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Irodalmi Osszefoglald

A dezoxitimidin-5'-foszfat allati szervezetek sejt-
jeiben elvileg két kiilénb6zd uton keletkezhet. Az egyik
lehetOség az, hogy az allati szervezetben a DNS lebon-
tas soran keletkezd dezoxitimidin ATP segitségével fosz-
forilalédik. Ez a timidinkindz - ATP: dezoxitimidin -5'-
foszfotranszferaz, EC 2.7.1.75 - altal katalizalt reak-
cidé a kdvetkezd altalanos egyenlettel irhatd le:

dezoxitimidin + NTP --dTMP + NDP (1)
A dTMP keletkezésének masik lehetOsége az ugynevezett
de novo szintézis, melynek soran dUMP-bOl metilezés révén
dTMP keletkezik. Ez utdébbi de novo képzddési reakcidt a
timidilat szintetdz (EC 2.1.1.45.) katalizalja, és az
alabbi reakcidegyenlettel irhatdé le:

aump + n°, N1©

- metiléntetrahidrofolsav ---
--- dTMP + dihidrofolsav (2)

A dezoxiribonukleotidok pool-ja lényegében a DNS
iniciaciéjaval egyiddben ndvekszik meg (1) a nukleotidok
szintézisében szerepet jatszd enzimek szintjének és akti;
vitasanak fokozddasa révén. A timidinkindz enzim aktivi-
tasanak vagy szintjének kiilontsen feltiind ndvekedése
ugyanugy bizonyitja fontos szerepét a dTTP képzésében,
mint a dTTP-re vald feed back szenzitivitasa (2). Az iro-

dalmi adatokbdél nem lehet biztosan tudni, hogy az enzim

aktivitasanak fokozddasat a mar megszintetizalddott enzim



alloszterikus aktivalasa, vagy az enzim mennyiségének
a novekedése okozza-e. A timidildt-szintetdz enzimnél
hasonld szoros Osszefiliggést a seijt ciklusaval nem si-
keriilt kimutatni. Ezekbdl az irodalmi adatokbdl valdo-
szinilinek latszott, hogy az enzim tulajdonsagainak
vizsgadlata értékes adatokat nyujthat mindazokrdél a
mechanizmusokr6l, amelyek az enzim katalitikus aktivi-
tasat befolyasolhatjak, és ezen keresztil a 4dTTP, il-
letve a DNS szintézis szabalyozasardl is gondoskodnak.
A timidinkindzt Escherichia coli-bdél (3), Bacil-
lus stearothermophilus-bdl (4), tSbb emlds tumorbdl
(5,6,7,8,9), regeneraléddé patkanymajbdél (10,11) borju
thymusbd6l (12) tisztitottdk. A tisztitasok soran az a

labbi lépéseket alkalmaztak:

/NH4/2504—os kicsapas (3,2,5,6,7;9,;10,11,12)
Hokezelés $3,4,5,10)
Streptomycin szulfatos
kicsapas (3,4,6,7,8,9,12)
DEAE celluldz, vagy
Sephadex kromatografia (3,4,6,7,10,;11)
Gélsziirés (6,7,12)
Pozitiv vagy negativ
Ca,/PO,/, adszorpcid (5,10)

3 4'2
Protaminos kicsapas (12)

Hidroxiapatit kromatografia (6)

Celluldz-foszfat kroma-
tografia (4)



Affinitads kromatografia (8,9)
Az enzim aktivitasat 3H vagy 14C timidinnel mérik, a
szubsztrat és a foszforilalttermék elektroforetikus,
vagy anion cseréld celluldzon tS8rténd elvalasztisa a-
lapjan.

Szubsztrat specifités:

A bakterialis és az emlOs szervekbdl tisztitott
enzimek specifikusan foszforildljak a dezoxitimidint,
a dezoxiuridint és ennek 5-6s helyzetben szubsztitudlt
szarmazékait halogénezett szarmazékok (2,5,6,3),
5'-merkapto-2'-dezoxiuridint (13), 5-trifluorometil-2’-
-dezoxiuridint (14), amelyek kompetitiv gatldéi az en-
zimnek.

Foszfat donorok:

A katalitikus reakcidé soran a dTTP-ot kivéve bar-
melyik ribonukleozid-trifoszfat alkalmas foszfat do-
nornak. Néhany rendszerbOl tisztitott enzim csak az
ATP-vel és a dATP-vel képes foszforildlni (7,11,15).

Kinetikai sajatossagok:

A dezoxitimidin-kindz pH optimuma 7 és 8,5 k&zdtt

van (3,5,6,8,9,10,15). Az enzimreakcidhoz sziikséges

Mg2+ -ot részben helyettesitheti Mn®* gs C6- . (11),

Mg2+ jelenlétében a re?t &s zn?* erds inhibitorok (5,6).
Az E. colibdél tisztitott enzim maximalis aktivitéasa Mg2+

> A o 2 e
és Mn> jelenlétében volt mérhetd (3).



A dTTP alloszterikus gatld hatasat minden eddig vizs-
galt esetben kimutattdk. Okazaki és Kornberg (3) tanul-
manyozta eldsz8r az E. colibdl tisztitott enzimen a
dTTP-nek mint alloszterikus effektornak a hatédsat. 0k
mutattak ki azt is, hogy az enzimré nemcsak a dTTP gat-
16 hatasa, hanem t8bb nukleozid di- és trifoszfat akti-
valé hatédsa is jellemz3. Ezek a nukleotidok alacsony
dTTP szint esetén felszaporodtak a sejtekben. Az aktiva-
torok csdkkentik az enzim KM—jét a dezoxitimidinnel
szemben. Az enzim csak viszonylag magas ATP-koncentraci-
6ndl telitdddtt, s a telitési g&rbe szigmoidalis volt
hiperbolikus helyett. EbbOl arra kOvetkeztettek, hogy az
enzimnek két ATP-k&t3 helye van két kiildnbdzd funkcidval.
Az egyiken az ATP mint alloszterikus effektor aktivalja
az enzimmolekuldat, a masikon pedig mint foszfat donor
vesz részt a reakciéban. A dCDP bizonyult a legjobb al-
loszterikus aktivatornak, melynek jelenlétében az ATP te-
litési gdrbe szabalyos, hiperbolikus volt. A feedback in-
hibitor 4dTTP kompetitiv gatlast ad a foszfat akceptorral,
a dezoxitimidinnel, de nem kompetal a foszfat donorral
vagy az aktivator nukleotiddal (3).

Masok az E. colibdl izolalt enzim vizsgalata soréan
szachardz siirliségi gradienst és gélsziirést alkalmaztak az
alloszterikus effektorok hatasanak kimutatasara. Mind a

negativ (dTTP), mind a pozitiv effektorok (dCDP, dCTP)



hozzaadasara a szedimentacids &llandd megndtt, illetve
az enzimmolekula sulya megkétszerzdddtt. A monomer és
dimer molekulasulya 42000 és 90000 k&riili. A szedimen-
tdcids koefficiens 3,4 S-r6l 5,4 S-re ndvekedett az
aktivator hozzdadasara és majdnem 6,0-ra dTTP jelenlé-
tében. A szedimentidcids koefficiens ezen kis kiilénbsé-
gei a dimér forma konformacids valtozdsait mutatjak az
aktivator, illetve az inhibitor jelenlétében (16).

