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1. BEVEZETES

Biokémiai ismereteink béviilésével pérhuzamosan egyre
nagyobb jelentéséget tulajdonitunk a sejtet hatdrold,
illetve a sejtben taldlhaté membrénoknak. A sejtben le-
zajlé folyamatok rendjét, szervezettségét nagymértéks
ben e membrénok biztositjék.

A természetes membrénok elengedhetetleniil fontos,
sokszor Osszetételiikben is dontd sdlyd részét a benniik
talédlhatd fehérjék képezik. E fehérjék vizsgdlatdt so-
kédig hédtrdltatta az a tény, hogy bizonyos résziik /az
dgynevezett .integréns membrénfehérjék/ izoldlédséhoz a
membrén megbontésdra van sziikség. Tovébb nehezitette
a kisérleteket, hogy a membrénenzimek membrénkornyeze-
tUkb6l eltévolitva aggregdcidra és az ezzel sokszor
egylittjérd denaturdcidra hajlamosak. Mindebb8l kovet-
kezlen a megbontéds kisérletes mddszereinek kidolgozé-
séval pérhuzamosan szilkségessé vélt azoknak a mddsze-
reknek a kifejlesztése is, amelyekkel a membrénfehér-
jéket eredeti kdrnyezetilkhdz hasonld kbrnyezetbe #mes-
terséges membrénokba/ visszaépitve, mikddésiik természe-
tes koriillményeit jobban lehetett biztositani,

llembrénenzimek mesterséges membrdnokba torténd beépi-
tégére a hatvanas évek kGzepétll tbrténtek kisérletek.
A kezdeti prdbélkozdsok utédn a hetvenes években sziilet-
tek meg a terlilet elsé nagyobb eredményei: Ephrahim
Racker €s munkatédrsai iz0lélt fehérjékbdl agz oxidativ
foszforildcidé mitochondriélis rendszerét dllitotték
helyre, sikerrel jértak az endoplazmatikus retikulum
fehérjeszintetizéld rendszereinek, a mikroszdmélis oxi-



décidnak és a fényérzékeld bakteriorodopszin visszaépi-
sére irényuld kisérletek is.

Az 1z0l8lési, a visszaépitési és a beéplilt fehérjék
vizegélati mddszereinek rohamos fejlédésével pdrhuzamo-
san, a felgylild tapasztalatokat Gsszegezve megsziilettek
az elsb €tfogdbb elméleti eredmények is. A hetvenes é-
vek elején publikdlta Singer és Nicholson /1972/ a memb-
rénok "folyékony mozaik modelljét", amely Uj szemléleti
alapokat adott a membrénok biofizikai sajétségainak ku-
tatéséhoz, Nem sokkal ezutdn Tanford bevezette a "hid-
roféb effektus" fogalmdt /Tanford, 1973/, amely a memb-
rénok termodinamikai stabilitésdrdél, kolloidkémiai sa-
jétségairdl alkotott képlink egyik alapjdvé vélt., Ls vé-
glil a transzlokdcid, az egyes membrénenzimek &ltal ka-
talizélt reakcidk mechanizmusénak mélyebb megismerése
szolgdltatjék azokat a biokémiai ismereteket, amelyek
mind szilkségesek ahhoz, hogy a membrénenzimek membré-
nokba vald beéplilésének, valamint membrénbeli miikodés

- -

sliknek, szabdlyozésuknak a mechanizmusét mind jobban




2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1, Mesterséges és természetes membrdnok

2el.l. Mesterséges membrénok

A lipidasszocidtumoknak szerkezetlik szerint szémos faj-
tédjét klilonboztethetjilkk meg. Ezek szerint beszélhetiink
filmszerii monorétegekrdl, Un. '"black-lipid-membrane"
struktirdkrdl, illetve tobb, vagy "egyrétegi" liposzd-
mékrdl /1d. I. tébldzat; Pagano és Weinstein, 1978/.

Lipideknek a levegé-viz hatérfeliileten alkotott film-
jét /monorétegét/ leginkébb a fellépl feliileti nyomds-
sal tudjuk jellemezni, Amennyiben a kiglskult filmhez
membrénfehérjét adunk, a fehérjének a lipidmolekulédk
rendezettségét zavard hatdsa a fellileti nyoméds véltozé-
séval nyomon kovethetl. & rendszer alapvetd hétrénya,
hogy a természetben elléforduld membrén kettlsrétegeknek
csak a "felét" modellezi, igy csak a nagyobb résziikben
vizben oldhatd, hidrofil membrénfehérjék vizsgdlatira

elkalmgs.,

"Black-lipid-membrane"-nak /BILL/ a kettlsréteggé el-
vékonyodott mesterséges membrénokat nevezzikk /Mueller
és mtsai, 1962/. Mivel ez a membrdn &ltaléban igen nzgy
tereket vélaszt el egyméstdél, a rendszer alkalmassé vé-
lik &teresztdéképességi /permeabilitési/, illetve elek-
trokémiai /vezetlképesség, kapacitds, dtlitési feszlilt-
ség, membrédnpotencidl, stb./ mérések elvégzésére, A
"black-lipid-membrane" széleskdri alkalmazdsZnak hié-
nyét az eldéllitésakor fellépd nehézségekben kell ke-
resniink. A membrén képzldése, élettartama eléggé eset-
leges, kisérletfiiggl. A membrénban fellelhetd szerves
0lddészernyomok /legtobbszbr hexén, dekén/, a nagyfokui
instabilitds a kisérleteket nehezen reprodukdlhatové

teszik.
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A mesterséges membrdnok harmadik nagy osztédlyédt a
zért, gombalaki kettlsrétegek, a liposzdmék /lipid ve~-
zikuldk/ alkotjék. Szerkezetilk és méretilk szerint to-
vébbi hérom csoportra oszthatdk /Montal, 1976/. A t5bb
lipid kett8srétegbdl felépiilé, néhdnyszor tiz nm &tmé-
réji, rendszerint erdsen polidiszperz rendszereket
tobbrétegli liposzdméknak /multilamedlas. vesicles -NMLV-
vagy Bangham -1965,1972- utén bangoszdméknak/ nevezzliik.
A 20 nm korili étmérdével rendelkezl egyetlen lipid ket-
t8srétegh6l 8116 liposzdmék a kis, egyrétegi liposzd-
mék /small unilammellar vesicles -SUV- vagy Huang
-1969~ utén huangoszdmék/, a 0.5--50 p-ig terjedd &t-
mérdvel jellemezhetd térsaik pedig a nagy egyrétegii li-
poszdémék /large unilammellar vesicles -LUV-/ elnevezést
kaptéke.

A liposzémédk szédmos ellnnyel rendelkeznek: el8dl1litd-
suk egyszeril, stabilak, szdmos biokémiai illetve biofi-
zikei vizsgélatra /pl. ultraibolya -UV- spektrum, elek-
tronspinrezonancia -~ESR- spektrum, differencidl kalori-
metrikus -DSC- vizsgélatok, stb./ alkalmasak.

Az ell6sz8r felfedezett tobbrétegii liposzdmdk polidisz-
perz, nehezen jellemezhetd, nehezen reprodukélhatd
rendszert alkottak. Nagy 1épést jelentett a kis, egyré-
tegli 1iposzdmék elddllitédsénak kidolgozédsa, mert igy
javarészt sikeriilt kikliszobolni a fenti hidnyosségokat.
Véltozatlanul megmaradt azonban egy az &teresztlképes-
ségi /transzport/ vizsgédlatok és més felhaszndlédsi le-
het8ségek Utjédba jelent8s akaddlyt gorditd tulajdonség,
a kis bezért térfogat. E kedvezltlen tulajdonsdg meg-
védltoztatésa miatt volt sziikség a liposzdmék legijabb
csalddjénak, a nagy egyrétegli liposzdméknak a kifejlesz-
tésére., Mindezidédig azonban nem ismeriink olyasn mdédszert,
amellyel nagyméretii, megktzelitlen monodiszperz liposzd-
mékat megbizhatd médon tudnénk eldéllitani, igy jelen-
leg a kis, egyrétegl liposzdmék szolgédlhatnak legalkal-



a médszer elnevezése elényei hétrdnyai

nehezen reprodukél=-

ultraghangos kezeles heté /h6, oxiddeid,

/fagyasztés-olvasztds/ gyors

fémnyomok/

: tvolit4e |reprodukdl-] igen lassi +

tenzid eltavol;tas hakd tenzidnyomok
injektélésos mdédszer reﬁzggukal— 0lddszernyomok

II. tdblézat: kis, egyrétegl liposzdmék eld-
&d11itésénak médszerei, rovid értékelésiik

masabb vizsgdlati rendszeriinkként.

Tekintslik ét roviden a kis:egyrétegﬁ liposzdmék eld&dl-
litédsénak médjait /II. téblézat; Racker és mtsai, 19753
Pagano és Weinstein, 1978/. A legrégebben és talédn leg-
gyakrabban alkalmazott mddszer a tobbrétegl liposzdmék
ultrahangos kezelése -szonikélésa~ /Huang, 1969/. A méd-
szer felbecslilhetetlen ellnye gyorsasdgéban rejlik.
Ugyanakkor alkalmazdsa sorén egyre t0bb hétrénys vélt
ismeretessé., Igy az elSdllitott liposzdmék jellemzdi
igen erésen fliggenek a kisérleti feltételektSl /energies-
mennyisége berendezés alakja, mérete, stb./ ezdltal a
k,pott rendszerek nagymértékben Ssszehasonlithatatlanok-
ké és reprodukélhatatlanokké vélnak. A szonikZld fej
kozvetlen kdrnyezetében az energiassiirliség igen magas,
kavitécid, aeroszolképzbdés léphet fel, amennyiben a
kisérletet nem nitrogén, vagy argonatmoszféréban viégez-
zilkk, ez el8segiti a lipideg oxidécidjét. Nagy a lokélis
tilmelegedés veszélye is. A szonikéld fejbll kontrolé-
latlan mennyiségii fémnyomok /pl. Ti/ keriilhetnek az ol-
datba, stb. A médszer egyik tovébbfejlesztett véltoza-
ta a fagyasztés-olvasztdésos technika /Kasahara és Hink-
le, 1977/, amely monodiszperzebb rendszereket’szolgél-



tat, de mivel az ultrahangos kezelést részmozzanatként
tartalmazza, a fenti hibdkkal terhelt.

A mésik széleskdrben alkalmazott technika valamely
tenzid /éltaléban Na-kolét/ lipidekkel vizes kSzegben
képzett vegyes micelldjébdl a tenzid fokozatos eltdvo-
litédséval /dializisével/ alakitja ki a liposzdmékat.
Ezt az utat kovetve eredményeink sokkal ink&bb repro-
dukdlhatdk lesznek. A médszer hétrénya lassiséga /a
dializis t6bb napot vesz igénybe/, illetve a membrin-
ban maradd tenzidnyomok zavard hatédsa /Allen és mtsai,
1980/

Kevéssé elterjedt technika az, amikor szerves o0ldé-
szerben /pl. etanol/ oldott lipidet gyorsan keverte-
tett vizes kOzegbe fecskendezlink és ezdltal hozzuk
létre a liposzOmés szerkezetet /Batzri és Korn, 1973;
Kremer és mtsai, 1977/. Ugyan a reprodukélhatdéség itt
is biztositott, €s a mddszer gyorsaséga sem hagy kilo-
nosebb kivédnnivaldét maga utén, de a szerves olddszer
/kb. fél-egy napot igénybevevs/ kidializdlésa itt sem
tudja teljesen eltévolitani a membrénstruktiréba beé-
plilt segédanyagot.

Léthaté tehdét, hogy egyik mddszer sem rendelkezik
kizérdlagos eldnydkkel, igy a koriilmények €s a kove-
telmények ismeretében mindig az adott esetre kell
mérlegelniink, hogy melyiket vélasztjuk.

Végezetiill néhdny szdban a liposzdmék felhaszndlési
lehet8ségeirbl., A mér emlitett alapkutatésbeli jelen-
t8séglik mellett /lipid-fehérje, lipid-nukleinsav kol-
csbnhatésok vizsgdlata, membrénenzimek mikodésének,
szagbdlyozésdnak mélyebb megismerése, transzportfolya-
matok kutatésa, stb./ gydgyészati alkalmazdsuk is
egyre igéretesebbnek tinik /Weinstein, 1981/. Szémos
kutatdécsoport dolgozik annak a feladatnak a megoldé-
gén, hogy hogyan lehetne a liposzdmékba minél haté-



konyabban beépitett vegyianyagot egy adott sejtcsoport-
ba szelektiven bejuttatni. A jénéhdny betegség /pl. en-
zimhiényok, nehézfém-mérgezések, iziileti gyulladds, a
rék bizonyos fajtdi, stb./ gydgyitdsdban elért eredmé-
nyek biztatdak.

201.2., Membrédnfehérjék izoldlésa

A membrénfehérjéknek a lipidmembrénnal vald k8lcson-
hatésuk természete szerint alapvetben két fajtédjét tud-
Juk megkildnbtztetni. Az izoldlanddé fehérjének e fel=-
osztéds alapjén egyik vagy mésik csoporthoz vald tarto-
zésa izo0ldlésdnak f£8 médszereit is meghatérozza.

A membrénhoz elektrosztatikus erdkkel k5t6d8 fehérjé-
ket periféridlis membrénfehérjéknek nevezzilk, Eltévoli-
tdsuk keldtképzd anyagokksl /a kétértékil jonok megkdté-
ge/, megndvelt ioner8sség, vagy pH vdltoztatds segitsé-
gével tdrténhet. A kblcsonhatds tipusa szerinti midsik
csoportot a membrénba hidrofdéb erlk segitségével beépli-
18 fehérjék, az tn. integréns membrénfehérjék alkotjdk.
E fehérjék elkiilonitése csak a membrdn szerkezetének
megbontéséval lehetséges.

A membrénok megbontdsdra €s egyittal az integréns
membrénfehérjék kiszabaditdsdra a legrégebben alkalma-
zott mdédszer a kiltnbozl szerves olddszerekkel - illet-
Ve ezek keverékeivel, pl.: metanol, kloroform, fenol,
stb. - vald kezelés volt /Helenius és Simons, 1975/. A
médszer alapvetS hdtrdnya, hogy ilyen koriilmények ko=
z0%t a membrénfehérjék nagy része irreverzibilisen de-
naturdldédik. Az tgynevezett kaotrdp anyagpk /jodidok,
perklorétok, rodanidok, illetve Li-dijdédszalicilsav,
stb./ alkalmazdsa hasonld veszélyekkel jérhat.

Egy igen elterjedt-médszer azt a lehetSséget haszndl-
ja ki, hogy az integréns membrénfehérjék jelentls ré=
csze /pl. tripszinnel, papainnal stb. végrehajtott/ rész-



leges proteolizis hatéséra a membrénrdl oldhatdé, globu-
léris fehérjeként levélaszthatd. Az eljérds gyors és
egyszeri, az esetek tSbbségében megleplen kiméletes.
Tovébbi ellnye, hogy alkalmazdsdval jSl kezelhetd és
igy az enzimoldgiai vizsgdlatokra igen alkalmas fehér-
jéket kapunk. Alapvetlé hdtrédnya viszont, hogy az igy
kapott preparétum amfipatikus sajdtsdgait elvesztette,
bérmilyen lipidasszocidtumba vald beéplilésre képtelen)
és igy tulajdonségai sem biztos, mindenben megegyeznek
a membrdnkdrnyezetben eléforduld, ép enzimével,

Az izo0l&lés sorén felmeriild problémék eddig leghaté-
sosabb megolddsét a klilonbdzl tenzidek alkalmazdsa je-
lentette. A kezdeti prdbdlkozdsok sorén olyan szinteti-
kus, ionos tenzideket haszndltak, mint a Na-dodecil-
szulfét, illetve a dodecil-piridinium-klorid /Szteroge-
nol/. Az izoldlt enzimeket kérositd hatdsuk felismeré-
se utdn tértek 4t a sokkal kiméletesebbnek bizonyult
epesavsdkra /Na-kolét, Na-dezoxikoldt, stb./. Az epe-
savslk elterjedésével péarhuzamosan héditottak tért a
legklildnboz8bb nemionos tenzidek is, mint a polioxieti-
lén-p-t-oktilfenoléterek —- pl.: TRITON X-loo --, a
polioxietilén-alkoholok == pl.: LUBROL WX -- stb.

Jelenleg a membrénok megbontésdra szolgdld véltoza-
tos eszkozok sokaségédbdl /amelyekbe a fentieken kiviil
pl. az ultrahanggal t0rténd kezelés is beletartozik/
vélaszthatjuk ki az izolélandd fehérje természetének
és mds korlilményeknek leginkébb megfelellt.

A membrénokbdl eltdvolitott fehérjéket a szokésos el-
vélasztési mdédszereken /kicsapédsos frakciondlés, extmak-
cidé, kromatogréfia, ioncsere, stb., stb./ kivill egyre
gyakrabban vetik ald affinitédskromatogrdfidnak is. Itt
vagy az adott enzim valamely szubsztrétjdval mutatott
specifikus k6t8dését, vagy a fehérjét boritd cukorré-
szek immobilizélt lektinekkel /pl. concanavalin-A, fi=
tohemagglutin, stb./ torténd asszocidcidjét haszndljék

ki az elvédlasztéds szempontjébdl.



2¢1.3. Membrénfehérjék in vitro vieszaépitése a membrénba

Attdl fligglen, hogy a membrénfehérjéket mdshonnan i-
z0ldlt /esetleg szintetikus/ lipidbe, illetve eredeti
lipidkdrnyezetilkbe épitjiik be, beszélhetiink membrénfe-
hérjék mesterséges membrénba vald beépitésérdl, illet-
ve visszaépitésérbl /rekonstrukcidjdrdl/. Mivel az al-
kalmazott technika és a lezajld folyamatok ugyanazok,

a két alesetet egylitt térgyalom. A 241sl. fejezetben
ismertetett okok miatt a mesterséges membrinok koziil
csak a kis, egyrétegi liposzdmdkba vald beepltessel fo-
gok foglalkozni.

ITI. téblézat: a membrénfehérjék visszadépitésének
médszerei, rovid értékelésiik

a médszer elnevezése elényei hédtrényai

I. pérhuzamos beépités

ultrahangos kezelés hé, denaturécid,
/fagyasztis-olvasztis/ hidrolizis
: tenzid inhibi-
'1 P -
tenzid eltévolités t41, denatursl

L orientdcid meg-

',_i ’ . 4
I1I, utélagos beépités hatérozott

tenziddel kiméletes

csak savas llplr
dek esetén jo

ionos nechanizmussal I kiméletes

o enzimrendszeq meghatdrozott 1i-
IIT. fizid rek ki€pitesq pidosszetétel kell

/ V. a II. tébldzattal is! /
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A beépitésnek alapvetSen két formdja lehetséges. Vagy
a mér elézlleg elkészitett liposzdméba épitjlikk be az u-
tdélag hozzdadott membrénfehérjét, vagy a beépités a li-
poszémék keletkezésével pdrhuzamosan torténik. Mindezek-
b8l ktvetkezik, hogy a membrénfehérjék visszaépitésének
a liposzdémék elbéllitéséra szolgdld mdédszereken kell a=-
lapulnia /III. téblézat; Razin, 1972; Gennis és Jonas,
1976; Racker, 1979/.

A III, t2bldzatbdl léthatd, hogy adott mdédszer elénye-
inek é€s hdtrdnyainak megitélésekor a liposzdémék készité-
se sorén figyelembevett szempontokon 4l itt még a memb-

- rénfehérjék érzékenységével is szémolnunk kell. Igy az
'wltrahangos kezelés a fehérjét is kérositja, a tenzid
denaturdld, adott esetben az enzimet gédtldé hatési lehet.
Az utdlagos /tehét a mér kordbban elkészitett liposzd-
mékat alkalmazé/ beépitési mddszerek éppen a fehérjéket
kiméld hatésuk miatt nagy jelentCségliek. Hétrédnyuk, hogy
a beéplilt fehérjék értelemszeriien szinte kizdrdlag kife-
1€ orientdltak., Bonyolultabb enzimrendszerek rekonstruk-
cidjénak egyik perspektivikus utjaként tekinthetjlik az
akér kilonbozd mdédszerrel beépitett eltérd enzimeket
tartalmazdé liposzdmék flziondltatdsédt. A mdédszer egye-
diili hétrénya, hogy a liposzdmék fizidjdt e18idéz8 ko-
rilmények kialakitésa igen gondos munkét igényel.

