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SUMMARY 

7-Glutamyltransferase activity in the human red blood cell membrane 
A y-glutamyltransferase activity is found in the human red blood cell mem- 

brane. 
Membrane isolation was carried out according to the method of Dodge et al. 

(Dodge, J. T., Mitchell, C. and Hanahan, J. (1963) Arch. Biochem. Biophys. 100, 
119-130) (modified) and proteins were solubilized either with 1 ~ sodium deoxy- 
cholate or 5 mM EDTA or 10 mM of its disodium salt, under various conditions of 
time and temperature. The 7-glutamyltransferase activity of the membrane prepara- 
tions was investigated using two substrates, 7-u-glutamyl-p-nitroanilide and y-e- 
glutamyl-7-naphthylamide. 

The specific enzymatic activities of the various preparations, expressed in 
munits per mg of protein, were found to have similar values under similar technical 
conditions. The chelating agents seem to allow a more specific isolation than the 
detergent. 

The presence of a 7-glutamyltransferase activity in the erythrocyte membrane 
is discussed in relation to the membrane association of this enzyme in other tissues. 

INTRODUCTION 

La 7-glutamyltransf6rase (EC 2.3.2.2) a 6t6 mise en 6vidence dans de nombreux 
tissus (rein, pancr6as, foie, rate, intestin, cerveau, poumon, muscle cardiaque et 
squelettique) et la d6termination de son activit6 s6rique a 6t6 raise ~t profit en biochimie 
clinique, essentiellement en pathologie h6patobiliaire et darts les maladies pancr6a- 
tiques et cardiaques. En ce qui concerne les 6rythrocytes, la pr6sence en 6tat d'6quilibre 
dynamique [1] du glutathion, substrat de la ~-glytamyltransf6rase, nous a incit6s 
rechercher une activit6 de cette enzyme dans la membrane 6rythrocytaire, une teile 
association membranaire ayant d6jh 6t6 mise en 6vidence darts certains tissus de 
l 'homme et de l'animal [2, 3] et, r6cemment, dans la membrane erythrocytaire du 
lapin [4]. 
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MATI~RIEL ET METHODES 

Isolement des membranes &ythrocytaires 
Les membranes sont preparaes selon la methode de Dodge et coll. [5] modifiee. 

Un pool de globules rouges humains, praleves sur heparinate de lithium et laves trois 
lois dans du serum physiologique, est hamolys6 dans 6 vol. de tampon phosphate 
0.005 M, pH 5.8; le melange est mis 5- 4 °C pendant I h et agite de temps en temps; 
awes centrifugation, le culot est lave dans le meme volume de tampon jusqu'5- obten- 
tion d'un surnageant incolore. On deplace alors l 'hemoglobine lice aux membranes 
en traitant le culot par un m~me volume de tampon phosphate 0.01 M (pH 8.0) et, 
apres un contact d'une heure 5- 4 °C et centrifugation, on lave les membranes avec du 
tampon phosphate 0.005 M, pH 8.0. Toutes les solutions utilisees pour cette prepara- 
tion sont prealablement portees 5- 4 °C. 

Solubilisation des protOines membranaires 
Le culot membranaire est repris dans 1.5 ml de tampon Tris • HCI, 0. l M, 

pH 9.0, refroidi 5- 4 °C et contenant: soit 1 ~ de desoxycholate de sodium, selon 
Orlowski et Meister [6]; soit 5 mM d 'EDTA;  soit 10 mM de Na2EDTA. 

Les melanges sont agites doucement durant l ' incubation dont la duree et la 
temperature ont ete variables selon les essais: 20 h h 4 °C ou 2 h 5- la temperature du 
laboratoire. Apres centrifugation, les surnageants sont soumis au dosage des protaines 
et 5- la determination de l'activite enzymatique. 

Dosage des protOines 
Le dosage est fait selon la technique de Lowry et coll. [7] avec, pour etalon, de 

I 'albumine bovine (Miles Laboratories). 

DOtermination de I'activitO enzymatique 
Deux substrats sont utilises pour determiner l'activit6 7-glutamyltransferase 

des extraits membranaires. 
(I)  Mathode 5- la y-L-glutamyl-p-nitroanilide [8] commercialisee par Boehrin- 

ger*. Le melange d'incubation contient: 7-L-glutamyl-p-nitroanilide, 4 mM; glycyl- 
glycine, 40 mM; tampon Tris, 185 mM, pH 8.25. On ajoute 0.2 ml d'extrait mem- 
branaire 5- 3 ml de melange d'incubation; la reaction se fair 5- 25 °C: on calcule la 
valeur de l'activite d 'apres la moyenne des elevations d'extinction par minute 5- 
405 nm. 