Az enzim monomer alakja igen érzékenynek bizo-
nyult a hOmérséklet emelésére. A legnagyobb reakcidse-
bességet 28 ©C-on lehetett mérni. Magasabb hOmérsékleten
a reakcibosebesség kisebbnek mutatkozott, ami inkabb az
enzim kisebb affinitasat mutatja a szubsztratokhoz,
mint az enzim inaktivacidéjat, anndl is inkabb, mivel a
homérséklet hatdsa reverzibilis volt (a Ky érték a dT-re
egy nagysagrenddel magasabb 37 Oc-on mint 21 Oc-on).

Az alloszterikus effektorok jelenlétében a reakcidsebes-
ségi optimumok magasabb hOmérsékleti érték felé toldd-
takiel (17).

Az Escherichia coli enzimre leirt Osszes jelensége-
ket nem sikeriilt még mas rendszerben megfigyelni. A borju
thymusbdél preparalt enzim gatlasa dTTP-vel kompetitivnek
bizonyult a foszfat akceptorral szemben, mig a donorral
szemben non-kompetitiv volt alacsony ATP-koncentraciénal,

viszont magas ATP-koncentracidonidl kompetitiv jelleget mu-



tatott. Ennél az enzimnél nem tudtak kimutatni akti-
vator hatdsu nukleotidot (12). Allati tumorokbél
nyert enzimeken szintén nem lehetett kimutatni a 4CTP
aktivald hatasat (5).

Regeneral6dd patkanymajbol tisztitott enzimmel
végzett kisérletekben a dTTP non-kompetitiv gatldszer-
nek bizonyult a foszfat donorral szemben (10), mig
kompetitiv gatlast mutatott a timidinnel szemben (11).

A timidinkinazok molekulasulya tdbb emlds tumor-
bél_az aggregacidé mértékétdl fiiggden 100000 és 600000
kdz6tt valtozott (5). A kiildnbdzd molekulasulyu, illet-
ve elektroforetikus mobilitasu formakat tdbb forras-
b6l izolalt enzimnél leirtdk. Embriondlis és felndtt
emberi szdvetekben az elektroforetikus mobilitas a
kor novekedésével ndtt. Ezek a kiildnbdzd enzimformik
kiil6nb5z6 kinetikai tulajdonsadgokkal is rendelkeznek (15).

A kulturaban tartott patkanyvese sejtekben a mito-
tikus index no&vekedésével a sejtekben 1évo timidinki-
nazok elektroforetikus mobilitdsa a kisebb értékek felé
tolédott el. A szdvet ndvekvo kordval a sejtjeiben ta-
lalhatdé timidinkinazok elektroforetikus mobilitdsa vi-
szont a nagyobb értékek felé toldédott (18).

A regeneraldddé patkanymajbdél DEAE celluldz kroma-
tografiaval két izoenzimet lehetett elvalasztani. Az a-

lacsonyabb sdkoncentracidéval eluidlhatd enzim a regenera-



cidés folyamat soradn jelent meg (1l1l). A magas sdékon-
centracioval elualhatd izoenzimet a mitokondrialis en-:
zimmel azonositottak, mig a masik enzimet a citoplaz-
matikussal.

A human akut mieloid leukémias sejtekben a na-
gyobb elektroforetikus mobilitasu enzimet a mitokond-
ridlis izoenzimmel, mig a kisebb mobilitdsut a cito-
plazmatikussal azonositottak (20).

Fitohemagglutininnal stimuldalt humén limfocitak-
bél‘DEAE Sephadex oszlopon két enzimformat sikeriilt el-
valasztani. A nem stimuldlt limfocitédkban csak a maga-
sabb sdkoncentracidéval elualhatdé enzimforma volt jelen.
A stimulalt és a nem-stimulalt sejtekbdl az azonos elu-
alhatésagu enzimformdk hasonld kinetikai tulajdonsagok-
kal is rendelkeztek, mig az az enzimforma, amely kiza-
rblag a stimulalt sejtekben volt jelen, az elGzdektdl
eltérd kinetikai paraméterekkel rendelkezett: magasabb
Ky érték, kisebb érzékenység a feed back gatldé dTTP-vel
szemben.

Stabilités:

A kiildonb6zd rendszerekbGl tisztitott enzimek érzé-
kenynek bizonyultak a magasabb hOmérsékletre, illetve
szulfhidril-reagensekkel szemben. A hOmérséklet okozta
inaktivacidét a szubsztratok, illetve az enzim inhibito-

rai kivédték (5,12). A szulfhidril reagensek erdsen ga-



toltak az enzimet (5,6). Az SH-vegylilet csoportot
tartalmazd reagens jelenléte esszencialis a human le-
ukémids sejtekbdl tisztithatd enzimnél. Az egér asz-
citesz S-180-bdol tisztithatd enzim viszont nagyban ka-
rosodott 37 °C-on inkubalva merkapto-etanol jelenlétében
(7).

Az enzimreakcid mechanizmusa:

Az enzimreakcid kezdeti sebességéb®l szekvencialis
tipusu reakcidra kovetkeztetnek a borju thymusbdél nyer-
hatd enzim esetében (12). A szubsztritok és a termékek
kozb6tti gatlasi tipusok alapjan a humén leukémias sej-
tek citoplazmajabol tisztithatd enzimre a szekvencialis
tipust, mig a mitokondrialis enzimre a ping-pong-tipusu

reakcidémechanizmust valdsziniisitik (20).



A kisérletes munka célkitiizése

Ahogy a bevezetOGbdl kitiinik, a timidinkinazrél
szerzett ismeretek alapjaul foként bakterialis, vala-
mint patoldégidas emlOs szdvetekbdl szdrmazd enzimek
szolgaltak. Kevés adat van a normal, de intenziven
oszt6d6 emlds sejtekben és szbvetekben levd timidin-
kinazokrdél. A normal, fizioldgias k&ériilmények kdzdtt
lejatsz6dd intenziv DNS-szintézis ismeretéhez pedig
ez jelentds lenne a molekuldris szintii mechanizmusok
megértéséhez.

A lépet azért valasztottuk forrasul, mert méas
szempontbdl is vizsgaltuk az immun—rendszér differen-
cidciods, proliferacids folyamatait. A patkanylépet pe-
dig azért, mert a megfeleld korban jo6 feltételeket
biztosit nagyobb mennyiségii enzim kinyerésére.

Célunk volt:

1. Az enzim tisztitasa legalabb olyan fokig,
ahol mar nincsenek jelen mas, szdba johetd
enzimek, amelyek az enzimaktivitas mérését
zavarhatnak.

2. A tisztitott enzim kinetikai paramétereinek
meghatarozasa.

a./ egy lehetséges magyarazat adasa az iro-
dalomban az enzimre leirt tulajdonsagok-

ra, illetve ezek fizioldégias szerepére.



U

b./ olyan mdédszer keresése, amellyel az
enzim tovabbtisztitdsa megoldhatd

lenne.
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Anyagok és mddszerek:

Kisérleteinkhez az Intézetiink allathdazabdl szar-
mazd beltenyésztett, specifikus kdérokozd mentes PVG/c
jelli patkanytérzs 30 * 5 napos egyedeit hasznaltuk.

A timidint, a TTP-t, a Ponceau-S festéket, a Pro-
tamin szulfatot és a Trist (Trizma) a Sigma Chemical
Company-tdl, a 2-14C timidint az UVVVR-tdl (Praga), az
amméniumszulfiatot a BDH Chemicals Ltd-tdl, a DEAE cel-
luléz papirt (DE-81) a Whatmann-tdl, a folyadék szcin-
tillatort "Scintol-7" a Koch Light Laboratories Ltd.
cégtdl szereztilk be. A Na-citrit és a citromsav a Merck
gyar terméke, a celluldzacetat membrant a Gelman Inst-
ruments gyartdl, az Osszes t8bbi felhasznalt anyagot
analitikai minSségben a Reanal gyartdl szereztiik be.

