veglületekre.

Ha a 1ÉGT aktívításának mérését sértetlen 1ipoezónák-
kal vége zz;,ik l dz aktiv cenirumukkal a lipidnembrán bel-
ső o1dala felé forduló enzLnr::o1ekul;á.k inakiivak ma-rad-
rrak. E l,,isér3.etben a reakcíó leállitása után bontottam
meg a 1ipid vezi}culákat, hogy az abszorbaneía neghatá-
rozásiinál ne zar,"arjanak /id. 4,2.1, feJezet/, A rnásik
tipusú mérésnél a7, in};ubálás eiőtt o,5 Tras végkoncent-

, 4_.+^^racicjú TltiTOi{ X-löo-za1 tettem szabaddá a 1íposzómák-
tó1 az összes enzimet. Ir,tivel a TRITON X-loo aktivaló
hatása elhanyagolhat ő /2 %/ , a két tipusú rnérés közötti
különbsé8 az a.ktiv centrumot tekinve a szubsztrát szá-
mára elérhetetlen /teUát tt5"1'ul§tt, ?lkeresztben állól
rragy bezárt/ enz j-n nennyiségét aC.ja meg /1d. 14. ábra/.
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4.2.7 . Kaíasavae nérések

Án:rak a yLzg3álateíhoz, hogy bogyaa hat a kaínsav
a ?r-slutant]. transzpepttdtízra az előzetes irodalní
tájékoződáe után l a.z enzlu tulaJdonsága{nak l_snere-
tében a következő kLeérleti körü].nények megtervezé-
eére volt sztíkségt pHr pufferkapacltáe, íonkoneent-
rációk' €azimkoncentrácLÓ, éonorkoacentráciÓ, akcep-
torkoncentrácl.Ó1 a kaínsav vizggált koneentráclótar-
tOnánya l 83 gag{mngk a kainsanral történ6 előzeteE
í-ukrrbálása, ennek id6tarta.roa1 reakclóld,6.

A kai:esav. hatása kiilönböz6 koncentrácíókbg!

A kísérletek noegtervezése sorál igyekeztem optí-
ná].ís feltéte].eket biztosltani az enzl-mreakcló le-
zajláaáboz, 18y a €-t 8.2:r€ áttitotta"n be /td,.
4.1.].. fe|ezet/ o.1 !í IRI§.HCI prrffer alka].nrrzáaá-
va]-. Á pufferkapacítást a.miatt kellett ilyen n&$as-
ra beállítanl-, níve1 a d,ongrként alka]mazott 0r-glu:
ta.mj-l-p-nitroanllid ceak o.1 M E0l-ban olrlha+ő /]'d.
4,2.1. fejezet/. tílve1 a azeryezetben leggya}rabba.n
előforduló kationok, §a*, K*, M82*, ca?+ a kalnsay
hatását ellentétesen befolyásoJ.J ák /Ld. 2.3.4. fe-
jezet/ szükeéges volt batáeuk egyenként5- vizsgá].a-
ta. Á kieérletek során az íonkoncentrációkat az op-
tj_oális /és egyben a fiziológiáe koacentrációt me8-
köae3'Ltő/ értékekre, lgy rendre §a*: ].5o; K+; 2ooi,
Ug2*, 1o; Caa+z 2o n!í-ra á].litottam be. A §gként
alkalraaz o t t f-glut agíl-p-nit r o a,nt]. íd, konc en trác tó-
ja 4t 83 a.kceptor §lyGl;ré 5o ru![ volt. l kainsav
Lratáeát a 2.3,L. feJezetben leirtak alapjrÍ:r 1 n$
ée 1o n!í között, lLzaneseE koncentrációugrásonként
vízsgálta.n. Lz elŐkisérletek során kltiint r"}osy
ni-ncs szignif lkárr§ klüönbség aközött, hogyvadott
nenayiségü kalnsavat a reakcióe1cgyltez, yagy e].Ő-
zŐLeg a vizsgálandó g12{mmlptáboz adon. ügya:rlgy
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nem okozott sz{á§ottevő e].téréet az el6zetes tnkrr-
bá].ás ídőtarta.ula /37 oC h6rér"En"tffi-
ceg inkibalás vo].t a leghosezabb vizsgált pertódue,/
éa a3 gen, ha a kaineawa]. ínhrbált tpanszpeptidázt
ultraiboJ.ya beeugárzágrak tettem kt a.kttvitásmérés
e].őtt /ez a kaíneavban található kett8skötés 

"s"tre-ges gerjesztése nlatt okozb,atott volna ezámottev6
hatást/. Mive1 a párhuza.Bo§ kl-sérletek szórása igy
valarnivel kj-sebbnek adódott, kisérletetm eoráa nlnd-
végig 1o percea 37 o0-oa tört én6 előlakrrbá].ást a1-
kalnazta.nn. A *gEg&rdgt és a f_e].használt enzi,mEenr-
nyiséeet úsy á].litotta.m be, ho8y jól nérhető /o.4
köritll abszorbanciát kapJak, 18y a reakcióidő álta-
]-ába:r 3o perc t 83 a].kalmazott enzina aktivitása Bk-
ceptorrel 5t a^kceptor aélkiil 15 nü vo].t.

i!

A kainsav hatása az oetl_mun alattt /öes3egérFetől
akceptorkoncentrációk eset éa

Második lépésként a kaj.:rsav batását az ingerü3.et-
átvitej.ben szerepet Játszó a^kceptorok /etu, Gln/ Je-
1enlétében vlzsgáltan. Lz előkísérletek sorátl kínér-
tee a két a.aij-:o.osav enzimaktiváló hatásának koncent-
rációfüggését. á vege és 82 a8y P-C! vízsgálatakor
k"pott két-két görbe azonog lefutású volt 1 a telitée
mind" Glu, nrlnd, G]-n eeetén 5o nH körill következett
be, a te]_itési aktiválás értéke kb. 1oo % vo|Lt,.

. Ezen adatok figyelenbevéte]-ével az a]-Lalnazatt
o.1 r,rM kainsavkoncentráció hatását o, o.1r 5 és 5o
nM giutarninsav, 13.1etve gi.uta.ni_n jelenlétében vizs-
gálta.ro. A reakcióelegy több1 konponeneének koncent-
rációja e 4.2.1. fejezetben 1smertetett ad"atokka]l
egyezett "



oí

A kainsav hatása op3.ieum alatti donorkoneentrációk
eseté§, a Í-glutan1].-p-nijroaníl,id látszólaeos k

ért ékének neeb,atározása

A Jr-glutaníl-p-nitroanilídre pért látszólagos kM
értéket a kalasav /nínt feltéte].ezett Jnhíbl-tor/
o, 5o, illetve 5oo;ü-oe és az ateeptorként §zerelF
J.Ő gluta,Bí:rsav o, o.1 éa 25 nü-os koncentrációJa
mellett nérten nr€§o A nérések sorén a Jr-slutamtl-
-p-nltroanllíd koncentrácróJát o.2 o}1-tőt 4 nM-ls
változtatta.m. Á mérés egyébk6at a 4,2,1, fejezetben
1ejrtak szerl_nt történt.