(2) Methode 5. la 7-L-glutamyl-~-naphthylamide: nous utilisons la methode de 
Orlowski et Szewczuk [9] en ajoutant de la glycyl-glycine (20 mM) au milieu de 
reaction. 

Pour chacune des deux methodes, des essais paralleles sont faits en remplaqant 
l'extrait membranaire par la solution tampon ayant servi 5. sa solubilisation et conte- 
nant, selon le cas, du desoxycholate, de I 'EDTA ou du Na /EDTA;  ces essais ont 
pour but de rechercher une hydrolyse des substrats de nature non enzymatique. Les 
resultats sont exprimes en munitas (l munite 0.001 unit~); une unite est la quantit6 
d'enzyme necessaire pour former par minute une pmol de p-nitroaniline ou d'~- 

* Boehringer Mannheim GMBH, ;,-GT 15794. 
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naphthylamine dans les conditions des mdthodes utilis4es. L'activit6 sp6cifique de 
l 'enzyme est exprim6e en munit4s par mg de prot6ine. 

RESULTATS 

Les deux m6thodes de d6termination de l'activit6 7-glutamyltransfdrase sont 
parfaitement applicables aux pr6parations de membranes 4rythrocytaires obtenues 
dans les conditions d6crites; il y a proportionnalit6 entre les produits form6s et le 
temps d'incubation, de marne qu'entre les vitesses de r6action et la concentration de 
l'enzyme. Les essais t6moins r6alis6s dans les mames conditions que les r6actions mais 
sans extrait membranaire montrent que, des deux substrats, seule la ?-L-glutamyl-p- 
nitroanilide est hydrolys4e en pr6sence de d6soxycholate, d 'EDTA et de Na2EDTA; 
il est 4videmment tenu compte de cette hydrolyse non enzymatique dans l'expression 
de l'activit6 ?-glutamyltransf6rase. 

Le Tableau i mentionne quelques-uns de nos r6sultats; les Essais 3A et 3B 
sont faits ~ partir d 'un volume 6quivalent d 'un mame pool d'h6maties; il en est de 
marne pour les Essais 4A, 4B et 4C d'une part et pour les Essais 5A, 5B et 5C d'autre 
part. Quelles que soient les modalit6s de la solubilisation des prot6ines, une activit6 
7-glutamyltransf6rase a 6t6 mise en 6vidence dans toutes nos pr6parations de mem- 
branes 6rythrocytaires; les r6sultats sont sensiblement les mames avec l'un et l 'autre 
des substrats. L 'EDTA et le Na2EDTA semblent permettre une plus grande sp6cificit6 
d'isolement; un contact des extraits avec le Na2EDTA ~ 4 °C pendant 20 h donne 
I'activit6 sp6cifique la plus 61ev6e. I1 convient de noter que le propos de ce travail 
ayant 6t6 la recherche qualitative de l'activit6 ?-glutamyltransf6rase dans les mem- 
branes de globules rouges humains, nos r6sultats sont probablement en-deqh de la 
valeur r6elle de cette activit6. Reynolds et Trayer [10] ont solubilis6 90 ~ des prot6ines 
de la membrane de l '6rythrocyte humain par contact durant 96 h ~t 20 °C avec une 
solution aqueuse d 'EDTA 5 mM ~ pH 7.5, alors que nous avons utilis6 ce ch61ateur 
pendant un temps plus bref et dans un tampon dont la force ionique et le pH con- 
viennent davantage ~. l'activit6 de l'enzyme. Les mames auteurs signalent une diminu- 
tion du pourcentage de prot6ines dissoutes en pr6sence d'ions Na+; si nous avons 
effectivement obtenu, par le Na2EDTA, des pr6parations 16g6rement moins riches en 
prot6ines que celles obtenues par I 'EDTA, la plus grande activit6 enzymatique des 
premi6res nous a amen6s ~ consid6rer l'influence de ces produits sur cette activit6 et 
nous avons constat6 qu'un s6rum sanguin humain additionn6 de 5 mM d 'EDTA ou 
de 10 mM de Na2EDTA montre, apr6s 2 h de contact ~t la temp6rature du laboratoire, 
par le test Boehringer, une activation de l 'enzyme sdrique de 13 et 21 ~ respectivement. 