A timidinkindz enzim mérését Breitman szerint vé-
geztiikk (21) néhdny valtoztatassal. A reakcidelegy a
kbvetkezd anyagokat tartalmazta: 10 mM tris-HCl1 pH 8,0;

5 mM ATP; 2,5 mM MgCl,; 30 uM (2-1%C) timidin, specifi-

27
kus aktivitasa: 15 cpm/pmole.

A reakcidelegyet 5 percig eldinkubaltuk a mérésnek
megfeleld hOomérsékleten, majd az enzim hozzaadasaval in-
ditottuk a reakcidét. A megfeleld idOpontokban 50 pl-es
nmintakat szivattunk ra, a 2,3 cm atmérdjii DE-8l-es pa-

pirkorongokra, amelyeket ezutdn 300 ml olvadd jég hOmér-

sékletii 1 mM-os amméniumformiat oldatba dobtunk (legalabb
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5 ml 1 mM-os ammoniumformiat/korong . A korongokat ha-
romszor 10 percig mostuk 300 ml 1 mM-os ammoniumfor-
midtban, majd 10 percig 300 ml desztillalt vizben, vé-
glil 10 percig 100 ml 96%-0s etanolban. Ilyen kdriilmé-
nyek k&zétt csak a dT eludaldédik a DE-8l-es papirrél,

mig a foszforildlt szarmazékok tovabbra is a papirhoz
kétve maradnak. A korongokat infravdérds lampa alatt
megszaritottuk, majd 10 ml toluol alapu szcintillaciéds
folyadékot tartalmazd kiivettakba tettiik. A radiocaktivi-
tds mérését Nuclear Chicago Isocap-300-as tipusu folya-
dékszcintillacidés szamlalon végeztiik. Az ATP, illetve az
enzim hozzaadasa nélkiil mért kontrollok a bevitt izotdp
aktivitasanak legfeljebb 1%-at tartalmaztdk. A bemért
Osszaktivitason a mosas nélkiili kontroll aktivitasat ért-
jiik. Az enzimek egy egysége az a mennyiség, amely egy
perc alatt pl mol ATMP képzddését katalizalja.

A fehérjekoncentracidét Lowry és munkatdrsai (22) méd-
Szerével hataroztuk meg marhaszérum albumint hasznalva
standardként.

Az allatokat éteres altatasban, szivpunctidval vé-
reztettilk el. Az allatokbdl kivett szerveket olvadd jég
homérsékletii fizioldgids sdoldatban (0,9% NaCl) gylijtdt-
tik, majd a lehetd leggyorsabban feldolgoztuk.

Az ATPaz aktivitdst Reimann és Umfleet (23) szerint
mértiik, amely a képzddd anorganikus foszfat mennyiségének

meghatarozasan alapul.
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A reakcidelegyben 1évs- nukleotidok vizsgalatat
papir-elektroforézissel Kornberg szerint (3) végeztiik.
A mintat, amely nukleotidonként kb. 30 pg anyagot tar-
talmazott, Whatmann 3 MM jelzésii papirra vittiik fel.

A papirt eldzdleg az 50 mM-os citromsav-natriumcitrat
tankpufferben megnedvesitettiik. A futtatds koriilményei:
fesziiltség 23 V/cm-papir; aramerdsség 4-8 mA/papir; a
futtatds ideje 50 perc. Az aramforras a Gelman gyar ter-
méke. A futtatds utan a papirt megszaritottuk, az elva-
lasztott nukleotidokat UV-lampa alatt tettiik lathatéva,
és standardok segitségével azonositottuk.

A preparatumban 1lévo fehérjék elvalasztasat cellu-
l6zacetit-membranelektroforézissel végeztiik. A fehérje
mintat, amely altaldban 200 ug fehérjét tartalmazott,
egy 2,5-sz6r 17,1 cm-es méretii celluldzacetat-membranra
vittiik fel. A membrant eldzdleg a 65 mM-os Tris-borat pH
9,0-es tankpufferben aztattuk. A mintat negyven percig
futtattuk 300 V fesziiltség mellett, az éramerSSség.Z mA /
/csik volt. A futtatas utan 10 percig festettiik a min-
tdkat Ponceau-S festékben( 500 mg 100 ml 5%-os TCA-ban),
majd a differencidlast 7%-os ecetsavval végeztiik.

Az elektroforézis utdn a timidinkinaz aktivitasat
egy altalunk kidolgozott médszerrel mértiik. DE-8l-es pa-
pirbdl 6 x 2,5 cm-es csikot vagtunk ki, melyet egy ilveg-

lapra helyeztiink. A papirt ezutan reakcideleggyel atitat-
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tuk (28 pl reakciéelegy/cmz). A celluldzacetat-membrant
pontosan rahelyeztiik a DE—§l-es papirra, majd egy masik
iveglappal lefedtiik. Az igy kapott "szendvicset" meg-
forditottuk és 40 °C-on 30 percig inkubaltuk. Az inkuba-
las utan a DE-8l-es papirt ugyanugy mostuk, mint a DE-
-8l-es korongokat a timidinkindz enzim aktivitdsanak mé-
résekor. Szaritas utan a DE-8l-es papirt 3 mm-es csikok-
ra vagtuk, és radioaktivitasat hasonld koriilmények ko=
z0tt mértik, mint a timidinkinadz mérésekor. Ilyen mérési
kdrlilmények kdzbtt az elektroforézisre felvitt minta
mennvisége és a képzodoétt dTMP mennyisége k&zStt egyenes

aranyossag volt.



Eredmények és kdvetkeztetések

A timidinkindz enzim tisztitdsa patkanylép citoplazmidbdl

A timidinkindz enzim tisztitasa eldtt meg kellett
allapitani, hogy a patkanyoknal melyik az a kor, ami-
kor a 1lép nagysdga és az enzim magas szintje optimalis
feltételeket biztosit az enzim tisztitdsadhoz. Ezek a
feltételek a 25-35 napos allatoknial teljesiilnek, mivel
ebben a korban az allatok lépe mar elég nagy, kb. 300
mg-os, és még az enzim szintje elég magas (I. Tablazat).

A timidinkin&z enzim tisztitdsara leirt tSbb méd-
szert prdobaltunk alkalmazni. Megprdbaltuk reprodukalni
a Hashimoto és munkatarsai (6) altal a Yoshida-szarkoma-
b6l kiinduld tisztitdst. A preparalas végére azonban a
specifikus aktivitas a kiindulasihoz képest 1/3 részére
csOkkent. Az enzimtisztitasra a kovetkezd mddszereket
prébaltuk ki: hidroxiapatit, DEAE celluldz, Sephadex-G-

-100, Biogél P-300 kromatografiak, Ca3/PO gél-adszorp-

4/2
cid, preparativ gélelektroforézis. Ezek a mdédszerek saj-
nos az enzim inaktivaldédasat okoztak. Ezek az eljaréasok

részben mas emlds szervbol kiinduld tisztitas esetében is

sikertelennek bizonyultak (M.O. Her és munkatérsai) (12).