}ú-



5. I{I§EnIETI EREDMrilrypr :is ÉnrÉxnrÉsÚK

5.1. Bizonyitékok a ár-gluta.m1l tra;rszpeptldáz nenb-
ránba történ6 integr,áre beépiilésére

A r-G! lipoezónákba va]-ó épitésével ed,dlg két rnun-
kacsoport foglalkozott. Haghey és !üt,gai /t979/ a kö-
vetkező bJ_zonyitékokat eoro].ták fe]- az 1ntegráns be-
épülés nellett:

együtt&azgáa Sepharose {3 oszlopon
1!1. cukorgrad,lensen

töréspont &z enzin Á:rtr.eníus d.iagra.njában a
d ipalnitol-].lecltlri. f eeisé.tala}illá§r pontJ ánál.

Sikka és lfulra /L98o/ a beépüléet 8a enzínaktlyrtás
és a 1ipoezónát együttes kj-mutathatósága elepJán téotr
ként fogadták el.

fo, nint azt egy korább1 cikkünkben leírtuk /Ceer-
me3-y és mteai , L9B2/ a fenti bizonyttó erejü kisé:r-
letek közül a Sepharose 48 gétazitrést ée az Árrheníus
diagran fe].véte].ét végeztem e1. Ezekről és a3 iateg-
ráns beépiilést bizonyító két további eredménJiről az
a].ábbía.kbarr ezálxolok be.

Fsyüttmozgás SephaJroee 48 oszlopon

A beépiilt gl2immennytséget a be nem épiilttŐl egy a
4.?.2. feJezetben letrt §epharose 48 osz]-opoa történő
giélszitrésse1 választotta.ar el. A 15. ábrábó]. J.átbató,
hagy a 4,2.2. fejezetbel1 kontrollkisérlet /a. p'oat/
soráB a telJes enainae^ktivitásnak kb. L/4-e /26.5 *
1.5 %/ volt a liposzónákkal &zono§ helyen detektáJ-ható.

Á lí.poszónáknak és a {'-Cr-nek ez az fregyüttmozgáea't
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15. ábra l a T-gluta.nil transzpeptídáz beépiilése tojás-
1ecítin 1iposzőmába, a Sepha-rose 48 gélszLirés szokásos
elúciós prof iljaí: A, enz jfiíü§ntes liposzóma; B, 1ipo-
szómákat ner: tartalrrazó {-GTi C, az e]"úciós profí1 a

beépi_tés utáat.

azonban önnagába:r rné,r: ne:i bizon)ritó er.ejü,, iriezen akkor
is hasonló elúciós }:épet kapniin}l, ha az enzi.n a. lípo-
=zón"khoz .,ra]-ó pusztá:r asszoc i at iv /ele}lircsztai il;rrs/
kötődés rtiati vándorolna a 1iposzónái:}la1 azorros sebes-
ségge1 , Az enzirt beépiildséneic va]-óba:i iate.tr.á-r-rs jelle-
gét bizon;iitó jtisérletek::Ő1 a kör.,e.}lezőllben szérno1o}; be .
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Az Arrhs?níus diarram fe}vétele

Arr"henj_us diag::amok vizsgálatát elterj eCten alka]-mazr-
zá.k anlak a valószínüsitésére, ho8y adott membránfebér*
je hidrofób erőkkel kötődő integráns része-e a rnenbrán-
nak, vagy csak elektrosztatikusan, perifériálís fehér-
jeként kötődik bozzá /Ifonta1, 1976/. Á kisérletek alap-
jául az a tény szolgáL, hogy a rnembránok rendezett á]--
lapotból'|fluiorr állapotba való átnenetét, téaisáta].alfl-1-
1ását 1egtöbbször a-z íntegrá::s rész,Liket képező fehérjék
konformációvált ozása kíeéri. Tlyen konfornációvá]-tozést
církulárís díkroi-zmus nórések alapján számos esetben
liíroutattak /pI, Smith és ntsai, L982/. A konfornr;íció-
váltazás enzi_mek esetén 1egtöbbször érinti az a.küiv
centrumot is, igy a katalizált rea}tció aktiválási ener-

. a.giája negváltozik. Ezt a jelenséget észleljük az Árrhe-
nius diagramok vizsgálata soríln.

A 16. óbrán a tojáslecitin 1iposzónába épült r;nzjrn

Arrireníus diagrar.,rjában L2-13 oC körl-i]- töréspont fíg.vel--
hető í]eg. Ilyen törés az 1 fnos TRITOjT }1-1oc-za1 szolui-
bilízált beépitetlen /||szabad'|/ enziu:e1 neri n:utatható
lli. Ug:o*"""ut ilom tapasztalhaiunk töréspontot a.z enzj_n

Áy,::llenius díag::anjában abban az e setben, ha ez erra j-rn-

-liposzórna kompl-exet szintén 1 frnyí TRITOI'T X-Loo-zal,
vagy foszfolipáz Ar-vel szolubilizáljuk. A foszfolipáz
Á., hatása az l/4, 2, illetve 5 perces inkubálási 1dejü

Z
niniáknál azonosilak nutatkozott. Á tlglutamil transz-
peptidázra ezen utÓl-agos megbontást alkalnazó kisérle-
te}: az irodalonbal: nen leirtak, azonba:r a foszfolípáz
A,.,-t,e1 iiapott ered;nények, igen jó összhangban vannak az

l
Eletr és ntsai- l"r973/ álta1 néhány rqíkToszómális enzim
eset érr tapasztaliak}ral.

Érdenes a 'tsónentes közegbent| végzett kisérlet során
9.8 oO-nál észlelt töréspont helyét a l'kontroll" kisér-
letbeli 12.B oC-k"1 összehasonlitani /1d.vII. *áb!ázat,
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16. ábra. az 1 É TRITON X-loo-zal szolubiai:zá.lt
/ ::---x / és a tojáslecitín lipcszónába épitett

l o- - -o / en ím Árrheniug, d"iagranj a

72. o1d; a kisérleti köriilményeket 1d" a 4.2.3. fejezet-
ben/. A 4,1.2. fejezetben közölt DSC tizngálatok szgrí:rt
a felhaszlr.á]-t tojáslecitinnek o.].5 M §a0l-ban 9.5 - 1o.o
oC tájékan van a fázisátalaku].ásí pontja. Ez igen Jó e-
gyezéeben van a közel azonog összetételü '|sómentes közeg'|-
-ben végaett kisérlet során kapott töréspont helyéve1.
Á t'kontroll|l-kísérletbeli 12.8 oC-o" érték igen jó1 na-
gyarázbatóvá vátít<, ha fig-yelenbevesszüir, hogy az o]-dat
]-o mM Mg0lr-ot is tartalmaz, a-nrely az irodalorn egybehang-
zó áttitása szerint /iitontat, L976; áhrene , lgBL/ a fázis-
átatatulási pontot megemeli. /Kísér].eteírn szerint a& o1-
datban 1évő Na§, a kétértétü J-oaok menbrá.nme]_1etti 1oká-

300
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1is ko:-rcenirá.cióját szignifíkánsa.n negnöve}i. Ez a tény
is alátárrrasztja a l,ig0l ,-nak a fázisátalakulásí pontot a
magasabb hőmérsékletek írányába eltoló képességét./
l,;ij-ndezen eredmények nagymértékben ígazolják, hogy a
transzpeptidáz integránsan épült be a liposzómákba.