DISCUSSION 

Ce travail met en 6vidence la pr4sence d'une activit6 ?-glutamyltransf6rase dans 
la membrane de l '6rythrocyte humain. Dissociable par un d6tergent ou un ch61ateur, 
on peut situer cette enzyme, selon la classification de Shin et Carraway [I 1], parmi 
les enzymes membranaires p6riph6riques; l'effet des ch61ateurs suggare des interac- 
tions ioniques dans la liaison de l 'enzyme h la membrane. 

L'absence de 7-glutamyltransf6rase dans le globule rouge humain a 6t6 rap- 
port6e par certains auteurs [12-14] mais Rouser et coll. [15] signalent sa pr6sence, 
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sans toutefois indiquer la m6thode utilis6e. C'est dans l'h6molysat d'6rythrocytes 
humains que Jackson [16] a mis en 6vidence une activit6 7-glutamyltransf6rase en 
pr6sence de glutathion, la pr6sence d'h6moglobine emp0chant l'utilisation de substrats 
synth6tiques chromog6nes. Dans un travail r6cent, Palekar et coll. [4] ont d6montr6 
la pr6sence, dans la membrane 6rythrocytaire du lapin, de cette m~me activit6 en 
utilisant le glutathion comme substrat, alors qu'ils ne la constatent pas en pr6sence de 
?-glutamyl-p-nitroanilide qui r6agit avec l'enzyme du rein de lapin. Nos pr6parations 
de membranes d'6rythrocytes humains ont une activit6 7-glutamyltransf6rase vis-5_-vis 
de ce dernier substrat comme d'un autre chromog6ne, la ?-glutamyl-~-naphthylamide. 

La pr6sence d'une activit6 7-glutamyltransf6rase dans les membranes cellu- 
laires au niveau de diff6rents tissus [2, 3, 17-20] soul6ve la question de sa signification 
physiologique. A la suite de leurs travaux sur le rein, Orlowski et Meister [21, 22] ont 
envisag6 l'hypoth6se que cette enzyme dont tousles acides amin6s saul la proline sont 
des accepteurs [6, 23, 24] pourrait participer avec le glutathion, dans un "7-glutamyl- 
cycle", au transport d'acides amin6s. Quant 5_ l'enzyme 6rythrocytaire, selon Palekar 
et al. [4], il pourrait intervenir avec la 7-glutamyl-cyclotransf6rase dans la d6gradation 
du glutathion dont le produit terminal 6rythrocytaire serait la 5-oxoproline. 

La pr6sence de 7-glutamyltransf&ase life 5_ la membrane 6rythrocytaire repose 
la question de l'origine de la 7-glutamyltransf6rase s6rique jusque-15- attribu6e au 
foie [25] et, pour une moindre part, au pancrfas [26]; si le processus de vieillissement 
du globule rouge commence par la fragmentation de la membrane cellulaire sans perte 
du contenu cellulaire [27], il serait possible que, au moins en partie et 5_ l'6tat normal, 
la y-glutamyltransf6rase s6rique provienne de la membrane 6rythrocytaire. La re- 
cherche de formes isozymiques et, le cas 6ch6ant, leur comparaison avec celles mises 
en 6vidence dans le s6rum sanguin humain normal et pathologique pourraient donner 
des indications int6ressantes [28]. 

RI~SUMI~ 

Une activit6 gamma-glutamyltransf6rase est mise en 6vidence dans la 
membrane du globule rouge humain. 

L'isolement des membranes est r6alis6 selon la m6thode de Dodge et coll. 
modifi6e et la solubilisation des prot6ines membranaires effectu6e en pr6sence de 
d6soxycholate de sodium 5_ 1 ~ ,  de 5 mM d 'EDTA ou de 10 mM de Na2EDTA, 
dans des conditions diff6rentes de dur6e et de temp6rature. L'activit6 7-glutamyl- 
transf6rase des pr6parations membranaires est recherch6e 5_ l'aide de deux substrats, 
la 7-L-glutamyl-p-nitroanilide et la ?-L-glutamyl-~-naphthylamide. 

Les activit6s enzymatiques sp6cifiques des diverses pr6parations, exprimdes en 
munit6s par mg de prot6ine, ont, pour des conditions op~ratoires semblables, des 
valeurs assez voisines. Les ch61ateurs semblent permettre une plus grande sp6cificit6 
d'isolement que le d6tergent. 

La pr6sence d'une activit6 7-glutamyltransf6rase dans la membrane du globule 
rouge est rapproch6e de l'association membranaire de cette mame enzyme au niveau 
d'autres tissus. 
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