A II, és a III., téblézat Osszehasonlitdsa sordn kiti-
nilk, hogy az injektélésos mdédszer membrdnfehérjék visz-
szaépitésére v.16 alkalmazédsa az irodalomban nem szere-
pel. Kisérletes munkém egyik célja ennek a mdédszernek
a kiprébélésa volt.

2.l.4. lembrédnfehérjék membrédnba vald beéplilése in vivo

A citokémiai, immunhisztokémiai vizsgdlati mddszerek
fejlédésével egyre inkébb fény deriilt a membrénfehérjék
elhelyezkedésére a kiillonbozd sejtet hatdrold, illetve
sejten belilili membrénokban. A vizsgdlatok tanulsdgai
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szerint mind a membrénfehérjék irdnyultsdga a lipid
kettésrétegen beliil, mind a kiil5nb5z8 membrénok kozot-
ti megoszlésuk szigorian meghatdrozott /Rothman és
Lenard, 1977/. E vertikélis és laterdlis aszimmetria
kialakuldsénak magyarédzata a sejtben lezajlé szinte-
tikus folyamatok kutatdsédnak egyik sokat vizsgdlt, de
mind a mai napig megnyugtatdan nem tisztdzott része.

A kisérleti eredmények Osszegzésének elsd elméleti a-
lapja a Blobel és misai /Blobel és Sabatini, 1971;
Blobel és Dobberstein, 1975/ dltal feldllitott szigndl
hipotézis és ennek Rothman és Lenard /1977/ &ltel to-
vébbfejlesztett vdltozata volt /ld. 1. ébra/. Az elkép-
zelés szerint ugyanis a kivdlasztdsra keriild fehérjék
€s a membrénfehérjék jelentls részének szintézise so-
rén ellszdr egy "pre-N-termindlis" részlet keletkezik
a ®RNS-en 1év6, n., "szignél" alapjén. A kotShelyet
felismerve és kialakitva tulajdonképpen ez a peptid fe-
lelds a kezdetben szabad riboszdéméknak az endoplazmati-
kus retikulumhoz vald kot6déséért. A fehérjeszintézis
és az endoplazmatikus retikulum membrédnjén vald keresz-
tiljutés az elmélet szerint pérhuzamosan zajlik, ezek
utén az endoplazmatikus retikulumon kialakult pdruson
keresztiil a szintetizd16dS fehérje mind nagyobb szaka-
szai keriilnek 4t a retikulum tdlsd, ciszterndlis részé-
be. Membrdnfehérjék esetén végiil sor keriilhet annak a
C termindlis, vagy ahhoz k&zeli hidrofdb peptiddarab-
nak a szintézisére, amely a fehérjének a membrénhoz
vald kot6dését a tovédbbiakban biztositja.

Az elképzelés magyarézatot ad a membrénfehérjéknek
mind a kettSsrétegbeli, mind /az endoplazmatikus reti-
kulum és a Golgi rendszer membrénenzimeket elkiilonité
mechanizmusai feltételezésével -- Depierre és Dallner,
1975 ==/ a kiilonbdzl membrénokbeli eszimmetrikus elhe-
lyezkedésére. Az intenziven folydé kutatdsok eredménye-
képpen a kézelmiltban sikeriilt izolélni azt a 250 ez-
res rel. molekulattmegii savas, hidrofdb fehérjekomp-
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1, é&bra. A membrénfehérjék szintézisének magyarézatéra
kidolgozott elméletek. /A szintetizdl6ddé fehérje vastag
vonallal &brdzolt helikédlis részei a hidrofdéb szakaszo-
kat, a vékony vonallal kihizottak a hidrofil részeket
jeldlik; r -- riboszdma; ry és Dy = disszocidlt ribo-
széma; Rf == riboforin; p -- peptiddz.//Wickner, 1980
nyomén/

lexet, amely képes a szignédl felismerésére. Ugyancsak
iz0ld1tdk azt a 72 ezres rel. molekulatdmegii fehérjét,
amely az endoplazmatikus retikulum integréns részeként,
afféle "horgonyként" az elSbbi komplexet a riboszimé-
val egylitt elektrosztatikus kdlcsdnhatds segitségével
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az endoplazmatikus retikulumhoz rogziti /Meyer és
mtsai, 1982/, Ugyanakkor szdmtalan adat nem illeszt-
hetd az igy kialskult képbe: a szignél hipotézis &1-
tal feltételezett riboforinokat /az endoplazmatikus
retikulumban képz8d8 pdrust kialakitd hipotetikus
fehérjék/ mindeziddig nem sikeriilt izolélni, jénéhény
membrénfehérjét taldltak viszont, amelyik bizonyitha-
téan nem rendelkezett szigndl-szekvencidval, N-ter-
mindlisdval k6t6d5tt a membrénhoz, vagy tobbszdr fir-
ta &t a lipid kettSsréteget; membrénbeépiilése szig-
nifikédnsan a szintézise utén kovetkezett be, illetve
beépililéséhez fluid &llapott membrén, vagy mds, a szig-
ndl hipotézis dltal meg nem jbsolt feltételek kellet-
teke.

Ezen adatok ismeretében alkotta meg Wicknmer /1980/
az Un., "membrénfelismerb-konformécidé" elméletét /memb-
rane~-triggered-folding hypothesis; 1d. 1. &bra/, amely-
- nek lényege, hogy bizonyos membrénfehérjék eredetileg
hidrofil, a citoszolban oldhaté forméban szintetizéldd-
nak, majd szubsztrétjuk, esetleg maga a membrédn &ltal
elésegitett direndezddésiik folytén keriil a felszinre az
a hidrofdéb részlet, amely ezek utén spontén mdédon rodg-
ziti e membrénenzimeket az adott membrénhoz.

A spontén beépiilés lehetdségével szémtalan szerzd
foglalkozott /osszefoglalds: Heinrich, 1982/, Néhdnyan,
mint a "hurok-modell" szerz6i Haleouya és Inouye /1979/
vagy Garnier és mtsai /1980/ az ismert szigndlok Gssze-
tételébll /a bézikus, illetve savas aminosavak a hidro-
féb aminosavak k&zt6tti elhelyezkedésébSl/ prébéltak
kovetkeztetéseket levonni a szigndl, illetve a transz-
protdlanddé fehérje elhelyezkedésére a membrdnon beliil;
mésok, igy von Hejne /1981/ és a "hélix~hajti" elmélet
szerz8i Steitz és mtsail /1982/ a spontén beépiilés le-
hetbségét energetikai megfontolésok alapjén igazolték.

Léthaté tehé&t, hogy a kilénbozl membrénenzimek memb-
rénbeépitésének vizsgélata ezen elképzelések pontosi-



= 15 =

tédséhoz is szolgdlhat részletekkel.

2.2, AY-glutamil transzpeptiddz tulajdonségai, funkcidja
2.2.1, Definicib, az enzim &ltal katalizdlt reakcidk

A ¥-glutamil transzpeptiddz /J-GT, EC: 2.3.2.2./ egy
olyan sejtmembrénhoz kotott glikoproteid, amely a¥glu-
tamil vegyiiletek ¥-glutamil csoportjénak aminosavakra,
peptidekre és vizre valé &tvitelét katalizdlja.

Dakin és Dudley /1913/ hetven éve mutatta ki a glu-
tation /GSH/ hasnydlmirigybeli degradécidjét. Ez a meg-
figyelés utalt eldszdr a traﬁszpeptidéz 1étére. Jéné-
hény évvel kés8bb Hanes és mtsai /1950, 1952/ bizonyi-
tottdk be, hogy e lebomlds kezd8 1lépése a kdvetkezd
enzimreakcidban keresendd:

GSH + aminosav = #-Glu-sminosav + Cys-Gly Eﬂ

Az enzim dltal katalizdlt reakcilk kbre azonban ennél
jéval tégabb: megfeleld "¢-Glu donorrdl" /§-Glu pepti-
dek, de glutamin is/ képes a J=Glu csoportot az "gkcep-
torra" /aminosavskra, peptidekre,de vizre is/ transz-
portdlni /Hanes és mtsai, 1952; Tate és Meister, 1975/:

Y-Glu-X + Akc = P-Glu-ake + X [2]

A fenti &ltalénos reakcidé egy specidlis esete az auto-
transzpeptidécid, amely L-glutaminsavat tartalmazé ve-
cyliletek esetén 811anddé kisérSje a transzpeptiddld re-
akcidnak, s6t az aktivdld hatdsi akceptor hidnya esetén
dominénssd is vélhat /Meister és Tate, 1976; Tate és
Meister, 1981/:

2 ¥-Glu-X = Y-Glu- ¥F-Glu-X + X [3]

-

Osszefoglalve tekdt elmondhetjuk, hogy akceptor tévollé~
tében a vegylilet hidrolizise és autotranszpeptidécidja
.zajlik le. Amennyiben a reakcidelegyben megfelelS akcep-
tor /pl. GlyGly, amely a leghatékonyabbak egyike/ van
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jelen, a reakcid sebessége ugrésszeriien megnl, és f6 re-
akcidittd a f2] egyenlettel leirhatdé transzpeptiddcid
vélik.

A folyamat tipikue ping-pong kinetikdt mutat /Tate és
Meister, 1974/b/, amelyben glutamin esetén a [4], min-
den més esetben pedig az [5] egyenletbeli &talakulds
a sebességmeghatérozd /Thompson és Meister, 1979/:

J-Glu-E + X [4]

¥-Glu-Akc + E [5]
/E = enzim/

V-Glu-X + E
¥-Glu-E + Ake

n

A kiilonbszd8 forrdsokbdl izoldlt transzpeptiddzok
szubgsztrdtspecificitésa k6z6tt jé egyezés taldlhatds
donorként szinte bdérmilyen /C-termindlisként nem nagy
térigényl aminosavat tartalmazd/ természetes, vagy szin-
tetikus Y-glutamil di-, vagy tripeptid szdbajdhet, a
legjobb akceptornak pedig a neutrélis, nem elégazé lén-
ci aminosavak, dipeptidek bizonyultak /Tate és lleister,
1974/b, 1981; Meister és Tate, 1976/. E specificités=-
vizsgdlatok nagymértékben hozzéjérultak ahhoz, hogy ma
a ¥-GT aktiv centrumdrdl mér egy hozzdvetlleges képet
alkothatunk /1d. kovetkezd fejezet/.

A ¥-glutamil transzpeptiddznak még két katalitikus se-
jétedgdt fedezték fel. Az egyik az enzim kisebb alegysé-
gének a negyobbik alegységet lebontd tulajdonséga., E
proteclitikus folyamat a ¥P-GT nativ &llapotéban nem
megy végbe, kizdrdlag az elbzlleg egymdstdl elvélasz#
tott alegységek egymésrahatésakor tapasztalhatd /Gardell
és Tate, 1979, 1981/.

A mésik folyamat tulajdonképpen csek kdzvetve kapcso-
14dik az enzim miikodéséhez. Tate €s misai /1979/ fedez-
ték fel, hogy a transzpeptidéz jelenlétében a glutatien
glutationdiszulfiddd vald oxidécidja a sokszoroséra
gyorsul. A késlbbi vizsgdlatok /Griffith és Tate, 1980/
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tisztdztédk, hogy a GSH oxidécidjédt tulajdonképpen a
transzpeptidécidé sorén keletkezl Cys-Gly katalizdlja.
A Cys-Gly a glutationndl jdéval oxidébilisabb, igy a
GSH oxidécidjdt véfsbsoron egy nem enzimatikus 1épés,
a kialakult cisztinil-bisz-glicinnel veld hidrogén-
csere segiti eld.

2.2.2. Az enzim szerkezete

AT-glutamil transzpeptidéz membrénhoz k5tott gliko-
proteid. Izolélhatdsdgénak koriilményei, tenzidek hié-
nyéban észlelhetl aggregédcidja /pl. Hughey és Curthroys,
1976/ arra utal, hogy a sejtmembrén integréns részét
képezi. E tulajdonségok az enzim szerkezetébll adddnak.

Jelen tuddsunk szerint az enzimet két alegység al-
kotja, amelyb6l a kisebb 22, a nagyobb 46 ezres rels
molekuletomegil (patkényvese ¥-GT, Tate és Meister,
1981/. A membrénhoz vald kotldésért felells igen erd-
gen hidrofdéb rész a nagyobbik aslegységen talélhatd
/ld. 2. ébra/. Ez egy 52 aminosavat tartalmazé /pat-
kényvese ¥-GT, Hughey és mtsai, 1979; Matsuda és
mtsal, 1980/b; Frielle és Curthroys, 1982/ polipeptid,
amely az alegység N-terminédlis részletét képezi és a
globuldris fehérjébll kinydlva szabadon &l1l. Emiett
kiilsnbsz6 profeolitikus enzimekkel /ple.: papain, bro-
melain, fiecin, tripszin, stb./ szelektiven hasithatd.
Az enzim feliiletét borit¢ oligoszacharidok a tovébbi
lebontdst meggdtoljdk.,

Az enzim aktiv centruma két részbll, a donor és az
akceptor kotShelyébdl éll. A donor vegylilet a gluta-
minsav ¥-karboxiljén keresztiil egy a kisebbik alegy-
gégen 1€évs hidrbxilcsoporthoz k6tédik /Elce, 1980;
Thompson ég Meister, 1979; Tate és Meister, 1977,1981/.
Az skceptor kotbhelyét még nem sikeriilt megbizhatdan
lokelizdlni. Az aktiv centrum részét képezi egy a kis
alegységben taldlhaté Arg és His csoport is /Iwami
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2. ébra: a ¥-GT szerkezetének és elhelyezkedésének sema-
tikue dbrézolédsa. /A csak feltételezések alapjén beraj-
zolhatd részeket szaggatott vonallal és kérdSjellel je-
161tem., Az "Y"-ok a glikozildltségres utalnak, a nyilak
a proteolitikus hasitds helyét jel®lik./

és mtsai, 1981; Milnerowitz és mtesai, 1981/. Echetebu
és Moss /1982/b/ nemrégen megjelent kidzleménye egy
20000 kbriili relativ molekulatimegli aktiv enzim meg-
talédldsdrdl tuddsit, ami alapjén mindkét kotShelyet

a kisebbik alegység részének kellene tartanunk, Ennek
a feltételezésnek ellentmondanak Ding és mtsai /1982/
vizegdlatai, akik a ¥-GT radioaktiv sugérzés hatdséra
bekdvetkezl inaktivdlddésénak tenulményozdsébdl arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy mindkét alegység
részt vesz a katalitikus folyamatban. Az aktiv centrum
szerkezetérdl birtokunkban 1év8 ismeretek hidnyossd-
géra utal Horiuchi és mtsai /1978/ kozleménye is, a-
meiyben az enzimet glegységeire egzétvédlasztva a na-
gyobbik alegységet katalitikusan aktivnak taldltédk,
és ebbll, valamint egy kovalensen k5t8d8 inhibitor,

a 6-=diazo-5-oxo-L-norleucin ugyancsak a nagy alegy-
séghez vald ko18désébSl egy mésodik kotShely jelenlé-
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tére kdvetkeztettek. Egy mésodik kotShely 1étét td-
masztjédk ald Shakespeare ésg mtsai /1982/ hédenaturd-
cibés kisérletei is.

Thompson és Meister /1979/ érdekes elképzelést kozGl-
tek az enzimnek /a reakcid kdzben lezajldéddé/ konformé-
ciévéltozdsdrdl. E szerint a donorként szerepld ¥-Glu
peptid megfeleld része -- pl. a glutation glicinje --
"aktiv" konformécidba vinné 8t a transzpeptiddzt. Erre
a glutamin hidrolizise esetén a maledt /illetve termé-
szetes vegyliletként a hippursav €és szédrmazékai -
Thompson és Meister, 1980 - / szolgélna, amelynek tér-
alkata a megfelelS médon elhelyezett glicin részlettel
meglepS egyezést mutat.

Az enzim glikoproteid. Munkatérsam vizsgélatai sze=~
rint tobb izomer formdja létezik: ezek hexdzisszetéte-
le klilonbsz6 /Varga €és mtsai, 1980/. Az izomerek immo-
biliz&lt EBoncanavalin-A-val végzett affinitiv kromatog-
réfia segitségével egyméstdl elvélaszthatdk. Az oligo-
szacharid léncok végét szialinsavak alkctjék. Emiatt
keriil az enzim izoelektromos pontja az elég erlsen sa-
vas tartoményba. /Izoléltak mér pH 3-4 koriili izoelek=
tromos pontd izoenzimeket is./ Legljabban llatsuda és
mtsai /1980/a/ mutatték ki, hogy a ¥-GT molekula e ré-
sze nem olyan stabil, mint azt korébban hitték. Igy az
izoldlds kbzben sok /javarészt &l-/ izozim nyerhetd, a-
melyek szialinsavtartalma, és ebbdll kdveEkezGen izoe~-
lektromos pontja is mds. A teljesen deszialilélt enzim
izoelektromos pontja pH 8.6 kdril van,

2.243. Jelenlegi ismereteink az enzim funkcidjérdl

A y;GT tellulédris funkcidjéval kapcsolatos vélemények
ellentétesek, A& transzpeptiddld reakcid [2] , felfede~
zése utdn Hanes dgy vélte /Hanes és mtsai, 1950,1952/,.
hogy a folyamat a fehérjeszintézisben jétszik szerepet.
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Azonban mér kortdrsai kozill is néhényan felhivié -
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cyvelmet arra, hogy a reakcid része lehet az aminosav-

|}

transzportot szabdlyozd-lebonyolitd folyamatoknak
/Blnﬁley, 1951/

A glutation metabolizmusédban szerepet jétszdO enzimek
z0lélésa utén lleister ég Orlowski /Orlowski és lleister,
1970; Meister, 1973/ irta le az Ugynevezett F-glutamil
ciklust /1d. 3. &bra/, amelynek kulcsenzime, a §-GT
-- 2 szerz8k véleménye szerint -- az extracelluldris e-
redetil aminosavakat ¥-glutamil-aminosavként &t is jut-

tatja a sejt membrénjén,

A 3. &brébdél 1d4thatd, hogy a ciklus hat enzime kozll

coupén egy, a §-GT kotédik a plazmamembrénhoz, a ttbbi
5t a citoplazméban mutathatdéd ki. A ¥-zlutamil-aminosav-

(transzportalandd aminosav)

AS intercelluldris tér
“Iiran

T R s ) V|

intracelluldris ter

Crs=Gy  -Glu-Cys-Gly (GSH)
7-Glu-AS .

[PEPTI0Az ] [6éuTaTioN SzINTETAZ |
ATP
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V- Glu—Cys )

lEP'-—- GLUTAMIL ~CIs1TEIN s2iMTETh7]
ATP

oL Mt
N o —

Soxoprolin s we+es

3. &bra: a ¥Y-glutamil ciklus




ként g membrénon &tjutd aminosavat a Y-glutamil cik-
lotrenszferéz szabaditja fel a Y-glutamil kotésbbl,

A tobbi négy enzim véglil is a glutstion regeneridlé-
séhoz szilkséges reakcidkat katalizdlja. Az is kide~
ril az &brédbdl, hogy Ynmagéban a keletkezett J-gluta-
mil-gminosav nem szolgél J-glutamil donorként egy ko-
vetkezl aminosav széméra, igy minden molekule amino-
sav trenszportjéra -- a glutetion reszintézise miatt
-= hdrom molekuls ATP termindlis foszfétkttésének

az energidja forditddik., A kisérletek tanulségs sze-
rint a két szintetdz enzim komplexet alkot, a végter—
mékiikként keletkez8 glutation sajét képzddésére regu-
1416 hatdesal bir.