I. Tablazat

PR b A,

A PVG/c patkanyok lépsulyanak és a 1lép citoplazmatikus

timidinkinaz specifikus aktivitasanak valtozasa a kor

figgvényében.

tiintettiik fel

A specifikus aktivitasok k&zépértékét

+ a standard eltérés 3 parhuzamos eseté-

ben.
a lép sulya a timidinkinaz

ol specifikus aktivitasa

o (pmol /mg perc)xlo3
nostény him nostény him

10 90 95 0.85+0.15 0.80+0.20
20 100 105 0.45+0.17 0.45%0.18
25 150 200 0.85+0.14 0.70+£0.20
30 225 260 0.65+0.19 0.70+0.16
35 270 325 0.50+0.12 0.50£0.15
40 300 370 0.35+0.10 0.45+0.10
45 325 410 0.20+0.07 0.2540.11
55 345 460 0.05+0 ;02 0.15+Q.05
70 360 525 0.04+x0.01 0.10+0.05
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Patkanylép citoplazmabdél a timidinkinaz enzim
tisztitdsara a kdvetkezd modszert sikerililt kidolgoz-
nunk.

A frissen kivett lépeket g-ban kifejezett su-
lyuknak 3-szoros térfogatdban (ml) homogenizaltuk
1000 RPM-el 10 fel-lehuzassal Braun-Potter S késziilék-
kel. A tisztitéas kezdetétdl a preparatum hOmérséklete
nem emelkedett 4 °C £51é. A homogenizald puffer Ossze-
tétele a kdvetkezd volt: 0,25 M szachar6z; 50 mM tris-
=HCY pH 7,5 3,3 mM CaClZ. A homogenizatumot 1O percig
800 g-vel centrifugaltuk, igy a sejtmagokat kiildnitet-
tiik el, melyet mads kisérletekben hasznaltunk fel. A fe-
liluszdot 60 percig 105000 g-vel centrifugaltuk, igy a
mitokondrium és a mikroszdéma frakcidt kiildnitettik el
a citoplazmatél. A 105000 g-s feliiluszd6t minusz 30 ©c-on

taroltuk a tisztitas kezdetéig.

Protamin-szulfatos kicsapés

0,1 térfogat 1%-os protamin-szulfat oldatot, pH 5,5
adtunk a 105000 g felliluszohoz. A hozzaadas utan 15 per-
cig kevertettiik. A képzdddtt csapadékot 20 perces centri
fugalassal lilepitettiik ki 17000 g-vel. Ezzel a mbédszer-
rel a nukleinsavakat tavolitottuk el. Mivel a specifikus
aktivitas nem valtozott, ezt a lépést a II. Tablazatban

nem tilintettiik fel.
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Ammonium-szulfatos kicsapas

A protamin-szulfitos fellilusz6 minden millilite-
réhez 0,26 g ammonium-szulfatot adtunk kevertetés k&dz-
ben. Tovabbi 15 perc kevertetés utan ugyanugy centri-
fugadltuk, mint az eldzd kicsapasnal. A kililepedett csa-
Padékot a kiindulasi térfogat 1/10-nek megfeleld meny-
nyiségi, 0,1 M KCl; 50 mM tris-HCl pH 7,5 standard puf-

ferben oldottuk fel.

HOkezelés

A feloldott ammonium-szulfatos csapadékhoz annyi
0,1 M-os timidint adtunk, hogy végkoncentracidéja 1 mM
legyen. Ezt a frakcidét ezutan 60 OCc-o0s vizfiirddben tar-
tottuk allandd keverés mellett 5 percig. A 4 Oc-ra va-
16 gyors visszahilités utan a denaturélédott.fehérjéket
kicentrifugaltuk az eldbbi koriilmények kdzdtt. A csapa-
dékot kis mennyiségli standard pufferrel mostuk, és cent-
rifugaltuk, mint eldbb. A két felililuszdot Osszedntdttiik.
A jelenlévO nagymennyiségii timidin miatt az enzim akti-
vitasat nem tudtuk az eldbbiekkel Ssszevethetden mérni.
A lépés hatékonysédgat bizonyitja, hogy elhagyasa esetén
a II. ammonium-szulfatos kicsapas latszdélag kevésbé lesz

hatékony.
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Masodik ammonium-szulfatos kicsapas

A fehérjéket az elsG ammonium-szulfatos kicsapas-
sal egyezd korlilmények kdzdtt kicsaptuk, centrifugaltuk,
majd a kiindulasi térfogat 1/70-e térfogatu standard
pufferben oldottuk fel. A prepardtumot ezutdn 3 x 1 O6ran

at dializaltuk 500-szoros térfogatu standard pufferben.

Polietilén-glikolos frakciondaléas

A dializalt frakcidé minden milliliteréhez 0.15 g
6000-es molekulasulyu PEG-t adtunk. A PEG felolddédasa
utéh még 15 percig kevertettiik ezt a frakcidot, majd
centrifugaltuk az eldzd lépésben leirt mdédon. A kiilile-
pitett csapadékot a lehetd legkisebb térfogatu standard
pufferben oldottuk fel. A fel nem 01d6dd anyagot ismételt
centrifugalassal tavolitottuk el. A feliiluszdét, melynek
fehérje-koncentracidéja altalaban 15 mg/ml k&riil volt, kis
részletekre osztottuk szét, majd minusz 30 Oc-ra hiitsttiik
le Eppendorf reakcidcs&vekben.

A kisérleteket igy csak egyszer felolvasztott pre-

paratumokkal végezhettiik.

A preparatum tisztasidga és stabilitdsa, a kisérletek

reprodukalhatdésaga

A tisztitas lépéseinek jellemzd adatait a II. Tab-

lazatban foglaltuk 8ssze. A kidolgozott tisztitdsi elja-
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II. Tablazat

A PVG/c patkéanylép citoplazmatikus timidinkinazanak tiszti-

tasat jellemzd adatok. 23 g 1lépbdl indultunk ki.

Ossz- specifikus
térfogat fehérje aktivitas aktivitas
lepesek (ml) (mg) (nmol/perc) (pmol/mg perc)
(x 10) (x 10°)
105000 g feliiluszd 60 818 812 0.99
CEaHEIER-0a Kl . o 123 906 7.37
csapas
2, /NH4IZSO4—os ki-
csapas, 3 40 550 13.75
dializalas
polietilén—-glikolos 1.2 18 480 26.67

kicsapas




A

rassal a timidinkinaz enzimet patkanylép citiplazmabdl
atlagosan 25-sz0r0sére sikeriilt tisztitani. Ez a széam
azonban onmagaban nem sokat arul el a preparatum tisz-
tasidgardl. Osszevetve a mi preparatumunk specifikus
aktivitasat més, az irodalomban leirt preparatumokéi-
val, azt mondhatjuk, hogy egy kOzepes szintet sikerililt
elérniink. Ez azzal magyarazhatdé, hogy a kiindulési spe-
Cifikus aktivitas a mi esetilinkben magasabb, mint a méas
szervekbdl kiinduld tisztitasok esetében. A mi prepara-
tumunk specifikus aktivitasa példaul 3,6-szer nagyobb,
mint a borju thymusbél kiinduldé preparédléds soran (12)
133-szorosra tisztitott preparatumé.

Mivel az enzimet nem sikeriilt megk&zelitden homo-
genitasig tisztitani, szilikségét éreztiik annak, hogy meg-
mérjiik, van-e a timidinkindz enzim aktivitdsdnak mérését
zavard enzim a tié%titott preparatumokban. Ezért a ko-
Vetkez0 kisérleteket végeztiik el.