ÁV11. t,ábTázat adataibÓ3. táttratÓ, h,ogy az egye§ szaka-
szok aktiválási energíáí a fázisátalakuláei pontolc alat-
tí aktiválá§i energiák kivételével szignifiliánsan nem
különböznejr egynástól. Á kapott 5o kJ/M körüli értékek
alátálasztják Llclilr:rchie és Raison /1979/ negfigyelése-
it, akik összefüggést vé]_tek felfed"ezní a fluíd állapo-
tú menbrá:rokban mért aktivá.lási energíák és a menbránok
fé,zisáta}akulási pontja között. &tegfigyeléseik szerint
a 13oC körlilí fázísátmenet 6o kJ/M a_ktiválási energiáva1
ke}1, hogy párosuljori, ami közel jő e&-Srezésben \rü,t g7

Í.]-tala_., }rapott ért ékekke1.

A rr;í'-Gttr-va1 végzett mérés esetén 16 oC-rrá,l észlelt
töréspont nag3arázatára p1. olyan elképzelés szolgálhat,
arne]-y az oldaibar: az enzjrn és nás részekr vag} a7 enzinr
örrnagával r,aló hőmőrsér<letfüggő asgzociációj át, aggregá-
ciój át fe]_téte}ezi.

],is,r-ie tc_n sze::int a.z c-Ttziíi álta.]- ilatalLzéLt :"eag.ció-
nalr, il ieive az enzi.n katalitíitus sajátságának 1e;ícnto-
sabb jellerzői a hőnérsékletvátt ozás közben ugyanazok
maradnak. A rea}<cióe}egy pli-ja nen váttozott széűiattevő
mértékben a 4o0-ró1 4ooC-ra történő melegités gorán, Á
iranszpeptj_dáló reakcíó pH függését 4, illetve 3?cC-on
e L7. ábra tü::teti fe1. A két görbe lefutása szirite a.?,o-

nosna]l nondhatÓ. Á }r-glutarnil-p-nitroanilidre roért köze-
litő fu 4oc-on 1,89 nrl(-na-k, 37oC-cn 1.65 ml{-nak ad jdott.
Az eltérés az aktivitásmérés során változást nen c,.i]loz.
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Á képződött 5omplex rnegbontása na.g:y ionerős{igü- }!_ö_zeg

eeJri.tséeéve1

Köziudott, hogy a nenbránokhoz perifériálisan /*etlát
iöntően adszorptív rn,Ódon, elektrosztaiikus erőkke1/ Ua-
tött f eirérj ék az ionerŐssé8, i]-letve a pH változtatásá-
val eltávolithatók. }"iivel a {-glutarni1 transzpeptidaz
izoelektro§ios pontja kb, 4-5 körül van /í[atsuda és

ntsai, l98o/a/ t és ha a közeg p}I-ját ez alá csökkent-
jük, inakiir,,álódik l].c. 18. á.bra/, esalr az első lehetŐ-
ség raradt szánromra a kéz"oés vizs5álatára.

Az enzim inoktivátóooso

20

sovas kozeg l^rcrtdsdro

100

80

60

/+0

4,o 45 5o, §5 6.,o pH

18. ábra I az enzj^:r, inaktir,átódása §avas közeg ha-
ié=é.ra /az eg}e_. pli-l,:at o.7 ld-os AcOH-],íaOÁc puf-
fe;,rei á}iitottan be i az aktivití,sméréshez a pH

8.5-re l,-aló vi sszaállitás T,D.IS-pufferrei tcrt ént /.

A }iposzónái.llroz };ötötten n:araCt /tiütepedŐ/ T-Cl-t a
4,2.4. fe j ezetben ieiri ul iracentri-fusá.s n(,c.szcrrle1 e1-
vála-=z'i.va a megnövekedeit ionerősség iratásá-ra fe]_szaba-
ou]_Ó enz Lnne:i_nyis é5t Ő1 , a f e]_ü_lúsz óban nér,t akt j_lritás
neli nu,tatott }lL-lönbsége t az |'ele}:t::oiit nélkül'| 1ecent-
:"ifu3ált :..int éhoz !,_c;: s:. ;.,lni 3 ]:e1 +. €z összaktivi-
tá,snak j..b. 1o ?ba volt, telét a f-gluia;:ril transzpeptí-
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Az, enz j_B-].1poszóma komplex negbontáea

nagy íoaerősségü közeggel

].oo

9o

8o

a\rxryrt--_=-.-9§i- í,s----\ -ffiuáiá",
-\ ib - 37oc

"r];-o?r*.,
1b- liőé + teob-4oc

o.5 1.0 1.5 2.o

19. ábra

dáz megnövelt ionerőss,ég segitsógéve.r ner: távolíthaió
e]_ a 1íposzómáró1l ami erősen a]_átáraszt ja beépülésének
b.].droiob JeIJ.eEeT.

A 19. ábrábó1 1áthaióo hosy .3 Sepha,r.cse {B gélszl}és-
se]_ tci:i él:ő elválasztást gf P,3'] m3zva a be épü-li iransz-
pepi idázt a negnövelt ionerősség hatására szénotter,Ő
ne]1]_::isé5':en nét iöbb ,napos inku,bálás utá: sefi szaliad

.a
a-rc, | ._Lc a .:-;Lfv_*!Ur;-

A llépződött kolplex megbontása tenzid segitségéve1

A feniieken kivül a beépiilés.itntegrális voltának to-
vábbi bizonyité}caként fogadhatjuk e1 ez enu íE-liposzÓ-
ma konplex TRITO§ L-loo-za1 történő fokozatos megbontá-
sának vizsgálatakor i<apott eredr:lényeket. A 20. ábrábÓ1

látható, trogy a 1ipospónához kötött enzj_n aktivitása és

a f ényszóróképe sség az alkalmazoti TB.lTOi{ X-1oo i;oncent-
ráció fü_ggvényében párhuzamo§an csökiren a fényszórásraé_
rés soráa tapasztalt,kezdeti naximumtÓ1 eltekintve. Ezt
a ae.ximueot valÓsziniteg a TRITON X-lo,o molekuláinak a

saját }lritilnrs rnicellaképző koncentrációjuk -- o.016 %

/Robinson és Tanford, 7975/ _ alattí, liposzónákba

2.5 ionerősség.
/nol.öln- ) l



Az enzim-liposzómo korrrplex fokozatos

megbontcíso TRfl-CX X-.lú-zd
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2a. ábra