Szémos tény 8261l e ciklus léte, milkbdése mellett:

a./ Az elmilt években /e GSH analdgokkel egylitt/ csak-
nem szdz ¥=-Glu peptidet izoléltak kiilonbozd szo-
vetekbll,

b./ A transzpeptiddzt -- fOként hisztokémiai reakci=-
dkkal -- olyan szdvetekben, szervekben lokalizédl-
tdk, ahol az sminosavek transzportja a legnagyobb
/Tate és Meister, 1981/. Igy pl.:

- & vesében, sz elsbrendil kenyarulatos csatorna
kefeszegélyének mikrovillusaiban, rendeszerint a
csicsokon koncentrdlva /Rutenberg és mtsai,1969;
Marathe €s mtsai, 1979; Szewczuk és mtsai, 1980;
Shimada €s mtsai, 1982/;

- a vékonybélben /ezen belill leginkébb az éhbél-
ben/ taldlhatd bolyhok kefeszegélyének mikro-
villuseiban, kiiléntsen ezen kb, 2 p hosszuségd
nydlvényok csicsain /Marathe és mtsai, 1979;
Szewczuk és mtsai, 1980/;




- az agy oldalkamrdiba nyild, az agygerincveldi fo-

rmelé érfonadék /choroid plexus/ epi-~

thel sejtjeiben /Orlowski ¢s mtsai, 1974; Okonkwo

s 1974; Reyes és Prather, 1976/; a gerinc-

velé kozépsé csatornédjénsk epitheliuméban /Shirre

er, 1981/; az agykapilldrisok a vér-agygd-

tat képezl epitheliuméban /Varga és mtsai, 1977;
Shirre és Haber, 1981/;

- a szem sugértestje -- a csarnokvizet termeld --
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kiemelkedéseinek epithel sejtjeiben /Ross és
1973/;

vagocsgkak epithel sejtjeinek mikrovillu-
saiban /Tate ée leister, 1981/;

- szémos killsé és belsbelvélasztdsy mirigy, igy a

(‘J\

tejmirigyek, a hasnydlmirigy, a méjbeli epevezetlk
s illéricok, a méhnydlkahérty=, a méhkirt,
g herék, a mellékherék, a pTOSZuaba, a pjzemirigy,

L
ctb. epithel sejtjeiben /Tate és lleister, 1981/.

d
ré ple. a don ation, akceptor zminosavsk
trétok /pl donor glutation, pto 0 .
stb./ metzbolizmusénak, turnoverének vizsgdlata.

L
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-
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Izy ple.: aminosav tullterhelés esetén a vese glut
cn szintje cstkken, turnovere megnd, jelez¥e, hogy
Osszefliggées van a2z aminosav resbszorpeid és a gluta-
ti on vesében jétszolt szerepe kozott. A transzpepti~-
zt gftolva, a GSH szintje a tobbletként adott ami-
nosavak jelenlététen ie véltozetlan marad /Griffith
m i 79/, Vifla és mtsai /1

e a

g igye tek meg szpptatés patkényok tejmirig;
nek vizsgdlata cordn. Amennyiben a- transzpeptiddz
aktivitdsdt maledt addséval s glutation hidrolizise
irényéba toljuk el, aminosavuria 16p fel /Tate €e



leister, 1974/a/. Griffith és mtsai /1981/ a F-glu-
tamil transzpeptiddz enzimakitivitésdnak részleges
hignyéban szenvedl betegek vizsgdlatéval kimutatték,
hogy a betegek vizeletében kimutsthaté P-Glu-Cys
dését a ¥-GT katalizdlja.

2y

Ha a ciklus egy késbbbi reakcidt katalizdld tag-
jét, az 5=-oxoprolindz enzimet /1ld. 3. ébra/ gétol-
juk, az 5-oxoprolin mennyisége megnl, aminosav add-
sa utdn pedig sokkal magasabb koncentrdcidt ér el
/Orlowski és Wilk, 1975/. Az 5-oxoprolin felhalmo-
zédésa olyan peptidek addsa utén is megfigyelhetd,
amelyek nem kozvetlen szubsztrétjai az 5-oxoprolin
keletkezését katalizdld Y-glutamil-ciklotranszferéz~
nak. Atalakuldsukban a ¥P-CGT hatésa az elsCdleges
Orlowski és Wilk, 1976/. E megfigyelések 2 ¥-gluta-
mil ciklus milkbdésével jol megyardzhatdak.
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igen zlacsony. 4 01klusban a glutation keletkezé-
sét megellzé ¥-glutamil-cisztein felgylilése megnbdve-

roprolint szintetizdld ¥-glutamil-ciklo-

zferédz aktivitését,amely e dipeptidet /mint e-
gyik legjobb szubsztrétjdt/ 5-oxoprolinné alakitja
&t /lleister és Tate, 1976/.

Hasonld mdédszerek alkalmazéséval a ve
id plexus és a szem sugértestje vizsgdlativa

isérleti eredmények /Orlowski, 1976
Tate, 1976/ jé1 magyesrézhatdk a P=Glu
gének Teltételezésével. Az a néhény kez
lény /éleszté - Pennincxx €s mtsai, 1980 -; hidr
Danner és mtsai, 1978 - /, amelyekben a ¥-Glu cik=-
lus 1éte kGzel bizonyitott, jo kiindulédsi alapul

# —

szolgélhat a késdbbi kisérletek szaméra. E vizsgé-




Bér

menyeu

enzimek /de kiil

latok ilyen egyszeriibb, szinte modellrendszerként

kezelhetS alanyokon jobban megvaldsithatdk,

Bér az in vivo koriilményeket kevéghé megktzelitd,

de Ubb és igy definidlhatdébb modell-
ként mesterséges membrinok /Ps liposzdémék/ ig al-
kalmazhatdk a eiklus miikddésének vizegélatéra, Ezt

jéval egyszeri

felhasznédlva Sikka
aminosavtranszport
tékét. Az amerikai
folipid vezikuléba

és Kalra /1980/ szolgéltatta az
eddigi legkbdzvetlenebb bizonyi-
kutatdk a transzpeptiddzt fosz—
épitve bizonyitottik a radioak-

r
#Glu ciklus 1€tét by

tiv glutaminsav transzportjdt. Kisérleteik szerint
az intravezikuldris glutationbdl és a kivilre ada-
€01t jelzett glutaminsavbdl ¥=Glu=Glu keletkezik.

£

erosen alc:'tc‘ma“"Z'tJu:Z a

sérdl vallott véle~

ekt bizonyitékok:
iklus

indi

ezen
It erSgen
tszd ?—-GT/ 8z

k értékelésérdl

et
c1.
D [U\

szekmai
fontos ellenve-

Szémos cikk jelent meg, amely mind az in vivo reng-
¢e mtsai, 1979; Sikka és Kalra

sérletekben /pl. Inoue és

erekben /Hughey
80/, mind az in vivo ki
sai, 1977/a; Tsao és Curthroys,
totta, hogy a ¥=GT aktiv centruméval a membrén kiil-
s6 oldala felé fordulva helyezkedik el, Ez a tény
ellenimond & ¥-Glu cikluerdl kialekitott korébbi
2-3, &bra/.

B M
ck A0 t--'
0

1980/ hebiconyi-

€ltal katalizdlt reakeidk ismeruetése
tem, hogy donorként glut
A -,-\ec-

szerepelhet.
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tlen glutemindz aktivitds a ¥=GT katalitikus funk-
a -= el0sz0r Tate és lieister /1975/ hividk fel
gyelmet. Mivel 2 vese kefeszegélymembrénja men-

Al

i6j
Tig

c- Q U’;

én lokdlisan jelentkezd pH és koncentrdcidviszo-
nyokrdl praktikusan sernmilven informécidnk nincsen,
& Y=GT transzpeptiddldé és hidrolizsld sajétségénak
in vivo arényédra az irodalomban elég szélslséges
becslések taldlhatdék. Reakcidkinetikai megfontolésok
alapjén Allison és Meister /1981/ bizonyitottnak vé-
1i a ¥~GT in vivo transzpeptiddld sajétségit.
lieIntyre és Curthroys /1979/, Elce és Broxmeyer
/1976/ valemint Welbourne és mtsai /19€0/ més kori
mények kbz8tt végzett hasonld kisérletek alapjén ar-
ra a kivetkeztetésre jutnak, hogy a J=GT £6 funkcid-
Ja @ transzpeptidécid helyett az extracelluldris
glutation hidrolizise, A lekoztlt vélekedések mésik
végletének Leﬁ_rthetjﬁk Bregar és litsai /1980/ ered-
& transzpeptiddld szktivisd

g\

ményeit, amelyek alap
t£st B cluizﬁln—gzintetéz enzim nem fizioldgsids mel-

tar:)cl

s

ce/ A helyzetet tovébb bonyolitja az enzim vesében vald
edése:ol 8z016 ciklkek ellentmondédsossiga:

liamelok €s mtsai /1980/ j mddszerek alkalmazisidval
e*brznwu ra jellemz$é t5bbi transzpor-
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1418 rendszertll elklilonitették a ¥-GT aktivitdsdt.
Heinle €s Wendel /1977/ a vesecsatorndcskék /nefro=-
nok/ igen kis részleteit vizsgélva a ¥-Glu ciklus

enzimeit leginkdbb a Henle kacsban t218lték neg, a-

.

mely koztudomdsian cseké y szerepet jétszik sz ami-

nosavak reabszorpcidjéban. Az enzimek a kiil8nbszs

5

riszekben mind abszolidt médon, mind egyméshoz viszo-
nyitottan més mennyiségben fordultak eld. /Ez elég-

g€ meglepl egy intezrdlt egészként elképzlelt rend-
ben Sochov és mtsai

szer tagjaitdl./ Veliik ellentét
/1980/ a vesetestecskékhez k&tdtten is szdmoitevd
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¥=GT ektivitdst mutattak ki. /A glomerulusbeli en-
zimaktiviids mértéke az Osszaktivitds 15 %-a volt./

d./ Elettani kisérletek és klinikai megfigyelések is
szdlnak a korébbi feltételezések ellen, Schulmann
€s mtsai /1975/ olyan betegrdél szdmoltsk be, aki
szinte teljes Y=-GT hidnyban szenvedett. Ennek el-
lenére vizeletében az aminosavak normdlis koncent-
réciéjdval szemben az liritett glutation mennyisége
volt kérosan magas. Tovébbi kisérletek is /Inoue ég
mtsai, 1977/a-b; Pellefigue és mtsai, 1976/ az ami-
nosav anyagcsere a ¥-Glu ciklus egy vagy tobb enzi-
mének blokkoldsa melletti zavaritalansdgédrdél szdmol-
nak be,

1977-161 napjainkig szémos elképzelés sziiletett ezen el-
lentmonddsok feloldéséra, azonban kielégitd magyardzatot
adni mindezidéig nem sikeriilt,

A dglutamil transzpeptiddznak az €18 szervezetben be-
t61t6tt szerepérfl alkotott képiinket tovébb gezdagitjdk
és egyben bonyolitjék a kbvetkezd megfigyelések, felté-
telezések,

Legijabban a Meister és mtsai &ltal kapott kisérleti
eredmények nyomén az enzinek a glutation kSrforgalméban
jétszott szerepe keriilt az érdeklddés kbzéppontjéba
/Griffith és lleister, 1979,1980; Griffith és mtsai,
1980; Anderson é€s mtsai, 1980/. A kisérletek tanulséga,
valamint a beldlilk levont kovetkeztetések szerint a
glutationnak & sejtkorili térbe vald kijuttatdsa a sej-
tek &ltaldnos tulajdonsdga. A vér alacsony glutation
koncentrécidiét a szervezet bizonyos pontjain, pl. a
vesében felhemozott ¥-GT &1litja be. E szervek kdzdt-
ti korfolyamat célja még nem kelllen tisztdzotit: de-
toxikéld, illetve a sejtmembrénokat regenerdld szerepet
tulajdonitanak neki.

A transzpeptidéz dontden a plazmamembrinhoz kotott en-
"‘._1

-

zim, Az enzimet sz

or
ottevl mennyiségben mutatték ki a
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lépben és a limfocitdkon veld lokalizédcidja is siker-
rel jért /Marathe és misai, 1980; Novgorodsky és mtsai,
1976/. Felmeriilt annak a lehetlsége is, hogy a transz-
peptiddz a testfolyadékba kivdlasztott és hatdsédt ott
kifejté enzimként, vagy esetleg immunoglobulinként
viselkedhetne /Binkley és Wiesemann, 1975/, De Bault
igen s2ép és meggy6z6 kisérletekkel bizonyitotta, hogy
az agybell itranszpeptiddz aktivitds alapvetlen a glis
sejtekre jellemzd§ és pl. az agykapilldrisok endothel
sejtjei csak a veliik vald érintkezés utén mutatnak
szémottevs ¥-GT aktivitdst /De Bault és Caneille,1980;
Be Bault, 1981/. Ezek az eredmények elképzelhetlvé
teszik, hogy az enzimnek van valamilyen szerepe g
sejtkozotti folyamatokban.

A Y=glutamil transzpeptiddz egyre nagyobb szerepet
kap & fermekoldgial kutatdsokban is. Anderson és mtsai
/1982/ kezdtek el foglelkozni & transzpeptiddz gzere-
pével e leukotriének étalakulédséban, Kutatdsaik kiter—
Jesztésével g prosztaglandinok biokémidjdnak egy eset=-
leges Uj fejezetére deriilhet fény,

A ¥-glutamil trenszpeptidéz ektivitdsdnak meghaté-
rozését elterjedt diagnosztizdlé médszerként alkalmez-
zék a klinikai gyaskorlatban. A kiilsnbszd sejtkozsttd,
illetve kivédlasztott nedvek, pl.: vér, vizelet, has-
nyél, epe, iziileti nedv, stb. megndvekedett ¥-GT akti-
vitésa alapjén a megfelell szervek betegségére lehet
kovetkeztetni, Ezzel kapcsolatos,egyelére csak elvi
Jelentdségli stletet irtak le Magnan és mtsai /1982/
nemrég megjelent cikkilkben: a fenti betegségek gydgyi-
tédséra elkalmas, de egyébként toxikus szerek T-gluta~
mil vegylilatként torténd "meszkirozdsdvaln g "pro-drug"
-0k egy Uj csalddjét lehetne kifejleszteni. A vildg
szémos pontjén folynak intenziv vizsgélatok g transzpep=-
tidéz krdénikus alkoholizmusban és killonboz6 rékos meg-



s OB ua

betegedésekben mutatott ektivitdsvéltozdsénaek rész-
letesebb megismerésére.

2.3. A kainsav, mint az agybeli glutaminsav-alapid
ingeriiletdttevédés hatékony befolyésolészere

A kainsevat /ezez a 2-karboxi-4/l-metil-etenil/-3=
=pirrolidinecetsavat, 1d. 4. &bra/, smelyet leggaz-
dasdgosabban tengeri moszatokbdl /pl. Digenea Simp-
lex/ lehet kinyerni, kezdetben féreghajtdként /pl.
ascaricidként/ hasznédltédk. A vegylilet a glutaminsav
adott konformdcibjédt rbgzitl enaldgjénak tekinthetd
/1d. 4. ébra/.

COQH

COOH
coOoK w_/* COOH

HN HyW

4. ébra: a ksinsav és a glutaminsav
szerkezete

Shinozaki és Konishi /1970/ irték le ellszor ennek
az eminosavszdrmazéknal: az idegrendszerre gyskorolt
hatésdt. Az azbta elvégzett vizsgdlatok sokasdga
szémtalan részlettel gazdagitotta a kainesav hatédsé-
nak leirédsét, igy napjeinkra vildgossézvéli, hogy
onél16 receptordn /receptorain/ mutatott hatésén ki-
vill valdsziniileg a szinaptikus résbe kijutdé gluta-
minsav felvételét is gétolni képes.
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2.3.1l. A kainsav ingerképzd, idegsejteket izgatd
hatésa

Az "glapvegylilet", a glutaminsev idegsejteket izga-
t6 hatésdt mér a hatvanas évek elején leirték
/Curtis és Watkins, 1963/. A kainsav hatésa gerinc-
telenek és gerincesek esetében alapvetfen kiilonbo-
z6nek tiinik, ugyanie gerinctelenek esetén csak a
glutaminsav dltal kivéltott izgalmi &llapotot fokoz-
za, gerinceseken alkalmazva viszont ¢nmaga is képes
izgatd hatdst kifejteni /Shinozaki €s Shibuya, 1974;
Tekeuchi és Onodera, 1975; Constanti és Nisiri,
1976/ .

A hatds jellege hasonldé az epilepszids helyi gor-
ceoknél megfigyelhetéhdz, tulajdonképpen "folyama=-
tos, elnyijtott epilepszids &llapoti"-nak is tekint-
hetS8 /Nadler és Cuthbertson, 1980; Nadler, 1981/.
Az €18 &llat agykérgére juttatott kainsav kiterjedt
epileptikus gdrcsoket /"grand mal®/ okoz /Guldin és
Markovitsch, 1982/. Az epileptikus gtrcstk eddigi
legteljesebb leirdsdt Cavalheiro és mtsai /1982/
adtdk. Eszleléseik szerint a kezdeti, 1-2 napos
ekut fézis utén néhény napos nyugalmi szakasz ko-
vetkezik, amely tbb hétig tarté napi 1-2 spontén
rohammal jellemezhetS szakaszba megy &t.

A kainsav glutaminsav-szinergista, illetve “ndllé-
an izgaté hatésdnak koncentrdciéfiiggése érdekes
szé1s8értékeket mutat /ld. 5. ébra; Constanti és
Nistri, 1976; Welker, 1976/. A glutaminsav izgaté
hatését a kainsav 10~8 és 10”7 M kbrilli koncentré-
ciéban jél, 10'6 és 1o~> M koncentrdcidban gyengén
erdsiti. Sajét izgaté hatésa is a 1o™° M koriili kon-
centrécié kbrnyékén erSs, a milimélos koncentrécid-
tartoményban viszont gyenge. Mindez arra utal, hogy
ez eredS hatds kialakulésdban szémos, egyméssal el-
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5. dbra: a kainsav hatdsainak koncentrécid-
fiiggése

lentétes hatdsi komponens vehet részt.,

2¢3+2+ A kainsav hatdsa morfolégiasi szinten

A kainsav idegsejteket ronecsold, neurotoxikus ha-
tdsét kordn, a neuroaktivdld hatdssal pérhuzamosan
fedezték fel /Coyle, 1978; Mason és Fibiger, 1979/.
A hatds jellegzetessége, hogy az &tfuté idegrostok
tobbnyire épségben maradnak, csak a bejuttatott ka-
insav koriili helyen 1év6 idegsejtek roncsolésa ta-
pasztalhatSé. A roncsolds &ltal okozott tiinetcsoport
megfelel a tartds vitusténc /Huntington chorea/ je-
lenségének. A hatds tiizetesebb vizsgdlata sordn ki-
derillt, hogy a glutaminsav és aszparaginsav analé-
gok /igy a kainsav/ idegsejteket izgatd és roncsold
hatédsa pérhuzamosan véltozik, igy emennyiben az ana-
16g dltal kivéltott tartds izgatd hatdst sikeriil
meggdtolni /pl. feleslegben alkalmazott glutaminsav-
val, i1ll. méds eszkdzdkkel/ az idegsejtroncsolds is
elmarad /Schwarz és mtsai, 1978; Montigny és Tardif,
1981/,

Erdekes és sok vitdra alkalmat addé megfigyelés
wolt, hogy a kainsav roncsold hatésa a kéregtfl =
csikolt testhez /corpus siriatum/ vezetd afferens
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pdlyékat dtvdgva nagymértékben csdkkenthetd, A kezde=-
ti magyardzatok /McGeer és mtsai, 1978; Johnston és
mtsai, 1979/ abbdl indultak ki, hogy az elvégds utén
egyrészt a térségbe nyildé glutaminerg idegvégzldések
tobbségének szelektiv irtédsdval az izgalmi dllapot
létrejotte valdszinlitlenebbé vélik, mdsrészt a csi-
kolt test glutaminsavfelvétele lényegesen lecsokken
és igy a kainsav szinergista hatdsa kevésbé érvénye-
giile A késlbb részletesebb vizsgdlatok /Nadler és
Cutbertson, 1980; Montigny és Tardif, 1981/ tanulsé-
ga szerint a pdlyédk dtvigdsének hatdsgyengitése nem
magyerdzhatd kizdrdlag a glutaminerg végzddések ron-
csoldsdval, hiszen més neurotranszmittererg pélydk
kiiktatésa is hasonldé eredményre vezet} amennyiben a
kainsavat az &tvégds utén nem az agykamrékba, hanem

_ lokélisan adjuk, hatdscstkkenés nem tapasztalhatd,

‘ valamint kdzismerten glutaminerg pdlyék szelektiv &t-

végéséval a hatdscsokkenés nem reprodukdlhatd

/McLennan, 1980/.