Preparatumunk ATPaz aktivitasat a timidinkinaz en-
zim aktivitésa mérésének kOriilményei k&zdtt mértikk, azzal
a kiilonbséggel, hogy nem adtunk a rendszerhez timidint.
A kapott eredményekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy rend-
szerilink nem tartalmaz zavard mennyiségii ATPaz aktivitéast,
mivel a reakcibelegyben 1évo ATP-nek minddssze 0,06 %-a
bomlott el 1 perc alatt.

Megvizsgaltuk azt is, hogy a katalitikus reakcidban

keletkezd dTMP-ot valamilyen szennyezd enzim elbontja-e
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vagy esetleg tovabb-foszforildlasaval egy olyan termék
képztdik, amely a timidinkindz enzim aktivitdsat befo-
lyasolja. Ennek elddntésére termékanalizist végeztiink.
Magas, 1 mg/ml-es fehérjekoncentracidéju reakcidelegyet
inkubaltunk 40 °c-on 6 peréig. Azt az eredményt kaptuk,
hogy a dezoxitimidin 91%-a foszforilaldédik. Ez nem kép-
zelhetd el abban az esetben, ha a rendszerben dezoxiti-
midin-monofoszfatot bontéienzim aktivitas is jelen van.
Annak elddntésére, hogy a reakcidelegyben van-e a dTMP-n
kiviil mas foszforilezett 4T szarmazék (darpp, 4ATTP), az
elGEbi reakcidelegybdl vett mintdt elektroforetikus vizs-
galatnak vetettiik ald (3). A kisérletbdl megdllapitottuk,
hogy a felvitt mintanak 96 %-a dTMP és 4,0 %-a dT, ha a
felvitt Ossz-radioaktivitas szazalékaban fejezziik ki. A
dTDP és dTTP mennyisége a mérés kimutatasi hatara alatt
volt. A prepardatumunkban tehat nincs a timidinkinaz en-
zim aktivitasat meghamisitd6, zavard szennyezés.

A minusz 30 °C-on tarolt tisztitott preparatum tdbb
hénapon keresztiil megdrizte eredeti aktivitasat, a ki-
sérletek reprodukalhatdok voltak, a tarolasi idotol flig-
getleniil. A k&vetkezdkben leirt kisérleteket tdbbszdr meg-
ismételtiik, és minden kisérletet 3 parhuzamossal végez-

tink.
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A timidinkindz enzim kinetikai vizsgalata

pH optimum

Az enzimreakcidé pH optimuma tris-HCl pufferben
- irodalmi adatokkal Osszhangban - pH 8,0.

Az ATP, Mg2+ arany hatdsa az enzim aktivitasara

Az ATP, Mg2+ arany valtozasanak hatéasat 4,3 mM
ATP-koncentrdacidé mellett az 1. abran lathatjuk. Amikor
az ATP volt feleslegben a magnéziummal szemben (arany
3,44 és 1,72), az enzim aktivitésa‘magasabb volt, mint

ahol az arany 0,86 volt. A Mg2+

koncentracidéjanak to-
vabbi emelése még alacsonyabb aktivitast okozott. A ka-
pott eredményre két magyarazat is lehetséges: a szabad

ATP aktivalja, vagy a masik lehetOség, a szabad Mg2+
gatolja az enzimet. A tovdbbi kisérleteinkben az ATP

koncentraciéja 1,72-szerese volt a Mg2+ koncentraciéja-
nak.

A szubsztrat koncentracid hatasa, a‘létszélagos K,,

értékek meghatarozéasa

A katalizalt reakcidé sebességének meghatarozasakor
kiilonb6zd ATP-koncentracidok mellett, a termékfelhalmozd-
dast mértiikk az ido fiiggvényében. Azt tapasztaltuk, hogy
alacsony ATP-koncentracidé mellett a termékfelhalmozddas
idSben linedris. Az ATP-koncentracidét 0,5 mM £f51é emelve,

a termékfelhalmozddas i1idofiiggését két kiilénbdzd sebességii
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1. 8abra A MgCl2 koncentracidé valtoztatasanak hatasa a
timidinkinaz enzim aktivitasara 4,3 mM ATP jelenlétében.
A reakcidelegy mindenben megegyezett a standarddal, ki-

véve a MgCl, -t. A fehérje koncentracidé 150 pg/ml volt.

2
A reakcidbelegyben a MgCl, koncentracidk a kévetkezdk vol-
tak: 1.25 mMA 5,0 mM 9 7,5 mMA 2,5 mM MgC12X :

A reakcidelegyet 40 ©Cc-on inkubaltuk.



szakaszra bonthatjuk: a pre steady state nagyobb sebes-
ségli részt egy lassubb steady state szakasz kdveti,
burst-kinetikat (24) kapunk. Tovabb emelve az ATP-kon-
centraciot, a pre steady state sebesség aranyosan ndvek-
szik, mig a steady state sebesség valtozatlan marad

(2-3 abra). A harmadik abran lathatd eredményeket Line-
weawer-Burk-féle kettOs reciprok abrazolasba szamitottuk
at, hogy a latszdlagos Ky értékeket kiszamithassuk. A

4A és 4B abrak alapjan a két kiilénb&zd sebességii részre
két kiilénb6zo Ky értéket hatarozhatunk meg. ATP-re az
alacsonyabb sebességli rész alapjan 32 uM, mig a nagyobb
sebesséqgl rész alapjan 5 mM addédott. A Ky értékeket meg-
hatdroztuk timidinre is alacsony és magas ATP-koncentri-
cidé mellett (5. &bra). A timidin koncentricidéjanak val-
tozasa nem okozott valtozast a termékfelhalmozddiasi gdr-

bék jellegében. A K, érték alacsony ATP-koncentracid

M
mellett mérve 3,2 uM volt. Magas ATP-koncentridcidénal a
Ky értékét pre steady state sebesség valtozasanak alap-
jan allapitottuk meg, amely igy‘9,l uM-nak adodott.
Hogyan magyarazhatjuk az ATP-koncentracid valtoztatasanak
hatasat az enzim kinetikai paramétereinek megvaltoztata-
ra? Alacsony ATP-koncentracidé mellett a valdsziniileg
gyenge kotdképességli regulacids kdtdhely nincs telitve

ATP-vel, nem tapasztalunk rendellenes kinetikat. Az ATP-

-koncentraciét emelve a regulacidés funkcidéju kdtdhely egy-
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2. abra A dezoxitimidin-monofoszfat képzddés idofiiggése
0,27 mM ATP H és 4,3 mM ATP @ mellett. A reakciod-
elegyben a fehérjekoncentracidé 50 pg/ml volt. A reakcid-

elegyet 40 Oc-on inkubaltuk.
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3. d&bra Az ATP-koncentracidé hatdsa a timidinkinaz akti-
vitasara konstans timidin koncentracidé mellett. Az ATP-
-koncentracié fliggvényében abrazoltuk a pre steady state
és a steady state sebességet. Az ATP : Mg arany 1,76 volt.
A reakcidot 150 pg/ml fehérjekoncentracid mellett mértiik

40 °C hdmérsékleten. A pre steady state és a steady state
reakcibésebesség 0,5 mM ATP—koncentréciéig azonos. W

pre steady state; @® steady state reakcidésebesség.
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4, 3bra Az ATP-koncentracid valtozasanak hatasa a

dezoxitimidin-monofoszfat képzodésének sebességére a

kettds reciprok abrazolasban, a 3. abra alapjan.