A TRITON X-lm rndekuták

UeeXaóOese o ti poszórnáXU"

- -, t&rysróroképess"g r* :

ITRlT$l]
(o l"\y'v )

+
@o_

{CHrCH2ohH

n= 9-10

TRlTOt\j X-lm

HLB= ]3.5

Cl'ílC = 0O16 o/o

2L. ábra: a TRITON X-loo nolekulák beékelódése a
líposzónákba ./hípotet ikus vázlat /
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történő ''befúródása'' és ezáLtal a liposzónák méretének
nregnövekedése okoaza /16.2J-. é,bre/. Ezt a .ielenséget
tánasztják alá ftr és I,aughlin /§ao/ analitikai ultra-
centrifugás és féayezőródásnéréseÉ kisérletei ís, ame-

}yekkel hosszú szénláncú tenzídekne}< /saiát kritikus
mícellaképző kocentrációjuk alatti/ liposzómákhoz való
ad"szorpciój át bizonyit j ák.

5,2, 3eépüilés e7őzetesen elkészi*ett liposzómába

Az enz j.n-liposzógra. konplex stabílitáségrak vizsgálata
során kapott eredmérryek arra utalnak, hogy a beépülés
során az enzim hidrrlfób része kapcsolódott a lipi&nenb-

, . r., -raJ1 r]-droloD regroJ,3V8J.r

Citokróm b.-te1 végzett kisérletekbŐl már kb. €,8} év-)"tizede ísrnert, hogJ az ilyen típusrl kölcsönha.tások bí-
zo11;,os nenbránfeirér,jék és a 1ipidmÖnbrán között spontár
is 1étrejöhetnek /Strittmatter és ntsaí, 7972i Ho11oway
éa rricni 1qa2/. A.nalÓgíát feltételezve ne6vizsgáltan
a d-Cr beépüléséneir mériékét o1yan kisérleti kör:-iln"é-
n3lek között, anikor utólag adtam az enzi.tnet a r:é^r elŐ-
zetesen el];észitett liposz Ómá:noz.

5re l.:.ét-:;,r-i:, s:,_ r,"ínt 3'7oC-on 3o perc alatt a tojé:;eci-
tin 1íposz Ónár,boz aoot t enzin,aktíviiásna]- _:b. L/ 5-e
/LB %/; l2o perc uiárr kb. l/4-e /zl %/ épült be a 1ipo-
szómákba a Sepharose 4B oszlopon történő elválasztás
alapján. Az inkubálást d,iroiriszioilfoszfatioílko]_in
/Di,lPC/ vezikulákkal különböző hőmér_oélcletei;en sz int én

3o percíg végezve, a beépü_it eaz j-nai,ltivitás igen ná§]r:

m,jrtékben füg5ött a hőmérsékleiiŐ1,. A VTII. tá.bl ázei a-
dataiból 1átirató, hogy a beépülés nérté}le e D],:!C fáais-
átalakuiási pontj én /Z3oCl a 1e ;nag_r:obb,

A ilapott eredmények körrnyen érielnezlretőek, ha f i5ye-
lernbe vesszü.jl, hogy a fázisátalai;u.lásí ponton a beépi-i-,
1ést negkönnyitő hibahelyek szé,ina igen :asas, é" hogy,

a fluíd állapotú rnembránnak a f ehérj ék áttali perturbá-
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a D],íPC vezikulákba rralő beépülés
, ?-

homers e.kte t Í'lr8trese

-,aa ce3n].tes.r}otrier-
séklete

a beépült enzimaktivitás
fi-os nértéke

1o

),),

Jh

o^

o^

oc

5.2 + 2,9 %

28.9 É 3.3 %

14.o + 2,8 %

ciója a rigid rnenbránba való beéttelődésné]_ jóval keve-.
sebb ene::5iát igénye1.

A -spontán beépülés vizs5álat: alapj én eEyrészt 1ehe-
tősőg n;yilhai a beépítés egy új t &z enzj_uiet leg}levésbé
tígosiió rród já.nalt }<ifejIesztásére , másré=zt azonban 1e.-
]:etsé;es, ho§y át kell ériékeln'jnl: az enztn beépilésé-
nek mec}ranizrnusáról tudottakat.

ii5::.:_;,en elhépzetheiÍ{ u5;:anis, ho5;- a ]-,i nosz Óné|,r ]le-
te';ke ,áse sor,éri az enzinne]i csa],l egy tört réeze épül
be a iipid-ve:iliulÍj:a és a maradék a }:.osszas dializis
során spontá-i:, étetőaiX te a lipid moleln:-láU közé. El-
képzelireiő az ís, hogy a beépülés zömében a fázisátala-
kulási ponton zajlik 1e. A 37o-on történő §porrtán bee-
pülés vizsgálai;a során felhasznált tojáslecití:r n:inták
gélszÜ::ése 4OC-on történt. Ig]; 1ehülés közben a lipo-
szónáir 1o-12 oC-o* lezajló fázi-.sáialakulása bekovetke*-
heieti. ].íer:r kizári iehái; a beépiilés ily nródon valÓ iel-
jessé téte}e s€ff]r Ezt a íeltételezést té:r;=szijái: alá a

DLIPC liposzónákkal végze tt ]<isé:,1etek is, ahoi a beépü-
1és szintén a fázisáta}a!:ulási ponton volt a 1egnag;robb.
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l f-ernek e spontán beéptilésre való hajlana össz-
háfigban íaTL azzJal a megfigyeléssel, ho8y a trg,nszpep-
tldaz-akttvttás száBos testned,vben negtalálható /Ld.
pl. l Bink}6y és nateaJ., L975; Binkley és Wiesemannl
L975/. A cíto}rón b"-tel ennlltett analógía az enzj-uo
neurbráabe].i eheJ.yeíkedésére ie ktterJeszthető. Matsuda
és atsa1 /Wao/a/ eredméayei szerínt r€yanie a transz-
peptldá{,ut ie a cito}rón br-höz bason].Óan 1ltr-ternJrrá].ig
htdrofób rész]-ete rögzlti a mebráa}oz. Entatt a transz-
peptldec' szíltézisére a 31obe1 fé].e szígnál htpot ézls
/Ld.. 2.L.4. fejezet/ nem alka].rrazható.