2¢.3.3. A kainsav hatdsa a metabolizmusra

A kainsav & neurotranszmitterekre dltaléban kiliri-
t6 hatédst fejt ki /Schwarz és misai, 1978; Mason és
Fibiger, 1979; Nicklas és mtsai, 1979/e/. A hatéds az
acetilkolin esetén elhanyagolhaté, a glutaminsav,
aszparaginsav, katekolaminok, szerotonin sorrendben
folyamastosan, a GABA esetén ugrdsszerilen megnd /Foster
és Roberts, 1978; Friedle és misai, 1978/. A kainsav-
nek a Y-amino-vajsav metabolizmuséra gyskorolt jelen-
t0s hatédsdt /a felvétel tobb mint To %-os gdtlédsa,
stb; Nicklas és mtsai, 1979/b; Tran és Snyder, 1979;
Tapia €s Arias, 1982/ sok szerzl figyelmen kiviil
hagyja, amikor hatdsmédjét €lesen szembedllitja a
sztrichninével, amely kdztudoméstian gétld neuronok
bénitdsédval fejti ki gorcsképzd hatésdt,
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Erthet6 médon az irodalomban a glutamin, a gluta-
minsav €s az aszaparaginsav kainsav jelenlétében be-
ktvetkezd koncentrdcidvdliozdsdrsl publikdlidk a
legtobb eredményt /Lakshmanan és Padmanaban, 1974;
Simon és mtsai, 1976; Friedle és mtsai, 1978;

Ferkany és mtsai, 1982/. Ezek szerint mintegy 5o-
=150 mM NaCl jelenlétében a kainsav a gluteminsav
kotését nagymértékben gdtolja, kiildnSsen az aminosav-
felvétel /akdr To %ot is elérd/ cebkkentésével. Ra-
dicaktiv nyomjelzéses technikéval tisztdzhaté volt,
hogy a kidramld glutaminsav javarészt az djonnan
szintetizdlédott, és hogy jelentSs része a glis sej-
tekbSl szérmazik /McGeer és mtsai, 1978; Nicklas és
mtsai, 1980; Krespan €s mtsai, 1982/. Ezen utdbbi k-
vetkeztelést témasztja ald a veratridinnel elérhetd,
célzottan az idegvégz8désekbSl t6rténd gluteminsav-
~kidramlds mértékének a kainsav &1ltal okozottéval va-
16 Osszehasonlitdsa is; kainsav esetén a kidramlds
mértéke hatszoros, amelyet a gliasejtekben taldlhatd
glutaminsav-készletek mobilizdl4déséval jé1 magyardz-
hagtunk,

Az irodalomban vizsgdlt két egyértékil kation, a Na't
és a K' koncentrécidévdltozdsai kbziil a nébriumérs
egyértelmli adatokat taldlhatunk /Biziere és Coyle,
1978; Krespan és mtsai, 1982/, A kainsav mér 1o~ ' M
koncentrédcidban is jelentSsen megntvell a sejtmembrén
permeabilitédsdt Na%t ionokra és igy Na® bedramlést i-
déz el8. K' esetén a kainsav hatédsa koncentrdcidfiig-
glen bifézisos lehet /Biziere és Coyle, 1978/, igy
értelmezhetdk a K' eloszlés véltozatlan volt&t
/Krespan és mtsai, 1982/ és a nagymértékii Kt kidram-
lést /Friedle és mtsal, 1978/ jelentd cikkek ellent-
monddsai,

Az idegsejtek ATP készlete felére csdkken kainsav
hatédsédra /Nicklas és misai, 1980; Biziere és Coyle,
1978/. A csbkkenés oka a szintézis gdtlésén és az
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ATP kiszabadulédsdn kiviil leginkébb a sejt izgalmi
dllapotdbdl kdvetkezl fokozott felhaszndlésban kere-
sendé /Retz és Coyle, 1982/. A jelenség az epilepszi-
ds rohamokbdl jdé1l ismert és tartds fenndlldsa esetén
az ionkoncentrécidé-védltozédsokkal egyitt nagymértékben
oka lehet az idegsejtek elhaldsénak.

2.3.4. A kil1l5nbsz8 ionkoncentrécidk hatdsa az ingerii-
letdtvivd aminosavak felszabaduldsdra és felvé-
telére

Az ionkoncentrdcidk meghatédrozdsdt, diszkutdlédsdt
mind az in vitro, mind az in vivo kisérletekben szé-
mos szerz6 melldzi, noha jénéhény kisérleti tény mu-
tatja, hogy az ionkbrnyezet még a folyamatok irdnydt
is meghatérozd tényezd lehet. Ezért érdemes killdn is
foglalkozni a legfontosabb kationoknsk a neurotransz-
mitter aminosavak felszabadulésédra és felvételére
gyaekoralt hatédséval.

Az irodalmi hivatkozdsok egy része szerint a kain-
sav csak Nat ionokkal egyiitt képes hatdsénak kifejté-
sére /Constanti és Nistri, 1976; Walker, 1976/. Ké-
s8bbi kozlemények a nétrium jelenlétét csak a gluta-
minsav felvételének gétldsa szempontjébdl tartjék
nélkiil 5zhetetlennek, bér megjegyzik, hogy ez a felve-
v8 rendszer pl. a GABA-éndl kevésbé érzékeny a Na*t
ion koncentrédciéjéra /Balcar és Johnston, 1972;
Johnston és mtsai, 1979; Baudry, 1979/. A glutamin-
sav felvételekor, illetve a kainsav hatdsakor szere-
pet jétszd Na-csatornédk az elektrogén Na-csatorndk-
t41 kiilonbozbek, Erre az a megfigyelés utal, hogy a
glutaminsav felvételt és kidramlést a tetrodotoxin
slkalmazésa nem befolyésolja /London és Coyle, 1979/.
Az 50 miliméllal megndvelt KV koncentrdcid a glute-
minsav jelentls felszabaduldséhoz vezet /Minchin,
1977; Hamberger és mtsai, 1979/.
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Ca2+ mentes kOzegben, illetve Ca2+ ionok koncentréecid-

Jét a fizioldégids érték f5lé emelve ugyancsak jelen-
t6s mennyiségii aminosav dramlik ki a sejtkozstti tér—
be /Hamberger és mtsai, 1979/a/. A Ca?* elvonds he-
tésa a Mg®t konventrécid emelésével eldsegithetd
/Potashner, 1978/.

2.3.5. A kainsav hatésmechanizmusairdl tudottak Osz=-
szefoglalédse

A kutatésok kezdetl szskaszéban a kainsavnak a glu-
taminsavval mutatott szerkezeti analdgidje aslapjén
/ld. 4. ébra/ természetes mddon meriilt fel az az el-
képzelés, hogy a kainsav & glutamineav receptoréhoz
tartdsan kotddve az idegesejtet &1landd izgalmi £lla-
potba juttatja. KésSbb szémos tény bizonyitotta en-
nek az elképzelésnek a tart@atatlanségét: nagy feles-
legli jelzellen kginsav hatésdra a receptorhoz kotott
jelzett glutaminsav nem vélt szabaddd és nem sikeriilt
a jelzett kainsavnak a glutaminsavvael t6rténé leszc-
ritésa sem /Foster és Roberts, 1978; Micheselis és
mtsai, 1980/. Na-koldt segitségével a receptorhoz ko-
tott, jelzett kainsavat az ugyancsak reveptorhoz ko-
t6tt, de més mddon jelzett glutaminsev melldl szolu=-
bilizélni lehetett /Michaelis és misai, 1980/. Végiil
gzémos olyan idegsejtet izoldltek, amely a két amino-
savra To-3000-gzeres érzékenységbeli kiiltnbséget muta-
tott /Montigny ée Tardif, 1981/,

Ezek & kisérletek nyilvénvaldévéd tették, hogy van
olyan glutaminsav-kotéhely, amelyhez kainsav nem k&t
/emi nem meglepS, ha figyelembe vesszilkk az eddig le-
irt glutaminsav k&tShelyek hagy szémét €s véltozatos-
sdgét, 1ld. IV. tdbldzet/ és forditva: elképzelhetd
e kainsavnak 6néllé receptora is. A helyzetet tovébb
bonyolitotta & kainsav hatdsmédjénak a gerinctelenek-
nél és a gerinceseknél tapasztalt, korébban mér emli-
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tett killonbozSsége,nevezetesen, hogy gerinctelenek
esetén a kainsav csak a glutaminssv hatdsdt képes erd-
sitfeni, ezzel szemben gerinceseknél g kainsav &ltal
kivdltott hatéds Osszetettebb: a szinergizmus mellett
6nélldé neurcektivétorként is szerepelhet.

Tovébbi informécidkat jelentettek a kainsav illetve
a glutaminsav addsénak killonbozd médjai esetén meg-
figyelt hatésbeli kiiltnbségek: a kainsav csak abban
az esetben erdsitette a glutaminsav hatésdt, ha mind-
kettS6t a kdzeghez adtdk., Akdrmelyiket iontoforetiku-
san, kozvetlenlll a szinaptikus résbe juttatva a szin-
ergista hatéds /gerincteleneknél az egyetlen hatés/
elmeradt /Shinozaki és Shibuya, 1974; Takeuchi és
Onodera, 1975; Walker, 1976/. E jelenségre kétféle
magyerédzat adhaté: az egyik arra-a kisérleti tényre
épit, hogy a kainsav a glutaminsav Un. "nagy affini-
tési" felvételének /uptake-jdnak/ 36 inhibitora
/ICg, = 200-300 uM; maximdlis inhibicié: 60-To %;
Lakshmanan €és Padmanaban, 1974; Frielle és mtsai,
1978; Johnston és mtsai, 1979/. Ezek alapjén a szi-
naptikus rés mellett jélenlévd kainsav meggétolje a
glutaminsav felvételét, amely igy negyobdb koncentré-
cidban erlteljesebb hatést képes kifejteni. A mésik
féle magyardzatot Walker /1976/ alapozta meg, amikor
kétféle /szinaptikus és szinapszison kiviili/ recep=-
tort feltételezve a kainsav szerepét a szinapszison
xiviili, Ne* ionok jelenlétét igényld, aszparaginsav--
ra is érzékeny receptor aktivdléséban jeltlte meg. s

KésGbb ijabb aszparaginsav és glutaminsav analé-
gok, entagonisték alkalmazésédval hérom receptort kii-
lonbsztettek meg /1d. 6/a~b. &bra; Davies és mtsai,
1979; Davies és Watkins, 1981; Honoré és mtsai, 1981/,
amelyikbél az egyik inkdbb aszparaginsav, a mdsik in-
kébb glutaminsav receptorként viselkedett, mig a kain-
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sav a hearmadik receptorra gyaskorolt szémottevd hatést.
Kozben més szerzlk is részletesen tanulményoztédk a
kainsav receptordnsk /receptorainak/ tulajdonségait,.
igy e receptor/ok/ Iéte mérs mér vitén feliilivé vélt.
London és Coyle /1979/ kt6t8dési vizsgélatok alapjén
két receptort: egy magas és egy alacsony affinitdsii
/kotési konstansok rendre kb. lo éz 50 nM/ kiilonboz=-
tetnek meg. Ami a receptorok elhelyezkedését illeti
Montigny és Tardif /1981/ néhény gerinces piramidélis
idegsejt vizsgdlate sorén arra a kivetkeztetésre Ju-
tott, hogy a kainsav sajét receptordt is az idegsejt
kbzponti részén kell keresni.

Jonnston és mtsai /1979/ kisérleti eredményeik a-
lapjén Osezehasonlitottdk a kainsav receptorédhoz, il-
letve & glutaminsav felvevShelyhez vald kotSdését.

Azt taldltédk, hogy a keinsav négy nagységrenddel job-
ban k5t8dik receptoréhoz, mint a glutaminsav felvevd-
helyéhez /kotési konstansok rendre 6o nM, ill. 600
pl/. Bz a kiilonbség killndsen Na't ionok hiényéban je-
lentés. A kainsav tertdés hatését az teszi lehetdvé,
hogy ez idegsejtek felvételére /és igy elimindcidjéra/
képtelenek /Coyle, 1978; Montigny és Tardif, 1981/.

Ugyanakkor kideriilt, hogy a kainsav izopropenil ol-
Gailénca /1d. 4. ébra/ sziikséges a receptoraktivé-
14shoz, ennek hidnydban a dihidrokainsav /a p-klér-
-merkuri-fenilszulfondthoz haesonléan/ csak jéval na-
gyobb koncentrécidban, a glutaminsav szinergistéja-
ként /feltehetden a glutaminsavfelvétel kompetitiv
inhibitdléséval/ milkkddik, neurotoxikus hatds nél-
xiil /Ferkany és mtsai, 1982/. London és Coyle /1979/
velamint Honoré és mtsai /1981/ a kot6dés Hill ko-
efficiensét meghatdrozva a kainsav é€s glutaminsav
k6z5tt negativ kooperativitést taldltek, ami a .glu-
teminssvnak a keinsav receptoron térténé allosziéri-
kus hatéséra utal. ‘
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7. ébra: a glutaminsav metabolizmusa

A kutatésok egy mésik irénya a glia sejtek szere-
pét bizonyitotta be és kezdte tisztdzni a kainsev
hatdsmechanizmuséban. Hamberger és misai /1979/a-b/
leirtédk a glia sejtek részvételét a glutaminsav me-
tabolzmusdban /ld. 7. ébrae/. Nicklas és mtsai /1979/
valemint Krespen és misai /1982/ abbdl a felismerés-
b6l kiindulva, hogy az acetdt alapi metabolizmus el-
s8sorban a glia-, mig a gliikéz alapi elsSsorban az
idegsejtekre jellemzd, elkilldnitve tudtdk vizsgélni
az egyes glutamin, illetve glutaminsav kompartmentu-
mok véltozdsait kainsav hatédséra. A kisérletek ta-
nulsédga szerint e kainsav elsfsorban & glia sejtek=
b6l szabadithatje fel a gluteminsavat, huzamosabb
alkalmazése esetén pedig a glia sejteket kevésbé
roncsolja el.




3. CELKITUZESEK

Az eddigiekbll 1éthaté, hogy a ¥-glutamil transz-
peptidédz funkecidjérdl alkotott vélemények eléggé el-
téréek, Bz a tisztdzatlen helyzet tette szilkségessé,
hogy a transzpeptidézt a korébbiaktdl kiilénbozd méd-
szerekkel viszgdljam. Munkém alapvetd célkitiizése
volt tehét egy olyan modellrendszer kidolgozésa, a-
melyben biokémiai és biofizikai vizsgdlati médszerek
egylittes alkalmezédséval kozelebb keriilhetink az iro-
dalomban kibontakozott vita dltal felvetett kérdések
megvélaszoldsdhoz,.

A 2.1.1. fejezetben leirtak elapjédn legalkalmasgbdb
rendszernek a ¥=GT kisméretil, "egyrétegii" liposzdé-
mékkal alkotott komplexe ldétszott.

Feladatom volt egy az irodalomban eddig még le nem
irt beépitéeci mddszer, az injektédldsos technika ki~
prébélésa, vizsgdlata. Tisztézni kivéntam néhény a-
lapvet$ kisérleti kériilménynek a beépiilésre gyasko-
rolt hatdsdt. Célom volt az ell8dllitott rendszer sta-
bilitésénak feltérképezése is.,

Munkdm mésodik felében az el8dllitott modellrend-
szer segiteégével két kérdésre kerestem vélaszt:
az egyik a ¥Y-glutamil transzpeptiddz membrénbeli el-
helyezkedésére, a mdsik az enzim agybell szerepére
vonatkozott. Az elsd kérdés kapcsén a Y=GT integréns
membrénbeéplilésének vizsgdlatédval és elektronmikrosz-
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képos kisérletekkel, a mésodik kérdés esetén a ka-
insav, az agybeli glutaminsav-alapi ingeriiletétvi-
tel hatékony befolyésoldszere az enzimre gyakorolt
hatésdnak a feltérképezésével prébéltam meg kbze-
lebb jutni a vélaszadéshoz.




4., KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1, Kisérleti anyagok

4.1.1, A Y-glutemil transzpeptidéz izoldldsa, tu-
lajdonségai

A ¥-glutamil transzpeptidéz membrénbdl vald elkii-
lonitésének, szolubilizdlédsédnak alapvetlen két mdéd-
Ja ismeretes. Az egyik azt & tényt haszndlja ki,
hogy az enzimet egy viszonylag kicsi, 52 aminosavat
tartalmazdé hidrofdéb peptidrészlet rgziti a membrén-
hoz, amely pl. papainnal szelektiven emészthetS. A
mésik mdédszerrel tenzidek, legtobbszdr Na-dezoxiko-
14t segitségével a membrént egészében szolubilizél-
juk. En ezen utébbi utat kdvettem, hiszen az enzim
mesterséges membrénba veld épitéséhez szilkségem volt
a hidrofdéb peptidrészletre is.

A Y-GT-t patkényvesébSl és patkényagybdl izolél-
tam, & Tate és Meister /1975/ éltel leirt mdédszer
egy médositott vdltozatdt kivetve., Az izoldlds f£6bb
¥rései a kovetkezbk voltak:

a./ vesehomogendt készitése
b/ differencidlcentrifugélés /loo ooo g, 1lh/
c./ TRITON X-loo-as kezelés /o.1 %/

dof /NH4/2804-03 frakeciondlds /30 és To %-os te-
litettség kozott/

e,/ Ne-dezoxikolétos szolubilizdléds /1 %/
f./ acetonos kicsapés
g./ TRITON X-loo-as szolubilizdlds /1 %/

h./ Concanavalin-A Sepharcose 4B oszlopon t5rténé
affinitiv krometogréfis




- 43 =

Léthaté, hogy az izoldléds sorén tulajdonképpen kicsa-
pési és szolubilizécids lépések kdvetik egymédst. Ezek
alkalmas éorrendjével /k6zéjiik hosszabb-rovidebb dia-
liziseket beiktatve/ a membrénfrekcidknak a ¥-GT ak-
tivitdst magdban foglald részét lehet tovébbvinni. A
végel elvélasztédsi 1épés a transzpeptiddz glikoprote-
id jellegét haszndlja ki. Tovébbi vizsgdlataimhoz &
Concanavalin-A-t tartalmazd oszloprdél a 20 mg/ml-es
ol~metil-D-gliikozid koncentrécidéndl eludlddd kidiali-
z&lt enzimfrakcidt hasznéltam fel.

A kapott ¥-glutemil transzpeptiddz specifikus enzim-
aktivitdsa patkédnyvese ¥=GT esetén 6.27 4 0.26 M, pat-
kényagy ¥-GT esetén 0,083 + 0.001 M elbontott Y-gluta-
mil-p-nitroanilid/ h x mg fehérje volt. /A kisérleti
korilmények a 4.2.1. fejezetben megadottak voltak./Az
enzim Na-dodecilszulfét-poliskrilamid gélelektiroforé-
zissel homogénnek mutatkozott. Az enzim szubsztritspe-
cificitésa az irodalomban /Tate és Meister, 1974/ ko-
261t értékekkel jdé egyezést mutat /ld. V. téblézat/.