A-teljes ATP-koncentracidé figgés, B- a teljes ATP-kon-

centracid fiiggés masodik része mas léptékben, tSbb mé-

rési ponttal.
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5. abra A timidin koncentracidé valtoztatasanak hatéasa
a dezoxitimidin-monofoszfat képzddésének sebességére a
kettds reciprok abrazolasban. A mérések soran a fehérje-

koncentracidé 60 pg/ml volt. 0,27 mM ATP mellett @ ;

4,3 mM ATP-koncentracié O mellett mérve.



re inkabb telitddik ATP-vel, novekszik az az idotartam,
amely alatt az ATP-vel kotdtt formaban van. Az ATP
fokozott k6tddése a reguldcids funkcidéju kdtdhelyhez
hatdssal lehet a katalitikus funkcidju k&tBhelyre, me-
lyet ugy észleliink, mint a Ky

zadsadt ATP-re és timidinre, és a termékfelhalmozddas ido-

és V értékek megvalto-
max

fliggése is megvaltozik, két fazisra lesz bonthatd. A Ky
értékeknek ezt a megvaltozasat nem lehet azzal magya-
razni, hogy az ATP-re mért Ky érték sokkal kisebb, mint

a Kq érték, ami akkor lehetséges, ha az ES-komplexet még
tovébbi intermedierek k&vetik kiildnb&zd egyensulyi allan-
doékkal. Ebben az esetben arrdél lenne szd6, hogy a Kg ér-
téknek megfelelden alacsony ATP-koncentracidénal még nincs
telitve az ATP-k&6tdhely, az csak kb. 0,5 mM-nal telitd-
dik. Ezzel a feltevéssel nem lehet kielégitBen megmagya-
‘razni a kinetikai paraméterek megvaltozasat, mivel ez azt
S érték csak akkor nagyobb a Ky érték-

nél, ha a szubsztridt nem teliti az enzimet. Kielé&gitd ma-

jelentené, hogy a K

gyarazatot a kapott jelenségekre csak akkor adhatunk, ha
feltételezziik, hogy az enzimnek két ATP-k&tShelye van,
két klildénb6zd funkciodval. Az egyik funkcid a szubsztrat
kotés lenne, ahol az ATP-Mg komplex k6tSdik. A masik egy
regulaciés funkcidéju k6tdhely, ahol a szabad ATP kotddik
megqg.

Az enzimnek ATP-vel vald eldinkubaldsa nem valtoztat-

ta meg a termékfelhalmozdodas iddfiiggésének jellegét.



A hOmérséklet hatasa a termékfelhalmozddas kinetikajara

A termékfelhalmozédas idofliggését 20, 25, 30, 35,
40 &s 45 °C-on mértiik magas ATP-koncentrdcid mellett,
(6. abra). A burst-tipusu kinetika a hOmérséklet csdk-
kentésével egyre kifejezettebbé valik. 45 Oc-on a pre
steady state sebesség csak kicsivel magasabb, mint a ste-
ady state sebesség. 25 ®c-on viszont a steady state se-
besség gyakorlatilag nulla. A pre steady state sebesség
a homérséklet csdkkenésével ndvekszik, 20 °C-on magasabb,
mint 45 °c-on. Azt, hogy a hOmérsékletnek nemcsak a ki-
16n5626 katalitikus aktivitassal rendelkezd formdkra tett
kiilénb6z6 hatasardél van szd, a 35 OCc-on valé inkubalas
kinetikaja mutatja. Ezen a hOmérsékleten a magas ATP-kon-
centracidé mellett kialakuld nagyon kis aktivitasu forma
at tud alakulni egy joéval magasabb aktivitasu forméba, a-

%

mely 20 Oc &s 30 °C k&zbtt nem figyelhetd meg, sot 35
felett a katalitikusan szinte teljesen inaktiv forma ki

sem mutathatd, valdszinilileg igen gyorsan atalakul a steady
state sebességet addé formaba. A magas ATP-koncentracid
mellett 20 °C-on kialakuld nagyon kis aktivitasu enzimfor-
ma reverzibilisen atalakithaté. Ezt a megdllapitast egy-
részt a tobbszOr megismételt és azonos jelleget add 35 Y6=
on vald inkubalds soran kapott kinetika tamasztja ala, mas-

részt a 7. &bran lathatd kisérletek. EbbOl a kisérletbol

(7B) megallapithatjuk, hogy az inkubalas homérsékletére
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6. d4bra A hOmérséklet hatdsa a timidinkindz enzim ak-
tivitéséra: A mérésekhez standard reakcidelegyet alkalmaz-
tunk, melyben a fehérjekoncentracié 150 pg/ml volt. A
reakcidelegyet a kdvetkezdO hOmérsékleteken inkubaltuk:
20°% @ ; 25°%m ; 30 °CA : 35 % 0 ;

40 °c A ; 45 °c QO :
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7. abra A hOmérséklet valtoztatadsanak hatdsa a kiilén-
b6z5 hOmérsékleteken kialakuld enzimformakra. A- az
ATP-koncentracidé a reakcidelegyben 0,27 mM. A reakcidt
20 %c-on @ ; illetve 40 °c-on @) inkubaltuk. Harom
Perc elteltével a megfeleld reakcidelegyet 40 °c-ra me-
legitettiik, illetve 20 °C-ra hiitdttiikk. Az aktivitast
ezutadn tovabbi harom percig mértiik.

B- az ATP-koncentracidéja a reakcidelegyben 4,3 mM volt.
A reakciét 20 °C-on A ; illetve 40 °C-on A inditot-
tuk. Harom perc elteltével a megfeleld reakcidelegyet

40 °c-ra melegitettilk, illetve 20 °C-ra hiitsttiik.



jellemzd kinetikat kapjuk meg, fliggetleniil attdl, hogy
elOtte milyen homérsékleten inkubdltuk a reakcidelegyet.
Alacsony ATP-koncentracidé mellett nem alakul ki burst-
-kinetika még alacsony hOmérsékleten sem (7A). Itt is a
mindenkori inkubdlasi hOmérsékletre jellemzd kataliti-
kus aktivitast kapjuk meg, fliggetleniil attdl, hogy mi-
lyen hOmérsékleten inkubaltunk eldzdleg. Azt, hogy a ki-
16nb&z6 homérsékleteken magas ATP-koncentrécid mellett
kiilénb6zd kinetikai paraméterekkel jellemezhetd enzimfor-
mak alakulnak ki, a kdvetkezd meggondolasok is alatamaszt-
jak.

Ha azt feltételezziik, hogy nincsenek homérséklet in-
dukalta enzimforma atalakulasok, hanem csak arrdl lenne
sz0, hogy a hdmérséklet Yéltozésénak hatasara a termék le-
disszocialasa az enzimr6i\er6sen megvaltozik, nem tudunk
két jelenséget megmagyardazni. A termékgatlas miért csak
fél perc utan alakul ki, és 35 OCc-on miért fliiggesztddik
fel egy perc utdn. Ha pedig azt feltételezziik, hogy az
ATP-kOtés a regulacidés helyen a hdmérséklet csdkkentésével
gyengiil, akkor az alacsony ATP-koncentraciéndl mért kine-
tikat kellene kapnunk.

A kapott kisérleti eredmények alapjan arra kSvetkez-
tettiink, hogy egy alloszterikus hiszteretikus enzimmel

dolgozunk.