Ánennyiben a eitokróm bu-tel való a:ralóglát tovább-
,víssziík a citokróm br-re áEuány azerző álta]. letrtak
/Baehubínsky és ntsail ].98o; Holloway ée ntsai - tg82/
és a fentlek alapJán eJ.képzelbető, bogy a tra.nezpepti-
daz is a szabad rl-boszórnr{kon, eredetileg hidrofi]. for-
roában szjltetizá].ód.tk és 8, 2.L,4, feJezetben em].ltett
nmembránfelismerő-koaformációrr elmélet szerint ét<ető-
dik be végleges membránbeli he].yére. A külölböző test-
nedvekben, a citoszolban el6forduló, nem membránhozkö-
tött fonna létét támasztJák alá Eueeby /§re, L982/a-b/,
TeuJí és mtsai h93o/ vala.od:rt §chetebu és Moss /t982/a/
kisérleti eredményeí ís, amelyek a kiilönböző ezövetek-
ben, testnedvekben előforduló noldható" Y-ct aktivitás
meglétérŐ1 tanúskod.nak. Á JLGT nlazan membránhozkötött-
ségét bizonyitJák §ikka és nteai /L9B2/ kisérleteí is,
§krk szerint a transzpeptidéz 1iposzónákbó]. neríthyoclta-
-ghostn-okba való átiiltetése sorá! nen a kétféle nembrán
ftizíója, hanen a transzpeptidáa átvándorlása zaJllk le.

MesjegyzendŐ, hogy leeuiabbarr §aeh és Tate /1982/
foglalkozott a tra:rszpeptídáz szintézisével. Eredménye-
ik szerint az enztm két alegyeége közös fehérjeláncbó].
/pl. ez inz,ulirrhoz h.ascnl óan/ l1ettalt proteolizíssel
teletkezik.



, ..- .A beó. üit enz jfiaktivi-
tás /ros rnértéi,,e

beépiiéskor a]-kal-
nazott kÖzeg

25,5 É 7.5 %

35,7 É 1.3 f,

4o.9 * 1.2 7,

25.6 + 3,2%

á r }<ontro11

b. rt + o.oo1 /o TRlTOi{

c. lt + 1o m]ű X{tC12

C. l| + 4o ml,t glutatíon

Ix. t áblázatz a l,.ísérleti i;őr"illnónyek }ratása
a b e épl,i1 és n ír t é]l ére

/]tontroll: o.1 }.{ TRIS.HCl -pH 8.5-, o.15 ],í

NaC1, 10 mí;: MgCl2r 3 m],i 1{a1[3/

5,3. A kisérleti körü.lmények haiása a beépülés nértékdre

Vizsgálto.n a kisérleti körülményeic vált aztatásértak rr

beépülésnértékére8},akorolt}ratősá*.Abeépilltenzj-n..
a}iiívii ás tenzíd, n§velt naEnézj_urníon koncentr é_ció és

iz)1,:::tríi j e!_enlétéi:e n rnegha ii::azharó fncs n jr"i é',:(t a

Ix. tíbi:'-=i, :nuiat;a.

A b. esetben alk=lr.:zott TnlTO]í X-1oo iloncentráci_ó
.,l33.,: z9 3. ]l:::ti}l:..- nice,ila'*őr;7(, ];once:iti'ilció /0,0L6 %/

!,s.:--ij: :ie_-szel,,b a te::,:ir] 1iposzómé.Vat negbontó /o,I %,."-U

10. ]-6. íbra/ iloncen';i,-.ciója a}a,tt va:: , Az cldatban 1é-
vő TB,TIO1[ X-lco mole].iu,}á}i a 21. ábrán benutatotthoz ha-
sonlÓan a menbrán sz,:.,!,_ezetében hibahelyeket generálva
llönnyithették neg a, bi:ápülést. A nregnövelt tenzídkon-
centrácíó esetleg az e:rzj*ni aggregációjának további visz_
9zc^1zoriiá;ábari is sze ::,epet j átszott. Á c e esetben pe-

dig, a,mint ef.re Raziri /\972/ nár régeb'ie:l r"jnutatoit, a

j:,lg2+ iono!i a foszfatic]i]1lo1in része},. foszf átcsoportjaí
és ez enzlirt között ic:::ls hid_at alkotva segitheitéil alő
a beépülést. A d. po::i,beii e.edr,rény ari,a utal, hogy a
gzirbsztr"ái kötődése a beépü,l{g i:lériéXét nen bef o1yáso1-

J.].
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jlini ,azt már a 4.2.2, fejezetben eriiitettera, a transz-
l . : l , ,.peptidáz 1íposzónábaépülásénelr inj el<tálásos nródszerre1

iiapott mértéke eltér a iíughey és rotsaj. /7979/ álta1 1e-
írt beépülésí aránytól. A k|ilönbség oi<a az 1ehet, hogy
ez oldatbai: je]-en]-évő transzpeptioáz aggregáir-rnokat e
I'.,iigheyék által alkalmazott 2 bos ifa-kolátos kezelés
sokjial ínkább képes megbon*en1* nint a mi l:isérleteínk-
beir ]:.asznált rnaximálisan kb. 1o % eianolt tartalmazó
rendszer dezintegráló hatása. Á transzpeptidáz aggregá-
]-ódására uial a tenzidmentes enzj-rn Arr]:enius diag:"anjá-
ban ].:b. ]_60C-ná]_ jelentkező töréspoilt is /lö,, 5.1. fe-
jezet/.

á ilóp:ődöi t enzinaggregátrmo]t stabilit ására uta1 az
a tény, i:og;* sefi egyszerí beépítós eorán9 §oln pedíg az
e]_sii alkalo-nrna]- beépült enzi.nmenn;",iségtő1 elválasz.tva
a násods.zori berjpités alira]-nával nen épil be szénottevő
/ 5 %/ net:yisés,*-k a líposzón:ákba. I ltna::adékrr enzin ]-i-
poszór:á.ba épitése a 4.2,2. fejezetbe:r 1eíri dezoxi]:o1á-
ics ,;e :elés utá.i se:n sil,er.i]_t. Az a;5ie5:'.tl;-ncrl ;:e5bontá.-
c..ia],- i:aiásos r:ódszere viszoni hia puífero'ldaiba való
he 1;,ez éstil:. A o.1, o.o'] és o. oo5 mÓlcs Tr]r.S puíferben
',r |c-71:l"f, }e á::.ii jsj- }:1sJrle _*e]; ia::ii]- =-!3a szerint a ti.e:rsz-
,lei-t:Cáz e3],]Te nö.,,eitvŐ, végll1 c.:_r}ijiejj. te} j es /9' iLryt/
:.ej_-.-,:s.lEJt be tu.dt:.:l épite ni a 'sépző6ő 1iposzóníj-,ba.
/ztxé!.zelire-*ől hoty i-J_yen}tor az enzj*neJt által eseile.-
!:-özbezáyt törnényebb o1dat ozrnotikus nyonása'|fesziti
_széi|' az aggregáturnokat, va8y az ionerősség csöj(kené§é-
ve1 az enziiiinell a iíposzómáI<b.oz való afflnitása "§ meg
u.grássze rüen. /

Az enzj_n egy és tétértéti;_ íonojcka1 történő akilválha-
tósága is feltehetően !;apcso]-aibarr á]-1 aggre3ativ §a-
Játsige.val. ITre uta1 az irodalni aiato}t na5lriobí el-
3-entrnondásosságáa /ld. X. táblázat/ v,ivut nénány elő-
kisérletbe:i kapoti ereoményeni is, arrelyek a papairu:.a1
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§zolubil izáLt /teylát hídrofób -- aggregálóaó -- részétől
rnegf osz tottl enzirm csökkent íonaktíválha tóságát mutat j á}t.