V. téblézat: az egyes akceptorok aktivéld hatésa
e GlyGly-hez viszonyitva /patkényvese ¥-GT

Alceptor izolélt enzim irodalmi =dat
GlyGly /loo/ /loo/

Gln 25 30

Glu 20 20
- Leu 18 15

4

' §

Revell és Ball /1959/ mutattak ré ells

8.5 t&jékén 20 mll I~szerin 20 mM Na-boritt

hogzy pH
a2l g ¥-GT i-

gen hatédsos gdtldszereként vicelkedik., A szerin-bordt-

-
o
rd
=
=

tal mért gdétlds mértékét a szerinkoncentrdcid fligevényé-
ben.a 8. ébrén tintettem fel. Az elérhetl maximélis gdt-
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8. &bra: gz I~szerin gétldhatésa pH 8.5-6n
20 mll Na-bordt jelenlétében

lés 80=-85 %r~osnak mutatkozott. 50 mll GlyGly jelenlété-
ben a2z enzimaktivités 95 %-os gétl sdt sikerilt elérni,
Ilindez Osezhangban van a Tate és Meister /1978/ &ltal
k5261t adatokkal, Uj megfigyelés viszont, hogy lo mM

HE 0%

5
zzZadésakor a szerin-borédt elegy gdtléd

NegCl, n hatésa
e GlyGly gétlésncveléséhez hasonldan ugvancsak ktzel a

ir k6z6tti pH optimumet mutat /14
17 . “bra/ az irodalmi adatoknak megfelellen /Tete és
leister, 1981/. A ¥-glutamil-p-nitroanilidre mért kg
érték 1.65 mli-nak adddott.
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Az enzim stabilitését tekintve tipikus rembrdnenzim-—
ként viselkedett: desztilldlt vizzel higitve szémottevd
mértékben denaturdlddott. A kordbban leiri megfigyelé=
sekliel Usszhangban /Gardell és Tate, 1979; Shakespeare
és mtsai, 1982/ amennyiben az enzimet lo mil
etanollal hosszabb ideig &llni hagyjuk, je
ki aktivitéscsbkkenést tapasztz 1hatunk Ezzel szemben

elies egészében

merkapto=-
lent0s mérté-

3 mll EaNB 2z enzim aktivitédsét szinte
meglrzi,



4.1e2. A liposzdmék el8dllitdsa, tulajdonsdgaik

A liposzdmék készitéséhez szintetikus lipidet /dimi-
risztoilfoszfatidilkolint, DMPC, Merck/ €és tojdslecitint
haszndltunk fel. A tojéslecitint a Shingleton és mteai
/1965/ &ltal leirt mdédszer alapjén izoléltuk. A karpott
tojéslecitin gézkromatogréfids analizisének eredményeit
a 9. &brén tintetem fel.

9, ébras a liposzdmék készitéséhez haszndlt
tojéslecitin gézkromatogréfids analizise

16:0

TERULET (%)

32.581 16:0
13.637 18:0
6T 36.217 18:1
2 16.369 18 :2

18:0
18:2
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Léthatd, hogy az izoldlt lipid palmitinsav és sztearin-
sav, valamint egyszeresen illetve kétszeresen telitet-
len sztearinsavszdrmazékok vegyes €sztere. A lipidek
oxidécidjdnak mértékét az oxiddcids termékeknek s lipi-
dek kloroformos oldatban mutatott ultraibolya abszorp-
cidjénak /spektrum 200 és 300 nm k&z5tt, illetve abszor-
bancia 233 nm-en/ nyomonkovetésével ellenSriztiik.

A liposzdémdkat a Kremer és mtsai /1979/ éltal leirt
médszer médositdséval dllitottuk eld /Béthori és mtsai,
1081/, Esetenként 1 illetve 4 ml szobahOmérsékletll,
gyorsan kevertetett és pufferolt vizes kozegbe fecsken-
deztilk be a kiilonbszd tojédslecitin koncentrécidji eta-
nolos oldatot..Az injektdlde £1landd sebességét egy au-
tomata injektdld eszktzzel /Infumat, MTA KUTESz/ bizto-
sitottuk. /A berendezés Ssczedllitésédt 1d. a Jo. &brén./
Az enzimbeépitésnél is alkalmszott vizes puffer 0.15 M
NaCl, lo mlf MgCl,, 0.1 M TRIS.HC1 /pH 8.5/ és 3 mM Nal,

1c. Zbrat a liposzdmék el8411itdséra sz0lgéld

kisérleti berendezés




tertalmi volt. A rendszerbe keriilt etanolt 8-12 drés,

5 x 250 ml ugyenilyen Ssszetételll puffer ellenében tor-
téné dializissel tévolitottuk el. A korébbi kisérletek
tanulsdga szerint a keletkezett rendszerben legfeljebb
nyomnyi mennyiségi etanol marad /Béthori és mtsai,1981/.
A dimirisztoilfoszfatidilkolinbdl készlilt liposzdémék
elbdllitésa sordn a kevertetett puffer hémérsékletét
32-33 °C-on, tehét kb. lo fokkal a fézisdtalakuldsi
pont -- 23 °C -- felett tartottuk. Minden més kisérle-
ti koriilmény a tojdslecitin liposzdémdk el8411itdsdndl
~alkalmazottakkal azonos volt,

A keletkezett liposzdmék méretét elektronmikroszkdpos
és ultracentrifugds analizissel ellendriztilk. A lipid
vezikulék negativ festéssel késziilt elekironmikroszké-
pos képe léthatd al2, ébrén /nagyités 368oo-czoros/.

A kép alapjén'megdllapithatd eloszlés diagramot a 11,
ébrén dbrizoltan. Leolvashatd, hogy a képzddctt veziku-

11, Zbra: a liposzdémék méreteloszlésa
/az értékek 15 %-kal kisebbitettek a negstiv festés
okozta "ellaposodds" korrekcidje miatt/
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18k mérete alapvetlen két érték /kb. 8o nm ég kb. loo
nm/ koriili szdrdst mutat.

A kapott értékek elég jé egyezésben vannak az ultra-
centrifugéds analizissel kapott eredményekkel. Az anali-
tikail ultracentrifugén végzett kisérletek sorén az ese-
tek tobbségében egy kb. 3.5 S és egy 1l.0 S szediments-
cids &llandéjui részecske iilepedését figyeltem meg. A
kxapott szedimentdcids d1landdkat a Stokes egyenletbe
behelyettesitve 65 nm és 1lo nm addédott & részecskék
Stokes-atmérijére.

Az alkalmazott tojédslecitin fdzisdtalakuldsi pontjét,
tehdt azt a pontot, amely leginkébb jellemzd g 1lipid
kettOsréteg szmektikus B fézigbdl /"rigid", "szildrd"
szerkezet/ szmektikus A fézisba /"fluid" szerkezet/ va-
16 Ztmenetére DSC vizsgélgtokkal hatéroztuk meg. A Du-
Pont-990-ecs készililékkel felvett DSC diagrambdl kitiinik
/18.13, ébra/, hogy a kb, O O¢-nd1 tapasztalhatd pre-

=

transiticn utén a fézisdtalakuldsi hdéméredllettarto-

13, ébras: a tojéslecitin DuPont 990-es késziilék-
kel felvett DSC diasgramja

E xoterm

Endoterm
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mény kb. lo °C kériil észlelhetd. /Az étala¥ulds a leci-
tin "keverékjellege" miatt nyilik el./

4ele3. Az alkalmazott patkényagy-szinaptoszdémék és pat-
kényvese-kefeszegélymembrénbdl 4116 vezikuldk
el8é11itédsa

A szinaptoszdmédk izoldlésdt a Hajds /1975/ &ltal le-
irt médszer alapjén végeztem. Egyszerre 6 kb. 300 g-os
ratkény agyébdl készitettem lo %~os homogenizdtumot
potterezégsel. A homogenizdldé puffer 0.32 M szachardz,
5 mM TRIS,HCl -==pH T7.4~-- és 1 mM EDTA tartalmd volt.

A homogenizétumot 1500 x g-vel lo percig centrifugdl-
tam, majd a kapott feliildszdét 9000 x g-n 20 perces
centrifugdlésnak vetettem ald. A csapadékot 15 ml fen-
ti pufferrel homogenizdltam, majd a kapott elegy 5-5
ml-ét 20=-20 ml 0.8 M szachardz, 5 mM TRIS,HCl --pH
Te4==, 1 mM EDTA pufferre rétegeztem. 9000 x g-n tor-
ténd 30 perces centrifugdlds utén az alsé réteget el-
killonitettem és desztillélt vizzel eredeti térfogatéd-
nak 2.5-szeres€re higitottam. Az djbdli 9000 x g-n
t16rténd 30 perces ceatrifugdlds utén kapott csapadé-
kot 2 ml 50 mM TRTS.HCl --pH 8.6--, 0.15 M NaCl puf=-
ferben vettem fel.

4 kapott prepardtumok fajlagos enzimaktivitdsa o.l
U/ml, specifikus aktivitédsa 0.05 U/mg fehérje koriil
mozgott,

A kefeszegélymembrén-vezikuldk el6411itésa a Booth
€s  Kenny /1974/ &ltal leirt mddszer alapjén tortént.
A k6t8szbvettSl és a vesemedencétdl megtisztitott ve-
s6kb61l lo mM mannit, 2 mM TRIS.HC1 =-pH 7.4-- puffer-
rel lo %-os homogenizétumot készitettem potterrel. A
magfrakciét 200 x g-n trténé 4 perces centrifugdlés-
sal tévolitottam el. A feliillszdbt szildrd Mg012.6 HEO-
-dal Mg-ra nézve lo mM koncnetrdcidjira &llitottam be
15 perc jégfiirdSn t6rténd kevertetés kdzben. Az 1500




X g-n torténd 12 perces eentrifugdlés utdn kapott
feliildszdt 15000 x g-n 15 percig centrifugéltam, majd
a csapadékot lo mM mannit, 2 mM TRIS,HCl =-pH 7.4--,
lo mM MgCl, pufferrel homogenizédltam., A vezikuldkat
egy 2200 x g-n 12 percen &t torténd centrifugdléds fe-
1i1dszdéjénak 15000 x g-n 15 percig vald centrifugdlé-
sédval kaptam meg. A képz0dstt csapadékot szoros il-
leszkedésii potterrel loo mM mannit, 20 mM TRIS.HC1l
~=pH 7.4-= pufferben homogenizdltam,

Az iz0ldlt kefeszegélymembrén-vezikuldk fajlagos
Y-GT aktivitdsa 385 + 56 U/ml, specifikus aktivité-
suk 44.5 + 6.9 U/mg fehérje volt,

4.1.4., Més felhasznédlt vegyszerek €s anyagok

A kisérleitekben felhaszndlt f£6bb anyagok és forrdsa-
ik:

1

Sepharose 4B és Concanavalin-A Sepharose 4B: Pharmacia
Fine Chemichals, Uppsala;

foszfolipéz A,: Boehringer, Mannheim;

¥-glutemil=p=nitroanilid, X-metil-D-gliikozid, EGTA
/etilénglikol-big/3~aminocetiléter/=N,N'~tetraceetsav/,
keinsav: Sigma, Minchen;

TRITON X-loo: LOBA Chemie, Wienj

mams: Schuchardt GmbH and Co., Miinchen;

glutation, glicil-glicin: Reanal, Budapest;

minden més vegyszer Reanal gydriményd volt. A kisér-
letekhez HERCO-335 ttlteten ioncserélt, majd iivege-
dényzeten ledesztilldlt vizet haszndltam fel.
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4.2, Kisérleti mdédszerek

4e2¢1e Anslitikai médszerek

A Y-glutamil transzpeptidédz aktivitdsdnak mérése

Az enzim a transzpeptiddld reskcidt természetesen szin-
tetikus Y-glutamil donorok jelenlétében is katalizdlja.
Ezt kihaszndlva a hatvanas évek elejétdl kiiltsnbszd kro-
mofor csoportok beépitésével egyszeriisiteni lehetett

az enzim ektivitdsdnak meghatérozdsdt /Goldberg és mtsai,
1960; Orlowski és Meister, 1963/. A leggyakrabban gl-
calmazott reagens a Yy-glutamil-p-nitroanilid. A megha=-
térozés sorén a felszabaduld p-nitroanilin mennyiségét
mérjik fotometridsan.

A mérésekhez haszndlt reakcidelegy végtérfogata 1 ml
volt, az egyes komponensek végkoncentricidi: o0.15 I
NaCl, lo mM MgCl,, o.1 M TRIS.HC1 /pH 8.2/, 50 mi
ClyGly €s 4 mi ¥-glutamil-p-nitroanilid. Az aktivitZs-
mérések sordn az inkubdldsi idd 37 °C-on 30 perc volt,
A reakcidét 0.5 ml trikldrecetsavval &llitottam le, majd
a mintékat egy Janetzki K 23-as centrifugén 4ooo Tpm-
-mel /2500 g/ lo percig centrifugdltam. Végiil 1 ml 1 M
TRIS cldattel &llitottam vissza a 8 k&riili pH-t, A fel=~
szabaduld p-nitroanilin mennyiségét Spektromom 2ol-es
késziiléken a szokdsos 405 nm-en mértem.

Egységnyi aktivitésinak tekintettem a ¥-GT azon meny-
nyis€gét, amely az adott reakcidkdriilmények kozott 1
ull szubsztrdtot bontott el mésodpercehként.

A liposzdémék létszdlagos abszorpcidjédt s kisérlet jel=
legétdl fiigglen a reakcidelegyhez, vagy a pH visszadlli-
téséhoz haszndlt 1 ml 1 M TRIS oldathoz adott 50 pl lo
7~0s TRITON X-loo-zal kiiszoboltem ki.
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A fehérjetartalom meghatérozésa

A szokdsos ILowry féle médszer /Lowry és mtsai, 1951/
membrénfehérjékre a fehérjék aggregativ hajlama és erds
glikozildltséga miatt eléggé megbizhatatlan eredménye-
ket ad, ezért Markwell és mtsai /1978/ &ltal mdédositott
véltozatdt haszndltam. A kalibrdldgrafikon felvétele so-
rén marha szérumalbumint hasznédltam standardként.

Foszfolipédz A, enzimaktivitdsénak meghatdrozésa

A foszfolipédz 4, enzimaktivitdsdnak mértékét leggyakrab-
ban az &ltala katalizdlt reakcidban keletkezl lizoleci-
tin meghatdrozésdra szokés visszavezetni /Neumann és
Habermann, 1954/. A lizolecitin mennyiségével ardnyosan
eritrocitdk lizisét okozza, ami a kiszabaduldé hemoglo-
bin fotometrids mérésével nyomonkdvethetl. Lényegesén
egyszeriibb a lecitinek bomlésa sorédn bekovetkezl pE
véltozéds mérése, amelyre sz &dltalam is alkalmazott

Boehringer-féle mechatérozés is éplil,

A mérésekhez hasznélt reakcidelegy végtérfogata 3 ml
volt. Az egyes komponensek végkoncentrdcidi: lo mM
GlyGly /pH 2.5/, 6.7 mg/ml lecitin, 20 ul/ml TRITON
X=1loo, 14 ug/ml krezolvords, 2.5 nl CaCly. A reakcidt
5 perces szobahOmérsékletii inkubdlds utén T5 ull EGTA a-
dédséval éllitottam le. Az oldatoknak a foszfolipdz ha-
tésira bekovetkezett abszorpcidévéltozdsdt 578 nm-en fo-
tometridsan kovettem. Egységnyi sktivitésinak tekintet-
tem az adott koriilmények ktzott 0.1l abszorbanciavélto-

zést okozd enzimmennyiséget.
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4¢2.2¢ A YP-glutamil transzpeptiddsz beépitése lipoazd-
mékba

Kisérleteim megkezddse eldtt tanulmdnyoztam gz enzim
alkohol hatédséra bekévetkezd denaturdcidjdt, Tapaszta-
lataim szerint g transzpeptiddz g kozegvdltdst megle=-
péen jél viseli: kb, 25 %-os alkoholkoncentrdcid ege
tén is gz eredeti aktivitds 9o %~a marad mege A 25 Y
-0s €érték a kisérlet sorén tartdsabban fellépS 1o %-os
koncentrdcidnalk t0bb, mint k€tszerese., A feltlind stabi-
litds valdsziniileg az enzim erSs glikozildltsdgdnak ks—
sz0nhetd, Azt, hogy a transzpeptigdy aktivitdsa g bed-

szémottevéen nem védltozik eg, e kisérletek mellett ag
1s bizonyitja, hogy az Osszaktivitds a beépités e18tt
és utdn kb, azonos,

A Y=glutamil transzpeptigsz+ alapvetSen két médszep-
rel épitettem be g liposzdémékba, Az egyik szerint g 14i-
pPoszdmdk el6811itdsdra g 4ele2, fejezetben leirtakat
kivetve az 1 illetve 4 ml pufferhez adtam a kb, egység-
nyi aktivitdsy /20 pg/ enzimet. Ebben az esetben a li-
POszémék kialglkuldsa €s az enzinm beépiilége egyméssal
prérhuzamosan zajlott le. A bedpités mésik médj4t alkal-

Az irodalmi adatok tanulsdga szerint g -glutamil
trenszpeptigdzt az itt kszs1t kisérleteken kivil két
munkacsoport /Bughey és mtsai, 1979; Sikka &g Kalra,
1980/ épitett be liposzdmdkba, Ming g hérman g beépités
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méds Utjét vélasztottuk. A kiilonbszd médszerekkel kapott
enzim-liposzdéma komplex, illetve a beépités néhény jel-
lemz0jét foglaltam Gssze a VI, t4bldzatban. Léthatd,
hogy az &ltalam alkalmazott mddszer a Hughey €és mtsai
gltal elért eldnysket /ple. a t1obbrétegli liposzdmdk a-
rényénak visszaszoritdsa/ egyesiti a Sikka és Kalra &1-
tal kapott készitmény elbnyds vondsaival /nagyobb lipo-
sz6madtmérs/, Az injektéldsos médszer egyetlen hédtrinya
a beépités viszonylag rossz hatdsfoka. Ennek g ténynek
a bSvebb magyardzatérs az 5.3. fejezetben még vissrzaté-
rek.

Az enzim beépiilésének mértékét egy 1.5 x 4o cmees
Sepharose 4B oszlopon tdrténd elvélasztdssal vizegéltam,
/Az egyes frakcidk kb. 1 ml-esek voltak./ A transzpep-
tidéz detektdldséra a 4.2.1. fejezetben leirt aktivitds-
mérés szolgdlt, a liposzdmik kdzelitd mennyiségét 530
nm-en végzett fényszdrdddsméréscel mértem.

A beéplilés mértékének sorozatban elvégzett vizsgélata
sorén Ssszehasonlitd adatként /a felvitt enzim Osszakti-
Vitésdnak ismeretében/ a Sepharose 4B oszloprdél a ki-
zért térfogatban eludlddd, a liposzdmdkba beéplilt enzim-
aktivitds %-os mértékét vélasztottam. Ez a szérmazta-
tott mennyiség azért vdlaszthatd a transzpeptidéz lipo-
sz0mébaépiilésének mértékélil, mivel az alkalmazott enzim-
mennylség Osszaktivitdsa a beépiilés sordn véltozatlan
maradt. A beépitéseknél haszndlt kevertetett pufferek

Osszetételét aZ 57. oldalon adom meg.
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a./ "kontroll" -
be/ "kontroll + -
0,001 % TRITON
X-loo"
c./ "kontroll + -
lo m MgCl,"
de./ "kontroll + -
4o mll gluta-
tion"
6./ ”Ool, 0001, -
0.005 i TRISHM

fe/ "maradékbeépi- -
tés"
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o,1 1 TRIS.HC1 /pH 8.5/, 0.15 I
NaCl, 1o mM MgClg, 3 ml Namj 1l ml-
~ében kb, 20 pg P-GT;

a fenti pufferbe az etanolos lipid
befecskendezése €18tt 0,001 %
TRITON X-loo-at is tettem;

e kisérletek sorén az a. pontbeli
puffert hasznéltam, azzal a killonh-
séggel, hogy a Eg012 koncentrécid-
jét 20 mM-ra d1litottem be;

az e kisérlethez tartozdé egyik faj-
ta mintéban a 40 mli-os glutation
koncenirécidt az etanolos 1ipid be-
fecskendezése elétt, a mésik fajta
~=~ kontrollként szo0lgéld -- mints-
ban a liposzdmék kialakuldea utén,
€llitottam be;
esetén az enzi-
net szubsztrétjsival eldz8leg lo
37%-on inlubdltam;

de a dializis eldtt
az elsd fajta minte

#
Pt

(="

percen

a kb. 20 pg ¥-GTt rendre 1 ml o.1,
Ce0l, illetve 0.005 M TRIS,HC1l /pH
8.5/ pufferben oldottam;

a Y-GT beéritése sordn be nem épiilt,
kbe 5 pg-ryi enzim az g. pontbeli
puffer 1 mi~ében; a bedpitést 2 be
nem €piilt enzim lo mg/ml illetve 1lo
bg/ml Na-dezoxikoldttal vald 15
perces 37°C-on torténd inkubélésa,
majd 2-szer 500 ml &, pontbeli
pufferrel szembeni 4 napon £t tar-
t6 dislizise utdn is elvégeztem.