Az enzim alloszterikus tulajdonsagat tSbb ered-
mény is aldtamasztja. Az enzimnek sikeriilt két olyan
formajat azonositani, amelyek kiilonb6zd kinetikai tu-
lajdonsagokkal rendelkeznek. A két forma kozotti kap-
csolatot az ATP molekula teremti meg. Az ATP-nek vald-
szinﬁieg kettds szerepe van a timidinkindz enzim akti-

2 -mal kép-

vitasanak befolyasolasaban. Egyrészt a Mg
zett komplexe az enzim szubsztratja, a szabad ATP pe-

dig az enzim alloszterikus effektora. A reakcidelegy-

ben -az optimdlis katalitikus aktivitast ugyanis egy-egy
aranyu ATP : ATP--Mg2+ komplex jelenlétében kaptuk. Az,
hogy két enzimformat sikeriilt megkiilénbSztetniink a kine-
tikai adatok alapjan, tulajdonképpen az enzim hisztere-
tikus tulajdonsagainak k&szbnhetd. Abban az esetben ne-
veziink egy enzimet hiszteretikusnak, ha a szubsztrat

vagy alloszterikus effektor koncentracidéjanak gyors meg-
valtozasat az enzimmolekula lassu megvaltozasa koveti. Az
enzimmolekula konformadcidés vagy oligomerizacids-fokbeli
valtozasokon mehet keresztiil. A lassusag azt jelenti, hogy
a kérdéses reakcidelegyben az enzim mérése soran megy
végbe az atalakulads a katalizalt reakcid sebességével
Osszemérhetd sebességgel. Az atalakulads soran a kiindula-
si és a keletkez0d enzimformadk kinetikai paraméterei kiildn-

b6zdek lehetnek, igy a termékfelhalmozddas az idd fliggvé-

nyében nem lesz linedris. Ha az atalakulds soran példaul
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egy kevésbé aktiv enzimforma keletkezik burst-tipusu
kinetikat kapunk. A katalizadlt reakcid sebessége egyre
csbkken, mig az enzimformak k&zotti atalakulds le nem
jatszbdik, majd bedll egy végsO sebességre, jelezve,
hogy az atalakulds megtdrtént. Ezeknek a hiszteretikus
atalakulasoknak a jellemzését az irodalomban mar igen
részletesen kidolgoztak. (26,27,28).

Ezzel a lassu atalakulasi folyamattal az allosz-
terikus szabalyozason kivil egy tovabbi lehetGség nyi-
lik az enzimek regulacidéjara. Igy ugyanis olyan enzim-
formak lehetnek jelen, amelyek ugYan csak kozti allapo-
tot képviselnek egy atalakulasi folyamatban, mégis a
sejt aktualis sziikségleteihez jobban igazodd kinetikai
paraméterekkel rendelkezhetnek. Hogyan magyarazhatjuk
kapott eredményeinket az irodalmi adatokkal Osszevetve?
A dezoxiribonukleozid-trifoszfatok poolja az allati sej-
tekben lényegében a DNS-szintézis iniciacidjaval egyidd-
ben ndvekszik meg, a nukleotidok szintézisében szerepet
Jatszd enzimek aktivitadsanak fokozdédasa révén. Kiildndsen
feltiind a timidinkin&z enzim aktivitdsanak ndvekedése,
ami bizonyitja fontos szerepét a dTTP képzddéséhez vezetd
katalitikus reakcidéban. Azt, hogy az enzim aktivitasa
miért ndvekszik meg az S fazisba 1lépd sejtekben, még nem
lehet biztosan tudni. Valdszinlileg citoplazmatikus fakto-

rok hatadsard6l van szd, melyek szerepét a DNS-replikacid



inicidcidjaban is valdsziniisitik. Az enzim hisztereti-
kus tulajdonsaganak kihasznalasat az enzim aktivitasa-
nak sejtszinten to6rténd finomabb szabdlyozidsaban a k&-
vetkezd irodalmi adatok is alatamasztjak. Sikeriilt ki-
mutatni, hogy egy a&tlagos méreti sejtre szamolva az

ATP koncentracidéja a mM-os nagysagrendbe esik, az ATP
koncentracidéja az S fazis kezdetén megndvekszik (1).
Izolalt sejtmagokkal az optimalis DNS-szintézist 4-5

mM ATP-koncentracid mellett lehetett mérni. Ezek az ada-
tok bizonyitjak, hogy reakcidelegylinkben az ATP-koncent-
récié hésonlé az S fazisba 1épd sejtéhez. Tehat a sejt-
ben in vivo is végbemehet az az atalakulds, amit in vitro
sikeriilt kimutatni. Az enzim hiszteretikus alloszterikus
tulajdonsaga kdvetkeztében az ATP-koncentrdcid hatdséara

a sejtben kialakulhat az az enzimforma, amelyet a reakcid-
elegyben a magas ATP-koncentraciod mellett a kezdeti se-
bességet ado formaval azonosithatunk. Ennek az enzimfor-

manak a latszdlagos K, értéke viszonylag‘hagas, (5 mM),

M
ugyanakkor a katalizalt reakcid maximidlis sebességét &t-
szO0rb6sére képes ndvelni. Ezen valtozas eredményeképpen a
dezoxitimidin-monofoszfat, és ezen keresztiil a dTTP szint

gyorsan emelkedhet, mivel a sejtben az ATP szintje mar ma-

gas, nem limitdlja az enzim katalitikus aktivitasat.



A timidinkindz enzim hiszteretikus alloszterikus tulaj-

donsdgainak vizsgalata elektroforetikus mobilitésanak

valtozasa alapjan

Annak bizonyitédsara, hogy az ATP-koncentracidé val-
tozdsanak hatdsadra a timidinkindz enzim kiilénbdzd alla-
potokban van jelen, celluldzacetat-membranelektroforé-
zist végeztiink.

A tisztitott enzimbdl felvitt mintat az "Anyagok
és mbédszerek" fejezetben leirt koriilmények k&zdtt elek-
troforetizaltuk. A 8. 3bradn lathatjuk, hogy a prepara-
tumban két kiilénbdzd elektroforetikus mobilitdsu aktiv
enzimforma van jelen. Az egyik forma a felvitel helyén
maradt, mig a masik kb. 2 cm-t vandorolt a pozitiv pdlus
felé. Az elektroforézist ugy ismételtiik, hogy a tankpuf-
fer tartalmazza a reakcidelegy OsszetevOit, olyan koncent-
racidéban, mint a kinetikai mérések soran, (kivéve a l4C
timidint, és a tris HCl-t). Magas ATP-koncentracidé mellett
(9. abra) azt tapasztaljuk, hogy az elektroforetikus kép
egységessé valik, egy aktiv csikot kapunk. Ennek a csik-
nak a mobilitdsa megegyezik az el®z0 futtatas sorédn egy-
mastdl elvalt két enzimforma k&ziil a nagyobb mobilitasué-
val. Ennek a kisérletnek alapjan arra kovetkeztettlink,
hogy a felvitel helyén maraddé enzimforma magas ATP-koncent-
racié hatasara atalakul a nagyobb mobilitidsu formaba.