5,4. A f-glutarni1 transzpeptidá.z elhelyezkedése a 1ipo-
szónákban

Jelenlegi tudásunk szerint alapvetően két terae"t te-
hettink fel . Í'-OT membránbelí elhelyezkedésével kapcso-
latban: a mertbrán melyik oldalán helyezkedik e1 az en-

zj-m nagyobbilt részét kitevő glíkozilált hidrof í1 rész;
il]_etve iiog_lr hol i:elyez'kedik el az enzj_nn hídrofób része
a 1ipid kettősrétegen belü-1.

Áz e]_ső }:ér,désr.e adandó választ eddig túlnyonó részt
az enzj..t"n_neit a 2.2.2. fejezetben enrlitett papainnai va-
]_ő szelektiv eniészthetősége alapján keresték. A vizsgá-
1atoit sorá: bebizon].,osodott, }ro8y az j:: vivo ós in vitro
rendszerek nenbránjához kötött teljes {-cr aktivitás
eliávoliinató a trerribrán papaínnal történő emésztéséve1,

/Tsao és Ci_r.::'r,hroysr t9So/, Az igy szolribilizátt, enzLm

ösSzai.:iirlitjsg a ]lezdei1, nieinbránlrozköiött összaktivi-
tássa1 po:iicsaii neEe5yezik. A papainnal enésztett en-

zin ]_i]ros: íníkbe való beép_iiésre iréptelen /i_lu.ghe ;., és
^ ^-r la l J l' l_,_U-a!, L_1 l _,'l .

Á 4. 2.6. íe j e ;e tbelr lei::t két tipu_sú enzí_na}rtivítáe_
g.érés ei,ecinényeineir összeveiése alapj éa a szubsztrát
száné,ra az enzim-líposzórna konplexben eié::hetetlen en-

zj_naktil,itás a7,_ ögszaktivitás 4-5 /,-énak adódott. E1-

nondhatjuk tehát, hogyr a,z enzj1tl zöne /95-96 /na/ "kí-
fe]_étl á]_1 . Ez me§egyezik a Hughe;; és mtsai /t979/ átta1
},,apott szintén 95 'íras e]_oszlással /ld. W. táblázat/ és

elég jó összhang5p á11 a liposzónák áltai az adott ki_
sérleti feliételei< nellett bezátt tárfogat kb. 1o froS
arány.áva} is /gátnori és rrtsai, I98L/. /i:;egjegl,zendŐ,

hogy Sikka. és Ka]_ra -198o- hasonló nóoszerrel csak 75-

-85 ,/ros kifelé történő oz,ientációt kapott, enri egyér-
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te]-müen az e}térő kisérleti körtifuaényebrek tulaJdo-
nitható - ld. TI. táblázat -./

Az enzjm ilyen aszj-nrmetríkrre elhelyezkedéee egyéU-
ként ne& rae8lep6, ha teki.atetbe vesszük a gömba3-akri.
l1píd, kettősréte8ek aszínraetriáJ arÓL tudottakat /td.
pl. Montal , L976/. .{rpiaor"nbrán két rétegének á].1a-
pota /el.ső közelltésben a térkítöltés nértétébőt fa-
kadőan/ korántsen azonoa. A kü].s6 réteg expandált
ál3.apotáva1 ezembea a belső kond,enzált, rend,ezett
fáaleként vieelked,ik. Különböző /elsőeorban töltött/
l-tpid,ekl p1. foszfatídtlglicerol szigaíflkánsan a-
sziaometrikrrs elosz].ást mrtatnak a nktlls6 réteg javá-
ren. Igy érthetőrhogy p1. a transzpeptldaz b.ídrofób
farka könnyebben tud,Ja penetrálni a kiils6rkevésbé
konpakt réteget. Azt azoaban nlnden}éppen neg ke11
jegyezní, hogy a jelenség csupán ezze! nelrr Biagyerráz-
hatÓ, kii].önösen ak]cor nen, ha fígyelembevesszilk,
hogy ilyen nagy /l<>o nn/ néretek egetén a görbüle,tí
sugár növekedése nl.att a 11ptd, kettősréteg aszimmet-
riáJa erősen lecsö}:kent.

A hidrof íL rész elhelyezked.ésének ttsztázása után
teki_nteiík át a hidrofób rész elhe3.yezked,éeérŐ]" eádtg
tuaottakat . A2 integráns beépillést í_gazoló klsérle*
tekbŐ1 következlk, hogy az enzimnek ez a része vala-
nlképpen beékelődík a 1ipid kettősrétegbe.

Á beétetődés nélységének eldöntésére a3 egytk ígen
alka].gae nód,szer a fagyasztva-törd,eléseel kapott be1-
aő / tttetve k'rüső/ nembránfelezfur e].ektronníkroelzkó-
pos vizsgálata. A liposzónákat folyékony nitrogénben
lefagyasztva és neltörven a J-lptd kett6sréte8 a köze-
pén kettéválik és tét fi].nszerü lípídrétegre eeik
szél. A kett8sréteg miBdkét felén keresztü]-baladó fe-
hérj erészek nint kld.ud,orodások ./t<oatávl kills6 felsz1-
r.ek/, 11letve nint bemélyedések /konvex' belső fe].-
szl:r.ek/ ].átsza!ak.



22. ábra, az enzj..rn-liposzóna
ses elektror:nikroszkópos .képe

az ábrázolt, szakasz hossza

kOmplex fagl,asz tva-t örde1 é_

/ nagsíiás 85ooo-szeres,
1oo nm-nek Jelel neg/
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^ 
22. ábrán mutaton be a ír-§T liposzóna komplex

fagyasztva-tördeléses eljárásea1 készltett elektron-
níkoszkópoe felvételét. Á kl,sérlet garán az enz7m/
ltpld, arány 25 w s 1 ng volt r a,ml a §epb,arose 43
géleziirés tenulsága szerínt a beépiüt gl2írnmg6yisé-
get tekj_atve kb. 2a enzímmoleku]-ána.k felelt nreg 11-
poszómáaként.

Á felvételbő1 kttijntkl bogy nég 1lyen rragy lipo-
szómabe].t enzimkoncentráeíó mel]-ett sen láthatunk
seneiféle ndud,orokatnr illetve benélyedéseket a ].i-
poezómák kiilső, i11. be]-eő rétegén. fu a kigér].etí
tény eléggé vaLószlnüvé tesz1, bogy a lr-er hídrofób
része csa,k az egyik lipídréteget penetráJ.Ja. íw u
enzírn a.rninosavakat tra:rszportálÓ sajáteága aég az ed-
d"ígieknél ie kétségesebbé vá].l,k.