A kislzkult enzim-liposzdma komplex a kisérleti k&riil-



- 55 -

mények ktzdtt igen stabilnak mutatkozotts a Sepharose

4B gélsziirés segitségével a be nem éplilt enzimmennyiség-
101 elvdlasztott enzim-liposzdma komplexrdél tobb napos
szobahlnuéreékleten, illetve t8bb hetes 4°C-on t5rténd
térolés utén sem vélt le szdmottevd enzimmennyiség az
Ujbéli gélsziirés tanulséga szerint. /A liposzdmékkal e-
gylitt eludlddd enzim aktivitédsa pedig a kezdeti érték-
kel kozel azonos maradt./

4.2.3., Az Arrhenius diagram felvétele

A kémiai reakcidk sebességi &llanddjénak a héméreséklet-
tel veld véltizdedt az empirikus Arrhenius egyenlet ir-
ja les |

¥ = 4o ~E/RT [6]

Az ecyenletben szerepld "AM a preexponencidlis faktor,
ng¥n g5 kisérletesen meghatdrozott aktivélisi energia,
"R" az egyetemes gdzdllanddé és "I az abszolit hémér-
séklet Kelvin fokokban., Amennyiben adott enzimreakcidso-
rozat ecetén z kisérleti koriilményeket /a hémérséklet
kivételével/ szigordan véltozatlanul tartjuk, az egyen-
letbeli "k" helyére adott 148 alatt mért koncentrdcid
/ebszorbencia/ véltozdst helyettesithetiink be., /Termé-
szetesen ekkor a preexponencidlis faktor eredeti jelen-
tését elveszti./ E koncentrdcidvéltozds logaritmusdt
1/T fiiggvényében Zbrézolva kapjuk az un. Arrhenius di=-
agramot, 2hol a szerepld egyenesek meredekségébll az a-
dott enzimreakcid aktivdlédsi energidja szémolhatd.

Az Arrhenius diagram felvétele sorédn 5°C-t81 40°C-ig
terjedd hémérséklettartoményban dolgoztem £tlag 2-3
fokonként végezve az egyes méréseket. Az adott enzim

- /liposzdma/ minta és a reakcidbelegy hémérsékletét ki-
sérletenként lo perces ellzetes inkubdléssal dllitottem
be a megfeleld értékre. Az egyes mérések sordn sz homér-
s€klet ingadozdsa a 0.3 fokot nem haladta meg. Az en-
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zimgktivitds mérését sz 4.2,1. fejezetben leirtak alap-
jén végeztem, az eredményeket a legkisebb négyzetek
médszerével értékeltem ki. A.?1glutamll—p—n1troanllld
spontén bomldsgdt hémérsékletenkénti pérhuzamos kontrol-
lal vettem figyelembe. Ag egyes vizsgdlt mintdk a ko-
vetkez8k voltak:

a./ " ¥-Gon - az enzim a liposzdmék elkészi-
téséhez is haszndlt kbzegben
/0.1 M TRIS.HC1 ~pH 8,5-,
0.15 I NaCl, lo mf MgCl,, 3
mM NaNj/;

b,/ " X;GT + 1 % TRITON - az el8inkubdlt enzim €s a re-

X-loo™ akcidelegy egyardnt 1 %nyi

TRITON X-loo tenzidet tertal-
mazott;

ce/ "¥-GT liposzdéma" = a be nem épiilt enzimmennyiség-

/kontroll/ t61 elkiilonitett enzim-1ipo-

szdma komplex az a. pontbeli
kbzegben;

d.ef " ¥-GT liposzdma = a be nem éplilt enzimmennyiség-

5 kEze " . SR . ;
sémentes k& pben $01 elkiltnitett enzim-lipo-

szoma komplex 0.1 ¥ TRIS.HCL
-pH 8.5= pufferber /az aktivi-
tésmérd elegybll elyen esetben
@ 0,15 M NaCl és a5 lo mM mg012
szintén hidnyzott/;
e./ " ¥-GT liposzdma + =- a be nem &piilt enzimmennyiség-
foszfolipdz 4" 61 elkiilonitett enzim-1ipo-
széma komplexet =z enzimakti-

vitéds meghatérozéca eldtt min-
tédnként /az egyes minték leci-
tintartalma kb, 2 mg volt/ 4

pg /0.1 egységnyi aktivitésd/




-60-

foszfolipéz Ay~vel kezeltem;
a foszfolipdzos inkubdlds i-
dStartama 1/4, 2, illetve 5
perc volt. Az inkub&lést szo-
bahdmérsékleten végeztem. A
foszfolipdz szémdra kedvezd
reakcidkdriilményeket mintén-
ként 0.45 pM CaCl, hozzédadé-
séval biztositottam. Az e~
mésztést 4.5 pM EGTA adésé-
val éllitottam le. /A Y=GT
aktivitédsdt mérd elegybldl
-- a foszfolipdz reaktivdld-
sédnak elkeriilése miatt -- 2
lo ml HgClg—ot kihagytam e

. kisérletek sorén./

fo/ "¥Y-GT liposzdma + = & be nem épiilt enzimmennyi-
1 % TRITON X-loo" ségt8l elkiilénitett enzim-
-liposzdéma komplexhez -- az
enzimaktivitds mérése eldtt
-- 1 % TRITON X-loo-at ad-
tam /a reakcidelegy TRITON
X-1lo0 tartalma ugyancsak 1
% volt/.

Az esetleges zavard mellékhatésok figyelembevétele
cé1j8bS1 ellendriztem a transzpeptidédz asktivitdsdnak
mérésére sz0lgdld reakcidelegy pH-jénak hémérsékletfiig-
gését, meghatéroztam az enzim pH optimumét, illetve =

- ¥-glutamil-p-nitroanilidre mutatott k&zelitd Michaelis
t konstzansdt /kM/ két sz€lsé hémérsékleten, 4%C-on és 37
°C-on.

Az egyes pH-ket Radelkis OP-213 digitdlis pH-mérd ké-
~ szlillékkel mértem, A pH optimum meghatérozdséhoz a2z e-
 gyes reakcidelegyek pH-jét 6.5-1t61 9.5-ig o0.2-es pH



egységenként dllitottam be. A kisérletek kdzbeni hémér-
s€kletingadozde a 0.3 fokot itt sem 1épte tdile. A Ky
meghatérozdséndl a ¥-glutamil-p-nitroanilid koncentrd-
cidjét 0.1 és 4.0 ml kozbtt véltoztattam, az inkubdlé-
si id6 5 perc volt.

4e2+4+ Az enzim-liposzéma komplex megbontésa nagy ion-
erSsségli kbzeg segitségével

E kigérleteimben alapvetlen arra kerestem vélaszt,
hogy a ¥-GT levélik-e a korébban mér a be nem éplilt en-
2imt0l elvélasztott liposzdmékrdl nagy ionerdsségil kir-
nyezetben. Ezért a levdlt enzimet a liposzdémdktdl, ill.
a liposzdmékon kttotten maradt enzimtdl megbizhatdan el-
vélaszté mddszert kellett keresnen.

Kezdeti kisérleteim sorén a 0.6, illetve 1.1 mdlos
NzCl elegyet 1 Srds 37°C-on t6rténd &114s utdn 1 mdélos
cukoroldatra rétegeztem, majd 30 percen &t 75000 g-vel
lecentrifugéltam /Beckman L2-75-B-G ultracentrifuga, SW
6o rotor, 35000 rpm, 15°C/. A centrifugéléds sorén mind
a forduletszém, mind a hémérséklet kbriilbeliili betzrtid-
séra igyelni kellett, ugyanis 45000 rpm felett és 10°C
alatt --fédzisétalakuldsi pont!-- az elvélds kifejezet~
ten rosszebbes A centrifugdléds utén a liposzdmdk zbne az
1 mélos szachardz oldat hatérfeliiletén helyezkedett el,
A felliliszdban megmaradd enzimaktivitdst lemérve g le-
vélt és /a felhaszndlt Gsszaktivités ismeretében/ & li-
poszémékhoz kotdtten maradt enzim ardnya meghatérozha-

t6 volte

Nivel a tCmény oldatok miatt az ultracentrifugds el-
vélasztéds eléggé megbizhatatlan eredményeket szolgéliz-
tott, tovébbi kisérleteim sordn a "kétféle enzimet" egy
Sepharose 4B oszlopon /méretei: 0.5 x lo cm/ t8rténd
gélszlirés segitségével vélasztottam el egyméstdl, Az a-
dott oszlopméret az elvélesztds viszonylagos gyorsasd-
ga mellett kelld elkiiloniilést biztosit. Az egyes frak-
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cidk 0.25 ml=esek voltak. Az oszlopra felvitt mintdk
lonerSsségét NaCl-dal &1litottam be 0.25-161 2.00-ig.

/E két 528188 érték az enzim beépitésénél haszndlt puf-
fer, illetve tovébbi 2 M NaCl ionerdssége./ A liposzdma=-
-enzim komplexet az adott ionerdsségii kbzegben 1 Srén
keresztiil 37°C-on, illetve tovébbi 5 napon &t 4°C-on
hagytam &llni.

A gélszlirés sorédn két enzimfrakecidt kaptam: a kotve
maradt transzpeptiddz a kizdrt térfogatban, a levilt en-
zimmennyiség pedig a 8, frakcid +43ékdn eludlddott. A
két frakcidban megjelend enzimaktivitds arényébdl kovet-
keztettem a levédlt enzimmennyiség %os mértékére.,

4.2.5. Az enzim-liposzdma komplex megbontdsa tenzid

segitségével

Az e16z0 'kisérletsorozattal ellentétben biztosan le
kell, hogy véljon a ¥-GT & liposzémdkrél, ha a 1iposzé-
ma membrénszerkezetét tenzid segitségével egyre inkébb
megbontjuk. A dezintegrédlddésnak és az enzim lev&ldsd-
nak pérhuzamos nyomonktvetése a bedpiilés jellegére is

adhat kozvetett informfcidkat,

E kisérleteim sordn s liposzdémék degradécidjét fény-
szlrddésméréssel vizsgéltam., A méréseket Spektromom 20l
készlléken 530 nm-es hulldmhosszi z514 fénnyel végeztem.
Mivel a vizsgdlt oldatok lipidkoncentrécidja elég kicsi
-~ 0.8 mg/ml -~ volt, a liposzdmdk higitésZval e tarto-

ményban a fényszdrdképesség kidzel linedrisan véltozik,

A liposzdmék megbontdsdhoz TRITON X-loo tenzidet hasz-
néltem fel. A tenzid koncentricidjédt 0.01-%51 0,12 G~ig
noveltem. A kiilonbszd koncentrdcidjdi TRITON X-loo-at
tartalmazd liposzdma szuszpenzidét a fényszdrds értéké-
nek meghatérozédsa utén a 4.2.4, fejezetben leirt ultra-
centrifugds elvdlasztdsnsk vetettem eld. Az itt alkal-

-

mazott higabb oldatok miatt a liposzdméknak az 1 mélos



cukoroldat hatérfeliiletére vald lelilepedése itt teljes
mértékl és jél definidlt volt. A feliilliszdban megjelend
"felszabadult" enzim aktivitésénak mérésével az Gsszes
enzimaktivités ismeretében kovetkeztetni tudtam a lipo-
széméban kototten maradt enzim aktivitéséra.

2.4.6. A Y-glutamil transzpeptiddz orientdcidjdnak
vizsgélata

Az enzim orientédcidjédt lipidmembrénban a tenzid nél-
kill és annak jelenlétében végzett aktivitdsmérés Gssze-
hasonlitésa alapjén tanulményoztam. A vizsgdlat alapja
az a kisérleti tény, hogy a 1lipid kettbsréteg a vizoldé-
kony szubsztritok széméra &tjdrhatatlan. Sajét kisérle-
teinkben radiogktiv foszfédt, tricidlt GDP és szukcindt
felhasznéléséval bizonyitottuk be, hogy az Zltalunk ké-
szitett liposzdmék inpermedbilisak e vegyliletekre.

Ha 2 P-GT aktivitdsdnak mérését sértetlen liposzdmék-
kal végezzilk, az aktiv centrumukkal a lipidmembrdn bel-
s6 o0ldala felé forduld enzimmolekuldk inakiivak marad-
nak. E kis€rletben a reakcid ledllitdsa utén bontottam
meg a lipid vezikulékat, hogy az abszorbancia meghaté-
rozéséndl ne zavarjansk /ld. 4.2.,1. fejezet/. A mésik
tipusi mérésnél az inkubdlés eldtt 0.5 %~o0s végkoncent-

récidéjui TRITON X-loo-zal tettem szabaddd a liposzdémék-
161 az Osszes enzimet. Mivel a TRITOK X-loo aktivéld
hatésa elhanyagolhaté /2 %/, a2 két tipusi mérés kbzotti
kilonbség az aktiv centrumot tekinve a szubsztrit szé-
méra elérhetetlen /tehdt "befelé", Mkeresztbe" £116,
vagy bezért/ enzim mennyiségét adja meg /1d. 14« Zbra/.
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4,2.,7. Kainsavas mérések

Annsk a vizsgédlatdhoz, hogy hogyan hat a kainsav
a ¥P-glutamil transzpeptiddzra az eldzetes irodalmi
tdjékozdédds utén, sz enzim tulajdonsdgainak ismere-
tében a kovetkezl kisérleti koriilmények megtervezé-
sére volt szilkség: pH, pufferkapacitds, ionkoncent-
récidk, enzimkoncentrécid, donorkoncentrécid, akcep-
torkoncentrdcié, a kainsav vizsgdlt koncentrdcidtar—
toménya, az enzimnek a kainsavval t6rténd eldzetes
inkubélésa, ennek idStartama, reakcididé,

A kaeinsav hatdsa kiilonb5z6 koncentrdcidkban

A kisérletek megtervezése sordn igyekeztem opti-
mélis feltételeket biztositani az enzimreakcid le=-
zajlédséhoz, igy a pH-t 8.2-re dllitottam be /1d.
4,1,1. fejezet/ 0.1 M TRIS.HC1l puffer alkalmazésd-
val. A pufferkaspacitdst amiatt kellett ilyen magas-
ra bedllitani, mivel a donorként alkalmazott ¥Y-glu-
tamil=p-nitroanilid csak 0.1 M HCl-ban oldhaté /1d.
4.2.1. fejezet/. Mivel a szervezetben leggyakrabban
eléfordulé kationok, Na‘t, k¥, Mg2+, Ca_2+ a kainsav
hatdsdt ellentétesen befolydsoljék /1d. 2.3.4. fe-
jezet/ szilkséges volt hatdsuk egyenkénti vizsgéla-
ta. A kisérletek sorén az ionkoncentrécidkat az op-
timdlis /és egyben a fizioldgids koncentrécidt meg-
kozelitS/ értékekre, igy rendre Nat: 150; K*: 200;
Mg2+z lo; ca®t: 20 mM-ra &llitottam be. A donorként
alkalmazott J-glutamil-p-nitroanilid koncentricid-
ja 4, az gkceptor GlyGly-€é 50 mM volt. A kainsav
hatdsdt a 2.3.1. fejezetben leirtak alapjén 1 nM
és lo mM kozott, tizszeses koncentricidugrédsonként
vizsgédltam. Az ellkisérletek sorén kitﬁnt,wPogy
nince szignifikédns kiilonbség aktzott, hogyvadott
mennyiségii kainsavat a reakcidelegyhez, vagy eld-
z0leg a vizsgdlandd enzimmintéhoz adom. Ugyanigy
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nem okozott szémottevd eltérést az ellzetes inku-
bdlds idStartama /37 °C hémérsékleten valéd 30 per-
ces inkubdléds volt a leghosszabb vizsgdlt periddus/
és az sem, ha a kainsavval inkubdlt transzpeptiddzt
ultraibolyas besugdrzésnak tettem ki sktivitdsmérés
eldtt /ez a kainsavban taldlhatdé kettdskttés esetle-
ges gerjesztése miatt okozhatott volna szémottevd
hatést/. Mivel a pérhuzamos kisérletek szdrdsa igy
valamivel kisebbnek adddott, kisérleteim sorén mind-
végig lo perces 37 °C-on t5rténé elSinkubilést al-
kalmaztam. A reakcididdt és a felhaszndlt enzimmeny-
nyiséget Ugy dllitottam be, hogy j61 mérhetd /o.4
korili/ abszorbanciét kapjek, igy a reakcididd &lta-
l1éban 30 perc, az slkalmazott enzim aktivitésa sk-
ceptorral 5, akceptor nélkiil 15 mU volt.

A kainsav hétésa az optimum glatti )ﬁsszemérhetS/
akceptorkoncentrdcidk esetén

Mésodik 1lépésként & kainsav hatdsét az ingeriilet-
&tvitelben szerepet jétszd akceptorok /Glu, Gln/ je-
lenlétében vizegdltam. Az eldkisérletek sordn kimér-
ter & két aminosav enzimekiivéld hatésének koncent-
réciéfilggését. A vese és az agy Y-GT vizsgdlatakor
kopott kéi-két gbrbe azonos lefutded volt, a telités
mind Glu, mind Gln esetén 50 mM koriil kovetkezett
be, a telitési aktivdlds értéke kb. loo % volt.

Ezen adatok figyelembevételével az alkalmazott
0el mM kainsavkoncentrdcié hatését o, 0.1, 5 és 50
mi glutaminsav, illetve glutamin jelenlétében vizs-
géltam. A reskcidelegy t&bbi komponensének koncent-
récidja a 4.2.1. fejezetben ismertetett adatokksal
egyezett. |
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A kainsgv hatédsa optimum glatti donorkoncentrdcidk
esetén, 21?Lgluta?i%-p-nitroanilid 1étszdlagos Kye
€rtékének meghatdrozésa

A J-glutamil-p-nitroanilidre mért létszdlagos ky,
értéket a kainsav /mint feltételezett inhibitor/
0, 50, illetve 500 pM-oe és az akceptorként szerep-
16 glutaminsav o, 0.1 és 25 mM-os koncentrécidja
mellett mértem meg. A mérések sorén a J-glutemil-
-p-nitroanilid koncentrécidjdt 0.2 mM-tdl 4 ml-ig
véltoztattam., A mérés egyébként a 4.2.1. fejezetben

leirtak szerint tortént.




|

5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Bizonyitékok a ¥-glutamil transzpeptiddz memb-
rénba torténé integréns beépiilésére

A ¥-GT liposzdmékba vald épitésével eddig két mun-
kacsoport foglalkozott. Hughey és mtsai /1979/ & kb-
vetkezd bizonyitékokat sorolték fel az integréns be-
éplilés mellett:

- egylittmozgds Sepharose 4B oszlopon
lin. cukorgradiensen
- toréspont ez enzim Arrhenius disgramjéban s
dipalmitoillecitin fézisétalakulési pont]éndl.

Sikke és Kalra /1980/ a beépiilést az enzimaktivités
€s a liposzémék egylittes kimutathatéséga alapjén tény-
ként fogedték el.

En, mint azt egy kordbbi cikkilnkben leirtuk /Cser—
mely €és mteai, 1982/ a fenti bizonyitd erejii kisér-
letek kOzlil a Sepharose 4B gélsziirést és az Arrhenius
diagram felvételét végeztem el, EzekrSl és az integ-
réns beépiilést bizonyité két tovébbi eredményrdl az
elébbiskban szdmolok be.,

Erylittmozgés Sepharoce 4B oszlopon

A beéplilt enzimmennyiséget a be nem épillttél egy a
4.2.2. fejezetben leirt Sepharose 4B oszlopon torténd
gélszlréssel vélasztottam el. A 15. ébrébdl 1l4thatd,
hogy a 4.2.2., fejezetbell kontrollkisérlet /a. pont/
sorén a teljes enzimektivitdsnak kb. 1/4-e /26.5 +
1.5 %/ volt & liposzdmékkal azonos helyen detektdlhatd.