Ezen feltevés alapjan az alacsony ATP-koncentracid
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8. abra A tisztitott preparatum celluldézacetdt-membran-
elektroforézise. Az elektroforézis k&riilményei ﬁegegyez—
nek a "Modszerek" fejezetben leirtakkal. 200 pg fehérjét
vittlink fel a celluldzacetdt membranra. A nullpont a
felvitel helyét jelzi. A vizszintes tengelyen a felvétel
helyétdl mért tavolsag van feltiintetve, a fliggdleges ten-
gelyen pedig a 40 Oc-on 30’ alatt képzodsétt dTMP mennyi-

Ségét abrazoltuk.
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9. abra Az enzim celluldzacetat-membranelektroforézise
magas ATP-koncentracidé mellett. A standard elektroforé-
zis puffer tartalmazott még 3 x 10-_5 M timidint, 2,5 mM
MgCl,-ot és 5mM ATP-t is. A t&bbi k&riilmény a standard

2
kériilményekkel megegyezik. A felvitt fehérje mennyisége

200 pug.
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mellett kapott eredményt (1O0. abra) a kdvetkezdképpen
tudjuk értelmezni. A nagyobb mobilitdsu enzimforma
alacsony ATP-koncentracidé mellett is kialakul. Stabi-
litasa az elektroforézis kdriilményei k&z6tt azonban
sokkal kisebb, mint magas ATP-koncentracidé mellett,
hiszen az alloszterikus effektor koncentracidéja 1/10-
re csOkkent. Ha feltételezziik tovabba azt, hogy a kia-
lakuld enzimforma t8bb alegységbdl 411, akkor a kdztes
mobilitasu enzimformadk megjelenését ennek az oligomer-
nek az elektromos erStér hatasara létrejovd részleges
szétéségével magyérézhatjuk.

A kapott kisérleti eredményeink alapjan a kdvetkezd
modellt dolgoztuk ki a citoplazmatikus timidinkindz en-
zim tulajdonsagainak Gsszefoglalasara.

Alacsony ATP-koncentracidé hatasara a regulaciéds
hely még nem telitddik, erGs timidin és ATP-Mg komplex
k6tés jellemzi ezt az allapotot.

Magas ATP-koncentracidé hatasara az R-hely telitddik,
kd6lcsbnhatasba 1lép a katalitikus hellyel, igy megvaltozik
a szubsztratkstd képesség. Az enzim ebb3l az dllapotbdl
egy hiszteretikus atalakulassal egy masik formdba megy at.
A hiszteretikus atalakulas lehet konformacids valtozas,
de lehet polimerizaltsagi fokbeli valtozas is. Ennek el-

déntéséhez tovabbi kisérletek sziikségesek.
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10. dbra Az enzim celluldzacetat-membranelektroforézise
alacsony ATP-koncentricidé mellett. A standard elektroforé-

zis puffer tartalmazott még 3 x 10-5

M dT-t, 0,25 mM MgCl,-
ot és 0,25 mM ATP-t is. A futtatas tdbbi paramétere a stan-
dard koriilményekkel azcnos. A felvitt fehérje mennyisége

200 ug.
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dlocsony Ky,

alacsony Vo

alacsony  [ATP)

magas [ATP] AK

AR

hiszteréezis

mogas K,

magas Vpay

alocson y hémersekleten
kis aktivitas

K-val a katalitikus helyet

R-rel a reqgulacidés helyet jeldltiik az enzimmolekulan.



Az enzimet gradiens centrifugalassal prodobaljuk
tisztitani olyan k&riilmények kozdtt, ahol az enzim a
legegységesebbnek bizonyult, magas ATP-koncentracid
mellett.-Ezzel a mdédszerrel még lehet&ség lenne arra
is, hogy a szubsztrat koncentrdcid valtozés hatdsira
bekbvetkezd atalakulasok milyenségét - konformacids,
oligomerizacidés fokbeli valtozas - is kimutathassuk,

feltételezéseinket jobban aldtamaszthassuk.



Oaegge fogildadlas

A timidinkindz enzim fontos szerepet jatszik a DNS
szintézisét k&zvetlenilil megeldzd folyamatokban. Az
enzim timidin-5’-monofoszfat képzddését katalizalja.

A szubsztratok a timidin és az ATP, illetve ennek

Mg2+ -vel képzett komplexe. Ismeretes, hogy az enzim
feed back gatolhaté a DNS-polimeraz egyik szubsztrat-
javal, a dTTP-vel, valamint az, hogy a TK enzim szint-
je és specifikus aktivitadsa is valtozik a sejtciklus
sorén. EzekbOl az irodalmi adatokbdél gondoltuk azt,
hogy az enzim tulajdonsdgainak vizsgalata értékes ada-
tokat nyujthat a katalitikus aktivitasat befolyasold
mechanizmusokrdl. Az enzimet fiatal patkanyok 1épébdl
tisztitottuk, mivel a szervben folydé differencidcid mi-
att az enzim mennyisége nagy, specifikus aktivitasa ma-
gas.

A tisztitds soran 20-30-szorcs specifikus aktivi-
tas ndvekedést sikeriilt elérni. Irodalmi adatokkal
Osszhangban a kiilénb6zd kromatografias eljarasok nem
bizonyultak hatékonynak, az enzim részleges vagy teljes
inaktivaldédasadhoz vezettek. Azt azonban sikeriilt elér-
niink, hogy a tisztitott preparatum nem tartalmaz a kata-

litikus aktivitadst zavard enzimeket és a tarolas koril-
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ményei k&zétt stabilnak bizonyult. Ezért ezzel a pre-
pardtummal megkezdtilk az enzim tulajdonsadgainak vizs-
galatat, melyeket a kdvetkezlkben lehet réviden 6sz-

szefoglalni:

1. Az enzim kinetikai vizsgalata

a./ Az enzimreakcid pH optimuma 8,0.

b./ Az enzim 2:l1-es ATP : Mg2+ arany mellett
mutat optimdlis aktivitast.

c./ Az ATP-koncentracid fliggvényében abréazolva
a katalizalt reakcid sebességét, kettls te-
litési gdrbét kapunk. Ennek megfelelden az
enzim-ATP-magnézium komplex stabilitasat és
az enzim-timidin komplex stabilitasat is
két-két értékkel jellemezhetjiik.

d./ Az ATP-koncentracidotdl fiiggGen a katalizis
soran a szubsztrat-felhalmozddas iddfiiggése
valtozik. Alacsonyabb ATP-koncentracidé mel-
lett lineéris, magas ATP-koncentracid mellett
két kiilénbdzG sebességii részre oszthatd, pre
steady state gyorsabb, és steady state las-
subra. A steady state allapotnak megfeleld
enzimmolekula alacsonyabb hOmérsékleten (20 %)
igen kis aktivitdssal katalizalja a dTMP kép-
z0dést. EzekbOdl az adatokbdl arra kdvetkeztet-
tlink, hogy egy alloszterikus hiszteretikus en-

zimmel dolgozunk.



2. Az enzim hiszteretikus tulajdonsa&gainak vizsgalata

a./ Celluldzacetat-membran elektroforézissel két
katalitikusan aktiv komponensre valik szét
az enzim.

b./ Ha az elektroforetikus rendszerben jelen van-
nak a szubsztritok is, magas ATP mellett csak
a nagyobb mozgékonysagu enzimforma van jelen.
Alacsony ATP-koncentracidé mellett viszont
kéztes mobilitasu aktiv formak is jelen van-

nak.

A kisérleti adatokbdl a kdvetkezdket allapithatjuk meg.
Az enzimmolekula aktualis &allapota az ATP-koncent-
racidéjaval mutat szoros Osszefiliggést. Az ATP-
-koncentraciéjanak valtozasa a kinetikai adatok
alapjan befolyasolja az enzimmolekula allapotéat,
ami viszont az enzim-katalizis kinetikai paraméte-
reinek megvaltozasat vonja maga utan. Ezzel a regu-
laciés mechanizmussal az enzim finomabb, a sejt ak-
tualis sziikségleteit érzékenyen kdvetd valtozdsokon

megy at.
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