5.5. á kajnsav hatása a Xr-elutami]. transzpeptldázra,
az enzj.n leb,etséges euerepe az agyba:x

.l, S-glutanil transzpeptidaz a?, agybaa a 2.2.3. fe-
jezetben 1eirtak alapJán 1eginkább az ag:ykapillár1-
sok vér-agygátat képező epitheliumábaa fordul elŐ.
Ugga.aakkor néhány úJabb közlemény /pl. §hfu=e és
Haber } L98t/ az ídegsejtekben negtalálható /ieazr €-
1éggé kisnértékü/ ?Lcr aktivitásról 1s beszámol. E-
zek az észleléeek és az a De Bault r{ltal blzoayltott
tény, hogy a glia seJtek nétttilOzhetetlenek az agyka-
p1l1árisok end,otbe]. seJtjeíre Jellenrz6 traaezpeptid,aa
aktivitás kifejlŐdésétrez /ne Bault ée Ca.ac11].al 198o;
De Bault , L98t/ elképze].hetővé teszik, hogy a lr-Cl
szerepet játszlk az agybelí íngerületáttevődésben.

Etrnek a kérdésnek a tenuJ.má:ryozáaára vlzsgálta.m e
glut anínsav-al-apú t n8erüle t át vit e 1re köztudonásúal
nagy batást gyakorlÓ /Id. 2.3. fejezei/ kainsav batá-
sát a f-glutani]. trnrrszpepticlázra.



88-

Á 4.2.7. feJezet szerint elvégzett kieérletek eo-
rán a 23. ábrán látrrató négy görbetipust kaptsrn.
Mj''d a négy Fülönböző eeetben a,kütánFög6 ionok
/Na+ , fi*, W2+ , ca?+/ uíányában, ílle tve J elen].é-
tében kapott ngátlásin görbék lefutása az ábrákon
benutatottboz rend"kiviil hason].ó vo],t l . a 8örbék egtr
nástól szi8nifikánsan nen különböztek.

23. ábra: a kaírleav b,atá§ának koncentrációfüggése
_ akceptor hiány.ában, i].1. Jelenlétében

/A.z patkányvese {I-G!, Cryaiy menteg kőzegl 15o
n!fi §a+; B.t patkány"agydl-at, erycry noentee kö-
zéEl ].5o m!fi §a+í C.: petkányvese T-GT, 5o nM
Gl5rGly, 15o nIí I{"+; D. l patkáayagy r-Crl 5o .}t
GlyGly, 15o n}Á §a'+; t*] = kainsavkoncen trácló/

A görbék ala-kJából kltiiniE, hogy a kal-nsav ml-nd
a vesébő1, nlad a"á ásyból j.zo].á].t enzín esetén ak-
ceptor hiányábe.a /L. ée B./ száeottevő hatást nen
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mutat. Akceptor jelenlétében /C. ée D./ egpl a kon-
centrációnövekedéssel párhuza.uo§an er6södől BRxí-
nálisajx 2o-3o bos gátlás jelentkezlk, a.mely JÓ1
nagyarázható a kaj:nsarmak /utat rlgtd szerkezeté-
u6t teivetkez6en a GJ.yúly-néJ. feltételezhet6en eok-
ka1 roegzabb akceptornak/ a GlyGlJrt kíszoritó ha-
tásáva]-.

Az a tény, }rogy a kíüönböző egy- és kétértékü ka-
,tíonok nem befolyáso].Já.k a görbék lefutását ellent-
mond. azzal a 2.3.4. feJezetben már emlitett rnegf,1-
gyelésnek /Constantí és §ístri.- 1976; §alker t L976l
Johneton, l9T9; Baudry, 1979/l hogy a kainsav §a+ 3e-
1en].étében a glutarnlnsav felvéte].t sokkal 1nkább gá-
tolja raint a3 l"on híányában.

A kainsav_hatása au optinun alatt1 1össze nérhető/
akceptorkoncentrác iók eset én

A kisérleti eredményeket a XI . táblázat ba:r foglal-
ta.ol össze,/ta. 9o. o!d../, !áthatÓ, hogy a kapott ér-
tékek seho]. sem térnek el szignífikánsa! a nullátó1,
a,za,z a kaínsav gluta.minsav, l11etve gluta.ní-n eeetén
az előző kisérletsorozat akceptormentes eset éb,ez. ha-
sonlóan semmiféle gát3ő hatással nem rendelkezík.

Á kaí.:rsav hatása az optieue alatti Éonolkoncentrációk
esetén. a }r-gluta.Bil-p-nítroalilid látszólagos k}LJL

tékének neghatározáea

A 1,í:reweaver-3urk ábrázolással kapott e8yene§ek 1íae-
árís regresszíóval szémo).t adatait a XII . tábt-éaat-
uan /rd. 91. old,./ tiintetten fel.

A táb].ázat adatalbó1 kitií]lík, bogy az enzimreakcló
naxjgálls sebessége a kiilönbőzí esetekben köze1 &za-
tlo§o A gluta.minsav aktíválÓ hatása a ve§e és agyen-
zimnél egyará_nt megfigyelhetől ugyarrakkor a kalnsav-
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XII. táblázat : aítgluta.mtl-p-nltroarrilídde1 rnutatott ma-
xjmális reakciósebesség és LátszÓlagos kM kütönböző en-

zímfaj ták, akceptor- ée kalneavkoncetnráctók esetén

SOr-
gzam

Minta Tro
/1lM. _,

.mín7

k!í
/ro&/

korre.
1áció

enzi-ufaJta G].u/!ú @p
1.
2,
3.
4,
tr)}
6,
7,
8.
oJa

patkányveee
T-G!

o

o

o

1.1
0.1
o.1

25
25

25

o

5a
5oo

o

5o

5oo
o

5o

5oo

o.364
o. 551
o.3B8
o, 53o
o.44o
o.4?8
o.5o8
o, 51].

o.48o

].,o4
1.40
0.68
0.01
o.54
1.07
o,27
o.].6
o.12

o,719
o,966
o,745
o,7B7
o.991
o.899
a.973
a,952
o,782

1o,
11.
!2.
l.3,.

14.
1trL)l

16.
L7.
18.

patkányagy
T-GT

o

o

o

0.1
0.1
o.1

25
25

25

o

5o

5oo
o

5o

5oo
o

5o

5oo

o. 55o
o.45o
o. )1o

]

o,546
I

o.669
o.535
o.736
o.658
o,667

o,49
O r33
o,54
1. o3
O 

"99
o .63
Oc28
o. ].8
o.2o

o.91o
or831
o.9]-6
o.94o
o,963
o,943
o.963
o.897
a,952

19.
?a,
éLo

veslip. O.].
Oo1

o.1

o

5o

5oo

o,547
o. 5]-c

o,55t

O "'l9
a,7 4
o.90

o.989
o.974
o .984

22.
23'
24e

brushb. 0.1
Or1
0.1

o

5o

5oo

o,553
a,539
o,45,

1.o4
o.96
o.,76

o.997
o.992
0.978

25',
26"
27.

agylí.p. O11

o.1
0.1

o

5o

5oo

0.51C
o,57E
o,54|

o. 83
Lro2
o.83

o.938
o .971
o,982

folytatást lal. 92. old.
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XrI. táblázat: folytatás

§Or-
§u aln

Mtnta Yr*
h44,

.&l.3'/

kM

/ln&l
korre,
1ácló

enz Ímfal t a Glrú0$l

2a.
29'.