A liposzdméknek és a ¥-GT-nek ez az "egylittmozgdsa"



be .

opidad 5 b8, N
Lt VRN b}
w/nw)(—y Bsovz1n3yo  =Opdadzsubiy [1woinb - . 8L oo 5L R e
ﬁ_ n H v ! " P t ) i LW_.._ € UL e h B =2 8 o o
r% O XM A .M o — A 0o 0 A
+ O ~ - ~ s+ W > O
Q 9 e u S L Q2 8§ o e 1 -0 ¥ G D 42 £
+ $ + + + # t ¥ ¢ + + + by} © W =~ O BN O @ w w MG
X [} m w 0 n
Hoe W ow £ B onog oo
+1 T il = — M) em e m O g
» SON O W Ny O W b g
.\ 3 ST I = YY) s O 05 O O 9 ©
- - T =~ SD 1 MO ] QL HE o
rd ¢ 0 N O " s T =
1\ L - n N ©C B ow o .l
+4 19 MO o~ ST« I L td
— N OB e o ® O M o o
L\ & s M .1“ U o~ m o A
- ™ T~ O —~ RO w g O 4=
Vsl ! /l i <t o +2 > 0 W0 o
/. +2 ) . T o T T
1 i 1= 20 0 = g I T R () B o
2 QO W o+ N 8 8 o 0o » M
u/ J oo oo +2 O s el
% 5 O | ® N & © e N g o A M @
n o g H L0 I = VRN o R B 1
&g m ©Mowm L d ow L
1 | SV & P | 0 LA R T e
8 0 N Po P f 0 0§
+ 0 o o O 42 @ @ MO A
4 o O oy g o S - w
[ r4 (0O N O o P Y = T
l U ~ @ @ )M v o , @
o . g =< g 0 Moo o4 [ MO
w ad W — £ MO O K
P -t pm———————— =0 20 e 0 o o a o
4 i | {1 <« b T B g8 o 3 ¢ 0
e ———— T~ ~N B @ & [OIET B PR T S = R
Na, W o > ® S 9 ol A
| L I B o o4 MY S sO 3 "
m j bo W i B o~ = £ N0
f O % g W 0 © + o
4 . 4 . - (1)] L 0O Q Fu_” s o Ll |
a dl O g £1 %0 o N &
o~y O H 0 g <« o
I 4 P " " y ) A 4 ) N 4 [ - -+ o O..._. @) O
: : g ' v : 2 . ) N ¥ H 8 0 o & S omoe
72 1] 4 oA
n o \n Y O ol O M W M O o~ e
m o iy w ..m‘. o _w ﬁ m m = W .H - - -..nﬂq ol oo © s
" O B = H OO W
Onhl_u b ﬁalllov U@40ﬁ.0&03 O&Oﬂlrﬁw* Xﬂﬁ-ﬂﬂiomm— ¢ o O T :W o WO 4+ b)) 4o
bt T | LI | 0N 0+ N [SVRE (/I <~ B T« ()
N ~ @ w G -+ 0 M w oW




Az Arrhenius diagram felvétele

Arrhenius diagramok vizegédlatédt elterjedten alkalmaze
zZk gnnak a valdszinilisitésére, hogy adott membriénfehér-
je hidrofdb erdbkkel kot8d6 integréns része-e a membrin-
nak, vagy csak elektrosztatikusan, periféridlis fehér-
jeként kot6dik hozzé& /liontal, 1976/. A kisérletek alap-
jéul az a tény szolgél, hogy a membrénok rendezett &l-
lapotbdl "fluid" dllapotba vald £tmenetét, fézisdtalaku-
1€sét legtObbszdr az integréns résziket képezd fehérjék
konformécidvéltozésa kiséri, Ilyen konformécidvéltozést
cirkuldris dikroizmus mérések alapjén szémos esetben
kimutattak /pl. Smith €és mtsai, 1982/. A konformdcid-
véltozds enzimek esetén legtobbszor érinti az aktiv
centrumot is, igy a katalizdlt reakcid sktivédlési ener-
gidja megvdltozik, Ezt a jelenséget észleljilk az Arrhe-
1ius

f-.-

disgramok vizsgdlata sorén.

A 16, ébrén a tojédslecitin l pooz';éba éplilt enzim
Arrhenius diagramjéban 12-13 °C koril tdréspont figyel-
hetd meg. Ilyen tCrés az 1 %og TRITON X~loo=-zal szolu-
bilizélt beépitetlen /"szabad"/ enzimmel nem mutathaté
ki. Ugyancsak nem tapasztalhatunk toréspontot az enzim

Il

rrhenius diagrsmjéban abban gz esetben, ha a2z enzim-
-liposzdma komplexet szintén 1 %-nyi TRITON X-~loo-zal,
vagy foszfolipiz Ay-vel gzoluolllzalauk. A foszfolipéz
A, hatdsa 2z 1/4, 2, illetve 5 perces inkubdlédsi ideji
mint£knél azonosnak mutatkozott. A Y-glutamil transz-

peptidézra ezen utdlagos megbontdst alkalmazd kisérle-

N

tek az irodalomban nem leirtak, azonban a foszfolipéz

Az—vel kapott ercdmények igen jé Usszhangban vannak az

v

Eletr és mtsai /1973/ éltal néhény mikroszémdlis enzim

esetén tapasztaliakkal.

Er demes a "sémentes ktzegben" végzett kisérlet sordn
9.8 %C-nd1 észlelt toréspont helyét a "kontroll" kigér-
letbeli 12.8 °C-~kal Gsszehasonlitani /1d. VII, téblézat,
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16, &bra: az 1 % TRITON X-loo-zzl szolubilizdlt
/ x=--x / és a tojdslecitin liposzdéméba épitett
/ o~ = =0 / enzim Arrhenius diagramja

72+ 0ld; a kisérleti kdrillményeket 1d. a 4.2.3. fejezet~
ben/. A 4.1.2., fejezetben kozdlt DSC vizsgélatok szerint
a felhaszndlt tojédslecitinnek 0,15 M IiaCl-ban 9.5 = 10.0
°c t1€jékén van a fdzisdtalakuldsi pontja. Ez igen j6 e-
gyezésben van a kdzel azonos Ssszetételii "sémentes kvzeg"-
~-ben véggett kisérlet sordn kapott t&réspont helyével.

A "kontroll"~kisérletbeli 12.8 °C-os érték igen jol ma-
gyarézhatdvé véalik, ha figyelembevesszlik, hogy az oldat
lo mM MgClQ—ot is tartalmaz, amely az irodalom egybehang-
26 &11itdsa szerint /lontal, 1976; Ahrens, 1981/ a fézis-
&étalakulési pontot megemeli. /Kisérleteim szerint az ol-
datban 1évé Nal; a kétértékii ionok membrénmelletti loké-
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lis koncenirdcidéjdt szignifikénsan megntveli. Ez a tény
is alédtémasztja a MgCl,-nak a fézisdtalakuldsi pontot a
magasabb hémérsékletek irényéba eltold képességét./
lindezen eredmények nagymértékben igazoljdk, hogy a
transzpeptiddz integrénsan éplilt be a liposzdmikba,

AVII,. téblédzat adataibdl 1éthatd, hogy az egyes szaka-
szok aktivéldsi energidi e fézisétalakulédsi pontok alat-
ti aktivdldsi energidk kivételével szignifikdnsan nem
kilonblznek egyméstdl. A kapott 50 kJ/M koriili értékek
alétémasztjék MclMurchie és Raison /1979/ megfigyelése-
it, akik Usszefliggést véltek felfedezni a fluid &llapo-
14 membrénokban mért sktivdldsi energidk és s membrdnok
fézisdtalakuldsi pontja kozott. Megfigyeléseik szerint
a 13°C korili fézisdtmenet 60 kJ/M aktivélési energidval
kell, hogy pdrosuljon, ami kidzel jé egyezésben van az
Eltala. kapott értékekkel.

"Y-GI"-val végzett mérés esetén 16 C0-ngl észlelt
toré€spont msgyardzatéra pl. olyan elképzelés szolgélhat,
gz enzim és més részek, vagy az enzim

himérsékletfiiged asszocidcidjét, eggregé-

Kieérleteim szerint az enzim dltal kstalizdlt reakcid-
nzk, illetve az enzim katalitikus ssjétségének le-fonto-
sabb jellemzéi a hémérsékletvdltozds kdzben ugyanazok
aradnak. A reakcidelegy pH-ja nem véltozott szdmocttevd
mértékben a 4°C-rdél 40°C-ra t5rténd melegités sorin. A
transzpeptidéld reakcid pH fliggését 4, illetve 3 ®C-on
a 17, ébras tinteti fel. A két borbe lefutasa qzxnfe az0-

Az eltérés az aktivitésmérdés sorén véltozdst nem cloz.
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A képzd8dott komplex megbontdsa nagy ionerbsségli kizeg

it el

segitségével

Ksztudott, hogy a membrénokhoz periféridlisan /tehdét
dontlen adszorptiv mddon, elektrosztatikus erdSkkel/ ko-
tott fehérjék az ionerlbs=ég, illetve a pH véltoztatdsé-
val eltdvolithatdk. Mivel s Y-glutamil transzpeptiddz
izoelektromos pontja kb. 4-5 koril van /Matsude és
mtsai, 1980/a/, és ha a kbzeg pH-jét ez alé cstkkent-
jUk, inaktivdlédik /1d. 18. é&bra/, csak az elsd lehetd-

-’

ség maradt szdmomra a kérdés vizsgdlatdrs
. 1 — ]
» Az enzim ihaktivalodasa
w - (R |
2 [ savas kozeg hatasara
L 100
= 80
o ¥
é - x/_#"——"
o 40 T
-
- 20
= P
e . , + ) + -

4

4O 45 50 55 60

18, ébra: az enzim inaktivélédésa savas kSzeg ha-
1 ¢ pH=kat 0.7 li~os AcOH-IIaCic puf-
am be; az aktivitdsméréshez a pH
s 1

o
6 vigszadllitde TRIS-pufferrel tértént/.
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f§ Az enzim-1iposzéma komplex megbontésa
T nagy ionerdsségii kozeggel
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‘tdmasztja beéplilésének

A képz8dvtt komplex megbontésa tenzid segitségével

A fentieken kivil a beépﬁlés;integrélis volténak to-
vébbi bizonyitékaként fogadhatjuk el az engim-liposzd-
ma komplex TRITOK X-loo-zal torténdé fokozatos megbonté-
sénak vizsgélatakor kapott eredményeket. A 20, Ebribdl
1éthstd, hogy a liposzdéméhoz kotott enzim aktivitésa és
a fényszdrdképesség az alkalmazott TRITON X-loo koncent-
rdcid fiiggvényében pérhuzamosan cstkken a fényszdrésmé-
rés sorédn tapasztalt kezdeti maximumtdl eltekintve. Ezt
a meximumot valdsziniileg a TRITON X-loo molekuléinak a
sajét kritikus micellaképzl koncentréciéjﬁk -- 0,016 %
/Robinson és Tanford, 1975/ -- alatti, liposzémékba




Az enzim-liposzoma komplex fokozatos
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20, &bras
A TRITON X-100 molekulak
beékelodése a liposzomakba
n‘ 0 ,. O
\\?,.w..u{, \(CHZ-CHZO)nH

n.....p::: \.{;{: N= 9._10

/ f';'r ?\i{ x;:‘\ TRITON X-100
HIB= 135
cme = 0016°%/6

21, ébra: a TRITON X-loo molekuldk beékelbdése a
liposzdémékba /hipotetikus vézlat/




t6rténé "befurdddsa" és ezdltal a liposzdmdk méretének
megncvekedése okozza /ld. 2le £&bre/. Ezt s jelenséget
témasztjék ald Pu és Laughlin /1980/ analitikei ultra-
centrifugéds és fényszdérdddsméréses kisérletei is, ame-
lyekkel hosszd szénlénci tenzideknek /sajdt kritikus
micellaképzd kocentrdcidjuk alatti/ liposzdmékhoz vald
adszorpcidjét bizonyitjék.

5¢2. Beéplilés el8zetescn elkészitett liposzdméba

Az enzim-liposzdéma komplex stabilitésénak vizsgélata
orén kapott eredmények arra utalnak, hogy a beépiilés
orén az enzim hidrofdb része kapecsolddott a lipidmemb-
hidrofdéb régidjival.

okrém b5—tel végzett kisérletekbSl mér kb. egy év-
e ismert, hogy az ilyen tipusi kolcstnhatésok bi-

B
m

r*"brmrhencmeJ;«: és a lipi dmenbran kozott spontén

ntsai, 1982/, Analdgidt feltételezve ”et'lze~a7 2m
rt

ékét olyan kisérleti kSriilmé-

J
tin liposzimékhoz adoit enzimak tl'lt ‘snalk %b. 1/5-e
/18 %/; 120 perc utdn kb. 1/4-e /23 %/ '?ﬁlt be a lipo-
zémékba a Sepharose 4B oszlopon torténd elvélasztis

U‘l
O\

lapjén. Az inkubdldst dimirisztoilfoszfatidilkolin :
DIIPC/ vezikuldkkal kiilonbozé hémérsékleteken szintén
30 percig végezve, a beéplilt eazimaktivités igen nagy
mértékben fligettt o hémérséklettdl. A VIII, téblézet a-
detaibol la'thato, hOg}! a Deé?.llés mért AN i
dtalakulési pontjsn /23°C/ = 15;“ggyobb.

A kapott eredmények konnyen éri elmez 1etéek, ha figye-
lembe vesszilk, hogy a féziséta l"xblési po

]

1ést megkonnyité hibahelyek szémz

i
a fluid &llepotd membrénnak a fehér
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VIII, téblézat:

a iilés
mértékének hémérsékletfiiggése

DIIPC vezikulékba vzld beéd

Irj

tés hémér= | a beépilt enzimaktivités

a beépi
sdéklete =08 mértéke

2.9 %
3¢3 %
2.8 %

o
°
N
+

1o OC
23 ¢
35 %¢

n
~
o

I+

=
o}
I+

”

cidje a rigid membrénba vald beékelldésnél joéval keve-
sebb energifét igényel.

A spontén beéplilés vizsgdlata alapjén egyrészt lehe-
téség nyilhat a bedpités egy ’j, az enzimet legkevésbé
Yérosité mdédjénak kifejleszté ré re, mésréeszt azonban le-
heteéces, hogy &€t kell értékelniink az enzim beéplilésé-

£
nek mechanizmusegrol tudottakat.

T AT V- A e do A A 1 = Ll i

Kdnnyen elkepzelhetC ugyanis, hogy a liposzomék ke-
kL % # 1 o - .
letkezcse sorén az enzimnek cssk egy tort resze eplul

5 oy . - s 54 (s e Ay o . .+
d=-vezikulabg és a marzsdek a hosezas diszslizis
-,
1

y lehiilés kozben a 11;0*
zisétalakulésa bekivetkez-

I

ajldé T
hetett. Nem kizdrt tehdt a beéplilés ily mddon vald tel-
jessé tétele sem. Bzt a feltételezést témasztjék alé a
DLIPC liposzdmdkkal végzett kisérletek is, ahol a beépii-
1és szintén a fézisétalakulési ponton volt a legnagyobb,




A §=GT-nek e spontén beépiilésre vald hajlama Ossz-
hangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a transzpep-
tidéz-aktivitds szémos testnedvben megtalélhaté /1d.
Ple: Binkley és mtsai, 1975; Binkley és Wiesemann,
1975/. A citokrdm b5-te1 emlitett analdgia az enzim
membrénbeli elhelyezkedésére is kiterjeszthetd. Matsuda
és misai /1980/b/ eredményei szerint ugyanis a transz-
preptiddzt is a citokrdém bs—hﬁz hasonléan N-termindlis
hidroféb részlete rogziti a mebrdnhoz. Emiatt s transz-
reptiddz szintézisére a Blobel féle szigndl hipotézis
. /1ds 2.1¢4. Pejezet/ nem alkalmezhatd.

Amennyiben a citokrdm b5-tel valé analdgidt tovébb-
‘visszilk a citokrém bs-re néhény szerzl &1tal leirtak
/Rachubinsky és mtsai, 1980; Holloway és misai, 1982/
és a fentiek alapjén elképzelhetS, hogy a transzpepti-
déz is a szabad riboszdmékon, eredetileg hidrofil for-
méban szintetizdlddik és a 2.1.4. fejezetben emlitett
"membrénfelismeré-konformécid" elmélet szerint ékeld-
dik be végleges membrénbeli helyére. A kiiltnb5z8 test-
nedvekben, a citoszolban eléforduld, nem membrénhozki-
tott forma 1€tét témesztjék ald Huseby /1978, 1982/a-b/,
Teuji és mtsai /1980/ valamint Echetebu és Moss /1982/a/
kisérleti eredményei ie, amelyek & killdnbtz8 eztvetek-
ben, testnedvekben eldforduld "oldhatd" ¥=-GT aktivitis
meglétérdl taniskodnak. A J-GT "laza" membrénhozkiststt-
ségét bizonyitjék Sikka és mteai /1982/ kisérletei is,
gkik szerint a transzpeptiddz liposzdmékbdl "erithrocita-
-ghost"-okba vald &tiilltetése sorén nem a kétféle membrén
fizidja, hanem a transzpeptiddz dtvéndorlésa zajlik le.

legjegyzend6, hogy legijabban Nash és Tate /1982/
foglalkozott a transzpeptidéz szintézisével. Eredménye-
ik szerint az enzim két alegysége kozds fehérjeléncbdl
/pl. az inzulinhoz hasonldan/ 1imitédlt proteoliziseel

keletkezik,




IX. tZbldzat: 2 kisérleti koriilmények hatésa
a beéplilés mértékére
A beépitéskor alkal- A beépilt enzimgktivi-
mazott kozeg tés %-os mértéke

a. kontroll 26.5 + 1.5 %
be " + 04001 % TRITONW 35.7 + l.3 %
Coe " + lo mlf MgCl, 40.9 + l.2 %
d " + 40 ml glutation 25.6 + 3.2 %

/xontroll: o.1 M TRIS,HC1 -pH 8.5-, 0,15 M
I\&Cl 10 ;...]Iu -1.0012, 3 IDI\: N&HB/

5.3, A kisérleti korilmények hatésa a beéplilés mértékére

Vizsgéliam a kisérleti korilmények vilt oztatdsédnak a

beéplilés mértékére gyakorolt hatdsit. A beéplilt enzim=
aktivitds tenzid, ntvelt magnéziumion koncentrécid és

A A4 Shey + £ G TN e o g5 U o 5
ielenlétében meghetirozhatd 08 mMEriekeET a

L* o £

Ey 1

g P o
ZUNDSZ G

A b, esetben slkalmazott TRITON X-loo oncentricid

se-ze 2 kritilus micellaképzd koncentrécid /o.olb %/
‘e mdz messzebb a /o 1 %,

1d, 16. ébra/ koncentricidja elatt van. Az cldztban 1é-
v8 TRITON X-lco molekulék a 21, &brén bemutatotthoz ha-
sonléan a membrén szerlezetében hibahelyeket generélva
konnyithették meg a beéplilést. A megndvelt tenzidkon-
centrdcid esetlez az enzim aggregdcidjénak tovabbi visz-
czaszoritdsdban is szerepet jétezott. A c. esetben pe-
, amint erre Razin /1972/ mér régebben rdmutatott, a
Qg2+ ionok a foszfatiﬁilkolin részek foszfétcsoportjai

zim kozdtt ionos hidet alkotva segithették ald

.
'

en
a bedpiilést. A d. pontheli eredmény arra utal, hogy a
crubsztrit kot6ddse a beéplilés mértékét nem befolyésol-
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Iint azt mér a 4.2.2, fejezetben enmlitettem, a transz-
peptidédz 1 dmébaéplilésének injektflésos mdédszerrel

kapott mértéke eltér a Hughey és mteai /1979/ £1tal le-
irt beéplilési arénytdl. A kiildnbeég oka az lehet, hogy
ez oldatban jelenlévd transzpeptiddz aggregdtumokat e
Hughey€k &ltal alkalmezott 2 %-os Na-kolétos kezelés
sokkal inké&bb képes megbontani, mint a mi Lisérleteink~
ben haszndlt maximélisan kb. lo % etanolt rtalmazd
rendszer 0e21nterr 216 hatésa. & trenszpeptiddz aggregé-
lé@aséré utal s nzidmentes enzim Arrhenius dia
1

ban kb. 16OC-nhl jelentkez6 toréspont is /

epz0dott enzimgggregétumok stabilitdsdra utal az
£

a tény, hogy sem egyszeri beépitds sor rén, sem pedig az
elsd alkal épllt enzimmennyisést8l elvdlasztva

it€s alkalmdvel nem éplil be szémottevd
5 %/ mennyiséglk a liposzdmékbe., I "maradék" engim 1i-
S

rd ] 4 - - . 5 LR | L4
Oszomeba epltece a 4.2.2, fejezetben leirt dezoxilkoléd-
tos kezelés utin sem sikeriilt., Az aggoregdtumok megbonté-