3o.

sz jnaptosz. Or1
0.1
o.1

o

5o

5oo

0,444
a.424
o.359

o.86
o,?8
o.31

O 1965
o.931
o.761

l MegJ egyzéseks a röviditések eegegyezaelc a XI. táblá-
zatban basználtakka]. ; lKA] = kaiasavkoncentráeíó i a
Y*o értéket egységny1 aktivitású enzj_mre vonatkoz-
tatottak.

koncentr áclrŐ változtatáea senmi.lyen száeottevő hatast
nem okoz. Mindez összb,angban varr az optímrrm ataftt
akceptorkoncentrácíók alka]nazása esetén kapott kisér-

-aleti eredményekke1

Á látszólagos Michae]-is állarrdók egybevetése során
megállapitható, ho8y a kaínsay az esetek felében 17.-
9.i 13.-15.; 16.-18.3 22.-24.i 2B;-3o. szá-m,ú mlntak/
konpetítív aktívátorként viselkedik, * kM csökkentő
i:atása azonbal naxjmá]_lsg! 5o fi köriiJ.i.

Mj-:rdezen kisérleti eredmények alapjáa nagynértékben i
valósz&nüeithető, hogy a T-gluta.n1l traaszpeptldáz
nen J átszík számottev6 szerepet 83 agybeli glutanín-
eav-al-apú ingerületátvitelben, hiszen arnennyíben igy
lerrne /teUát p1. a'i'-er a szinaptiku§ réebe Jutott
glutaroinsav kísr vag} nagy afflritású felvételéért
volna fetelőa/ a ka:insarnrak száftattevően gátolnía
kellene az errzj-m nüködését, és a kapott gátlásnak §a+

íonok Jelenlétében növeked,ni ke1].ene.



5.6. Á nr.rnka továbbí iráaya.í

Az izo1ált ?Lct Jellemzését telJeeebbé tehetné a,g

aggregetiv eajáteágáBak részletesebb vízegálata. Igy
fényt lehetne talán d,eriteaí az enai-n egy- éa tétér-
tékü kationokkal történő alrtíválhatóságának természe-
t ére 1g.

A spontíín beépü3.és tényének isneretében érd,enee

lenne negvizsgálni, bogy az enzl_m képee-e kíi].eő be-
hatás nétttil mennbránváltoztatásra.

Az enzím membránbel1 eJ.heJ.yezkedésének rész].ete_
eebb tanulmáayozáaát bíofízikaí nódszerekke]. /elek-
tronepínrezonanc ia-spektroszkópia, D§C vlzsgálatok,
Stb./ fo].ytatjrik. Ugyanabba a 1ipoezónába beépitett
több S-Cr le"terális elhelyezkedésének tiezt ázáeő^ra

is terveziink kisérleteket.
Mind,ezen vlzsgálataínk hoazáJtírulhatnak a membrán-

enz j-mek rnembránbeépiilésérőt, menbránbeli elhelyezke-
Césérő1 és a fehérje-lipíd kölcsönhatáso}eól alko-
tott képiink bővitésébez.

Á kainsava§ kisérletek befeJezéseként nétráay gzeT-
kezetí alaalóg hasonló vízsgálatát ter:vezem a kérd,és
meglJn€tat Ó lezár ásához,



6, összppogLAtAs

l,:u:rllám sorá:r patkán;",vesélőt ízolá7t ?Lslutarti1 transz-

pept ídáz 1íposzómába való beépülését vizs5áliarn, '!,, e]T_

zirr beépitését egy az iroaalonban eddig le neín irt
Új módszer }iipr"óbálásáva1 végezten el,

Az integráns ,oeépülés tényét négy nódsze::re1 b:|zon;ri_

toitan: együiimozgás §epha::ose 48 gólen, tör"éspo,nt az

eruj.r'Árr"]:eniusáia6ralrjábanarirenbrá.rrfázisátalakulási
pontjána1,'megfelelő}relyen,?Zenzj-n-vezilnrlakonplex
sia,cilíiása rnég neg}, ionerősrrég ese tén is, a i:cnple>l tBn_

zidde1 tdrténő foliczaios negbontásakor a iipcszcig]ák deg-

r"adációj ának é_o a lrötöt t enzina}ltivitásna}," pé,rhuzanos

vált oz/-,3a.

T1:.rn}r: r._, .iel err1* -i tá.zLséilan a 'láglutani1 transzpepti-
o '"-i]"" "ilrl"r, l,aló beái:;_i_ésónek alapveté1 jerienz é=é'u
u -.a !ll, L,

végeztern el. 1g},- t_jbbek kózö*"t negvizsgá:_taa a }tísérle_

ti körülnények / l,_g2+, TRITO1g X_1oo il1. sz,ubsztrátkon_

centrá_c ió / váttc;:rtatásé:tak a beépülés mértéitére gyako_

rolt haiását.
iiéhany új info;:,ációval szolgáliaI.- az enzím aggrega_

tir,, sajátságának ;cbb megismerésénez. Erednén;,_eiiri sze_

rint a ke}etkezett enzj_n_liposzóma konplex igen stabi1:

a huzanosabb idei3 tárolt }iposzómákban is a teljes en_

zinaktivitás kötd*+:ten marad,
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Külön figyelnet érdenel az enzin epontán beéptilés-
re valÓ haJlama. E folya.urat legíakább a nenbrán fá-
zisátal-akuláei pontJán tr átsződik le. A spontán beépü-
lést felhasználva 1ehetőség nyíJik a beépttée egy úJl
igen kJ.rnéletes nód3rinak kifejlesztésére.

Kisér].eteim alapján egy hozzávet6eleges képet a1-
kothatrrnk az enzím eJ.helyezkedésér61 a liposzómákbarr.
E'red.mény,eje szerint a transzpept rdaz akttv eentrr.uá-
val 9 5 bban kifelé orientált , hldrofób része felte-
hetőleg csak a menbrán kiilső rétegét penetrá3.ja. E
negflgyelések *"€frUosavtralszportban j áJ;szo*t Éz,e-
rep,ét elég valószinütlenné teszik.

A kaí_neav, az ag:ybeli glu.tamineav-alapú ingerület-
átvitel hatékony befolyásolószere a iLglutan1l traagz-
pept idázra 1ényegében sem-mílyen hatást nem gyakorol.
Ez a tény eléggé kizfuja a tran§?pept ídaz részvételét
az irrgerü-le t átvivő folyemat okban.

Budapest, 1983. febrrrár
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