Vinzett beénitdeil kisérletek tenulcéca szerint e trensz-
= * - ~ T e 3
verntidez esvre nivekvo veslil ccocakne teljes /95 fn?"‘__(rl/

meniylseglét be tudtam épiteni a képz8d8 liposzdmdkba.
/Elképzelheté, hogy ilyenkor az enzimek £ltal esetleg
‘nyebb oldat ozmotikus nyomésa "fesziti
1

Az enzim egy és kétéridéki ionokkal
7

t5
téséga is feltehetlen kapcsolatban &11 aggrecativ sa-
Jétgdgéval, Erre utal az irodalmi adatok nagyfoki el-
lentmondésossdgdn /1d., X. tédblézat/ kivil néhény eld-
cigérletben kapott eredményem is, amelyek a papainnal
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czolubilizZlt /tehdt hidrofdb =-- aggregdlddd -- rés

tott/ enzim cstdkkent ionaktivdlhatdsdgét mutatjék.
Delo A'y;glutamil transzpeptiddz elhelyezkedése a lipo-
szbmékban

Jelenlegi tudédsunk szerint alapvetden két kérdést te-
hetiink fel a ¥-GT membrénbeli elhelyezkedésével kapcso-
latban: a membridn melyik oldaldn helyezkedik el az en-
zim nagyobbik részét kitevd glikozilédlt hidrofil rész;
v hol helyezkedik el az enzim Hidrofdéb része

ct ©
Oy

srétegen belll,

Az elsdé kérdésre adandd vilaszt eddig tilnyomlérészt
az enzimmek a 2.2.2., fejezetben emlitett papainnal va-

(l']

1& szelektiv emészthetlsége alapjdn keresték. A vizsgé=
latok sorZn bebizonyosodott, hogy az in vivo és in vitro

ités

[

rendszerek membrénjéhoz kotott teljes Y-GT aktiv
£n papainnal t6rténé emésztésével.
/Tgao %s Curthroys, 1980/. Az igy szolubilizélt enzim
Ssgzaktivitise a kezdeti, membrdnhozkctdit Usszaktivi-
téssal pontcean megegyezik. A papainnal emésztett en
iposzdémékba vald beépiilésre képtelen /Hughey €s

A 2.6, Tejezetben leirt két tipusu enzimaktiv
mérés eredményeinek Gsszevetése alapjén a czubszt
& a az enzim=liposzdma komplexben elérhetetlen en-

imaktivités az Osszaktivitds 4-5 %énak addédott. El-
uk tehét, hogy az enzim zdme /95-96 %-a/ "ki-
1. Ez megegyezik a Hughey és mtsai /1979/ éltal
apott szintén 95 %—-os eloszléss al /1d.VI. téblézat/ és
1ég j6 6sszh&ngban 211 a liposzdmék &ltal az adott ki=-
érleti ételek mellett bezdrt térfogat kbe. lo %-os
arényéval i /Béthori és mtsai, 1981/. /liegjegyzendd,
Kalra -1980- hasonld mddszerrel cszk T5-

UJ

hogy Sikke

é
-85 %—os kif ¢ torténd orientdcidt kapott, ami egyér-
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telmiien az eltérd kisérleti koriilményeknek tulajdo-
nithaté - 1d. VI. téblézat -./

Az enzim ilyen aszimmetrikus elhelyezkedése egyéb-
ként nem meglepS, ha tekintetbe vesszilk a gtmbalaki.
lipid kettlsrétegek aszimmetridjérdl tudottakat /ld.
pl. Montal, 1976/. Alipidmembrén két rétegének &lla-
pota /elsl ktzelitésben a térkitsltés mértékébsl fa-
kaddan/ koréntsem azonos. A kiilsl réteg expanddlt
dllapotéval szemben a belsS kondenzdlt, rendezett
fédzigként vieelkedik. Kiilonbozd8 /elsésorban 151ttt/
lipidek, pl. foszfatidilglicerol szignifikédnsan a-
szimmetrikus eloszlédst mutatnak a "kiilsé réteg javé-
ra"., Igy értheté,hogy pl. a transzpeptiddz hidroféb
farke ktonnyebben tudja penetrdlni a kiilsé,kevésbé
kompekt réteget. Azt azonban mindenképpen meg kell
Jegyezni, hogy a jelenség csupédn ezzel nem magyeréz-
haté, killondsen akkor nem, ha figyelembevesszilk,
hogy ilyen nagy /loo nm/ méretek esetén a gorbiileti
gugdr novekedése miatt a 1lipid kettlsréteg aszimmet-
ridja erdsen lecstkkent.

A hidrofil rész elhelyezkedésének tisztdzdsa utén
tekintsilkk 4t a hidrofdéb rész elhelyezkedésérll eddig
tudottakat. Az integréns beépiilést igazold kisérles
tekbSl ktvetkezik, hogy az enzimnek ez a része vala-
miképpen beékelddik g 1ipid kettSsrétegbe.

A beékelldés mélységének elddntésére az egyik igen
alkalmas médszer a fagyasztva-tordeléssel kapott bel-
86 /illetve kiilsd/ membrénfelszin elektronmikroszké-
pos vizsgélata. A liposzdmékat folyékony nitrogénben
lefagyasztva és "eltdrve" a lipid kettSsréteg & kize-
pén kettévdlik és két filmszerii lipidrétegre esik
szét. A kettdsréteg mindkét felén keresztiilhaladd fe-
hérjerészek mint kidudoroddsok /konkédv, kills§ felszi-
nek/, illetve mint bemélyedések /konvex, belsld fel-
gzinek/ létszanak,.
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22, ébra: az enzim~liposzdma
ses elektronmikroszkdpos képe / na

ez &ébrézolt szekasz hossza loo nm-nek fe
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A 22, ébrén mutatom be a ¥=-GT liposzdms komplex
fagyasztva-tordeléses eljérdssal készitett elektron-
mikroszkdépos felvételét. A kisérlet sorédn az enzim/
lipid arédny 25 ug : 1 mg volt, ami a Sepharose 4B
gélsziirés tanulséga szerint a beépiilt enzimmennyisé-
get tekintve kb. 20 enzimmolekuléngk felelt meg 1li-
roszéménként .

A felvételbll kitlinik, hogy még ilyen nagy lipo-
szémabeli enzimkoncentrdcidé mellett sem lédthatunk
semmiféle "dudorokat", illetve bemélyedéseket a li=-
poszdémék kiilsS, ill. belsl rétegén. Ez a kisérleti
tény eléggé valdsziniivé teszi, hogy a ¥-GT hidroféb
része csak az egyik lipidréteget penetrédlja. Igy az
enzim eminosavekat transzportdld sajétedga még az ed-
digieknél is kétcségesebbé vélik,

5.5 A kainsav hatédsa a ¥Y-glutamil transzpeptidézra,
az enzim lehetséges szerepe az agyban

A Y-glutemil transzpeptidéz az agyban = 2.2.3. fe-
jezetben leirtak alapjén leginkébb az agykapilléri-
sok vér-agygétat képezl epitheliuméban fordul eld.
Ugyanskkor néhény tdjabb ktzlemény /ple. Shirre és
Hzber, 1981/ az idegsejtekben megtaldlhatd /igaz, e=-
1éggé kismértékil/ J-GT aktivitédsrdl is beszémol. E-
zek az észlelések €s az a De Bault &ltal bizonyitott
tény, hogy a glia sejtek nélkiillozhetetlenek az agyka-
pillérisok endothel sejtjeire jellemzd transzpeptidéz
aktivitde kifejl8déséhez /De Bault és Cancille, 1980;
De Bault, 1981/ elképzelhetdvé teszik, hogy a ¥=GT
szerepet jétszik az agybeli ingeriiletdttevidésben.

Ennek & kérdésnek & tasnulményozédséra vizsgdltam a
glutaminsav-alapi ingeriiletdtvitelre koztudomésian
nagy hatédst gyakorldé /ld. 2.3. fejezet/ kainsav haté-
sét a J-glutamil transzpeptiddzra.
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A kainsgv hatdsa kiilonbszd koncentrécidkban

A 4.2.7. fejezet szerint elvégzett kisérletek so-
rén a 23. &brdn léthetd négy gdrbetipust kaptam.
Mind a négy kiilonbsz6 esetben a kilk&npszd ionok
/Mat, K¥, ug?*, ca®*/ nidnyéban, illetve jelenlé-
tében kapott "gdtldsi" gorbék lefutdss az ébrdkon
bemutatotthoz rendkiviil hasonlé volt, a gorbék egy-
méstdl szignifikénsan nem kiilsnbsztek,

SN | i ime el
09 ¢
1] &H'
oy A. gmﬁ 6.
s 6 8 -la] L 3 e g -~k
_: 4 rt s I *
104 20 /
Tt Ty
C. D.

23. ébra: a kainsav hatdsdnak koncentrécidfiiggése
akceptor hidnydban, i1l, jelenlétében

/A.: patkényvese ¥-GT, GlyGly mentes kézeg, 150

mM Na¥; B.: patkényagy ¥-GT, GlyGly mentes ki-

zeg, 150 mM Na*; C.: patkdnyvese ¥-GT, 50 mM

GlyGly, 150 mM Na¥; D.: patkényagy ¥-GT, 50 mM

GlyGly, 150 mM Na*¥; Bﬁq = keinsavkoncentrdcid/

A gorbék alakjdbél kitinik, hogy a kainsav mind
a vesébSl, mind az agybSl izolélt enzim esetén ak-
ceptor hidnydban /A. és B./ szémottevd hatédst nem
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mutat. Akceptor jelenlétében /C. és D./ egy, a kon-
centrédciéndvekedéssel pérhuzamosan erdssds, maxi-
mdlisan 20-30 %-os gétlds jelentkezik, amely jol
magyerézhatd a kainsavnak /mint rigid szerkezeté-
b8l kdvetkezlen a GlyGly-nél feltételezhetSen sok-
kal rosszabb akceptornak/ a GlyGly-t kiszoritd ha-
téséval,

Az a tény, hogy a kiilonbszl egy- és kétértékii ka-
tionok nem befolydsoljédk a gtrbék lefutdsdt ellent-
mond azzal a 2.3.4. fejezetben mér emlitett megfi-
gyelésnek /Constanti és Nistri, 1976; Walker, 19763
Johnston, 1979; Baudry, 1979/, hogy a kainsav Nat je-
lenlétében a glutaminsav felvételt sokkal ink&bb gé-
tolja mint az ion hidnydban,

A kainsav hatésa az optimum alatiil /Osszemérhets/
akceptorkoncentrdédcidk esetén

A kisérleti eredményeket a XI. tébldzatban foglal-
tam Ossze./ld. 90, 0ld./. Léthatd, hogy a kapott ér-
tékek sehol sem térnek el szignifikénsan a nullédtdél,
azaz a kainsav glutaminsav, illetve glutamin esetén
az el6z8 kisérletsorozat akceptormentes esetéhez ha-
sonldan semmiféle gdétld hatdssal nem rendelkezik.

A kainsav hatésa az optimum glatti donorkoncentridcidk
esetén, a Y-glutamil-p-nitroanilid létszdlagos kyy ér—
tékének meghatdrozdsa

A Lineweaver-Burk ébrézolédssal kapott egyenesek line-
dris regressziéval szdmolt adatajt a XII. t£bldzat-
ban /ld. 91. 0ld./ tiintettem fel,

A tédblézat adataibdl kitilinik, hogy az enzimreakcid
maximdlis sebessége a kiiltnbsz8 esetekben kdzel azo-
nos. A glutaminsav aktivéld hatédsa a vese és agyen-
zimnél egyarént megfigyelhetd, ugyasnakkor e kainsav-
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XII., tébldzat: a¥glutamil-p-nitroaniliddel mutatott ma-
ximdlis reakcidésebesség és létszdlagos ky kiiltnbozé en-
zimfajték, akceptor- és kainsavkoncetnricidk esetén

it . Tnex | B | ¥orre
e enzimfajta |Glu/ ﬁﬂ/ /ﬂiﬁ% Ay
: patkényvese 0 ) 0.364] l.04 | 0,719
- 3 ¥-GT o 50 0,551} 1.40 | 0,966
B ) 500 04388 0,68 | 0,745
4, 0.1 o 0¢530] 1,01} 0,787
Se 0.1 | 50 0s440; 0454 | 0,991
6 0.l | 500 0,478 1,07 | 0899
Te 25 o} 06508 0,27 | 0.973
8. 25 50 0,511f 0,16 | 0,952
9 25 500 0.480f 0,12 | 0,782
lo, | patkényagy o) o) 0.550] 0.49 | 0.910
3, Gt 0 50 | 0.450] 0,33} 0,831
12, 0 500 0.,510] 0.54 | 0,916
13, Ol o 0+54 1,03 | 0.940
14, 01| 5o 0.66A 0,99 | 0,963
15 0.1 | 500 0,535] 0463 | 0,943
16, 25 o 0.736] 0428 | 0,963
17. 25 50 0.658] 0,18 ] 0,897
18, 25 500 0,667] 0420 | 04952
19. veslip. 0.1 ) 06547 0679 | 0,989
20, o,1| 50 0.510] 0,74 | 0.974
21, 0,1 | 500 0,558 0,90 | 0,984
22+ brushb. o e o) 06553] le04 | 0,997
234 oel| 50 0¢539] 0496 | 0,992
24, 0,1 | 500 00455 0,76 | 0,978
25, agylip. 0ol o 0.510f 0,83} 0,938
26, 0.1 50 0¢57 1,02 | 0.971
27 0.1 | 500 0.543 0.83 | 0.982

folytetdst 1ld. 92. old.
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XII. téblazat: folytatéds

S0T-
Minta

szém vmax Ky korret

laciod

/pﬁl /mM/
enzimfajta |Glumy|[K4fat/|.min™/

28, szingptosz.| 0,1 0 0,444] 0,86 | 0,965
29, 0.1 50 0424 0,78 ] 0,931
30 0.l 500 0359 0.31 00761

Megjegyzések: a roviditések megegyeznek a XI, tdblé-
zatban haszndltakkal; [KA] = kainsavkoncentrécié; a
v értékeil egységnyli aktivitdsi enzimre vonatkoz-

max
tatottake.

koncentrécid véltoztatdsa semmilyen szdmottevl hatést
nem okoz. Mindez Osszhangban van az optimum alatti
akceptorkoncentrdcidk alkalmezésa esetén kapott kisér-
leti eredményekkel.

A ldtszblagos Michaelis &11anddk egybevetése sorén
megdllapithatdé, hogy a kainsav az esetek felében /7.~
Se; 13.=1543 16.=18.; 22.=24.; 28.-30. s8zdmi mintdk/
kompetitiv aktivétorként viselkedik, a K cs6kkentd
hetédsa azonban meximdlisan 50 % korili,

Mindezen kisérleti eredmények alapjén nagymértékben
valdsziniisithet8, hogy a ¥=-glutamil transzpeptidéz
nem jétszik szémottevd szerepet az agybeli glutamin-
sav-alapl ingeriiletétvitelben, hiszen amennyiben igy
lenne /tehét pl. a ¢=GT a szinaptikus résbe jutott
glutaminsav kis, vagy nagy affinitdsd felvételéért
volna felelds/ a kainsavnak szémottevien gédtolnia
kellene az enzim miikodését, és a kapott gédtlédsnak Na*t
ionok jelenlétében novekedni kellene,




5.6. A munka tovébbi irényai

Az iz0ldlt P-GT jellemzését teljesebbé tehetné ag
aggregetiv sajdtsédgdnak részletesebb vizsgdlate. Igy
fényt lehetne taldn deriteni az enzim egy- és kétér-
tékii kationokkal t&rténé aktivélhatdsdgénak természe-
tére is,

A spontdn beépiilés tényének ismeretében érdemes
lenne megvizsgédlni, hogy az enzim képes-e kiilsé be-
hstds nélkiil membrédnvdltoztatdsra.

Az enzim membrénbeli elhelyezkedésének részlete-
sebb tanulményozését biofizikai mddszerekkel /elek-
tronspinrezonancia-spektroszképia, DSC vizsgélatok,
stb./ folytatjuk. Ugyanabba a liposzdméba beépitett
tobb ¥-GT leterélis elhelyezkedésének tisztdsédpédra
is terveziink kisérleteket.

Mindezen vizsgdlataink hozzédjérulhatnak a membrén-
enzimek membrénbeépilésérfl, membrénbeli elhelyezke-
désérdl és a fehérje-lipid kolcstnhatédsokrdél alko-
tott képlink bdvitéséhez.

A kainsavas kisérletek befejezéseként néhény szer-
kezeti analdg hasonld vizsgdlatédt tervezem a kérdés
megnyugtaté lezérdséhoz.,




6. OSSZEFOGLALAS

Tunkdm sordn patkényvesébdl izolélt ¥-zlutamil transz-
peptidéz liposzdéméba vald beéplilését vizsgéltam. Az en-
zim beépitését egy - az irodalomben eddig le nem irt -

Fa

43 médszer kiprdbéléséval végeztem el.

;,

- ’ -

4z integréns beéplilées tenyet négy mé

et

d
tottam: egylittmozgés Sepharose AB gélen

-

9
enziﬁ Arrhenius Ql“"?”“aa‘aﬁ o membrén fézi

ziddel toriténd fokozatos megb ntésekor a i?GSZCTak deg-
raddcidjdnak ¢és o kotott enzimaktivitdsnak pérhuzamos
véltozdsae.

lunkim jelenlezi féziséban a —glutamil transzpepti-
dZz liposzdémdkba vald beéplilésének alapveto jellemzését
végeztem el, Igy tObbek kozitd megvizsgéltam a kisérle-
t1 korilmények / Mg2¥, TRITON X-loo ill. szubsziritkon-
centrdcié / véltcztatésénak a beépiilés mértékére gyako-

rolt hatését.

Kehgn3 Gj infornmdcidval sz0 géltam az enzim aggrega=
tiv szjétsédgénak jobb meglsmeresenez. Eredményeim sze-
rint a keletkezeilt enzim-liposzdéma komplex igen stabils

huzamosabb ideiz térolt liposzdmékben 1is a teljes en
zimaktivitds kototten marad.
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Kilon figyelmet érdemel az enzim spontdn beépiilés-
re vald hajlama., E folyamat leginkébb a membrdn fé-
zisétalakuldsi pontjén jétszddik le. A spontén be épii=-
1ést felhaszndlva lehetSség nyilik a bedpités egy 4j,
igen kiméletes mdédjénak kifejlesztésére.

Kigérleteim alapjén egy hozzdvetSeleges képet al-
kothatunk az enzim elhelyezkedésérdl a liposzdémékban.
Eredményeim szerint a transzpeptiddz sktiv centrumé-
val 95 %-ban kifelé orientdlt, hidrofdéb része felte-
hetlleg csak a membran kiillsl rétegét penetrdlja. E
megfigyelések anaminosavtranszportban jétezott sze-
repét elég veldszinlitlenné teszik.

A kainsav, az agybelil glutaminsav-alapd ingeriilet-
étvitel hatékony befolyésoldszere a ¥-glutemil transz-
peptiddzra lényegében semmilyen hatést nem gyakorol,
Ez a tény eléggé kizérje & transzpeptiddz részvételét
az ingeriiletétvivdé folyematokban.

Budapest, 1983. februdr
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