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к ÍROD ALlí I ÖSSZEFOGLALÓ

A hipoxantin-guanin foszforibozil transzferáz enzim 

/HGPRT; E. C. 2. 4.2.8. / a punin nukleotidok biosziritézi- 

sének egy kevésbé enrgia igényes, un. mentési "salvage" 

reakcióiénak fontos enzime.

A nukleinsavak és a nukleotidok 1 elromlásából származó 

purinbázisok jelentékeny részét a gerincesek képesek 

újra felhasználni, és igy nincs szükség a purinváz 

"de novo" szintézisére. Ennek a mentési reakciónak a

lényege:

Hipoxantin IMPHGFRT
PF-Г PR.PP I-v.V. i.++ GMPMgGuanin

Ez a reakció ut lényegesen kisebb energia befektetést 

igényel mint a "de novo" bioszintézis.

A HGPRT enzimet és genetikai lókuszát .igen régóta, és 

széleskörűen vizsgálják /1/. Kimutatták /2/ hogy embernél 

az enzim aktivitás hiány ill. csökkenése vezet a 

Lesch-Nyhan szindrómának nevezett /3/, veleszületett,

X kromoszómához kötött anyagcsere betegséghez.

Mint jól szelektálható marker fontos szerepet játszott 

az emlős sejthibridek szelekciójában, és az emlős gér- 

expresszió tanúlmányozásában.

I



2

1. _A_HGPRT_enzim_biokémiai_j eljLemzői^

Az enzimet számos organizmusból tisztították és jelle-

egysej-mezték: prokariótákból /4,5/, élesztőből /6,7/, 

tüekből /8/, egér és kir.ai hörcsög- agyból,májból és 

se.jtkulturából / 9,10/, valamint emberi vörösvértestek-

ből /11,12,13/.

A HGPRT homogenitásig történő tisztítását a GMP-affini- 

tás kromatográfia kidolgozása oldotta meg /10/. Az igy 

nyert enzim poliakrilaxid gélben SOS jelenlétében egy 

csikót ad, amelynek molekulasúlya emlősök esetében 

24 500 D; ugyanezt az eredményt kapták 6 M guanidin/HCl 

jelenlétében történő gélszüréssel.

Nativ körülmények között az enzim tetramer, azonos alegy­

ségekkel, kb. 100 000 D molekulasúllyal. Az alegységek­

nek nincs enzimakttvitása, csak a nativ enzim aktiv. 

Kimutatták hogy az enzim nem glikozilált /12,14/ és a 

vörösvértestből tisztított enzimmel végzett komplett 

szekvencia meghatározás szerint az alegység 217 aminn- 

savat tartalmaz /15/, igy pontos molekulasúlya 24 470 D.

Izoelektromos fókuszálást vagy ioncserés kromatográ- 

fiát követően általában három aktiv izoenzim formát tud- 

tak elkülöníteni az emlősök esetében. Újabb vizsgálatok 

azt látszanak alátámasztani, hogy ezek az izoenzimek 

egy poszttranszlációs modifikáció eredményei /16/.

■
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1. táblázat

A különböző enkaryota fajok HGPPT enzimeinek fontosabb tulajdonságai

Alegységek Michaelis konst, 
purin bázisra

Izoelektromos
pont

Az enzim 

eredete
Nativ

molekulasúly A PRPP-reszama

Protozoa
/Eimeria

tenella/
7 -7 10"43.7 x 1023 000 D 1

I
-5-5Élesztő V_05 x 102.3 x 1051 000 D 5.11

-6 -5Kinai
hörcsög 6.2, 6.4, 6.6 5.3 x 101.1 x 10100 000 D 4

Egér 100 000 D 4
7

;3 -4-55.6, 5.7, 5.9 2.4 x 102.5 x lu100 000 D 4Ember

:

i
i

\I
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2. _Szubsztrát f3pecificitás_ési kinetikai, sajátosságok:

Az emlős enzimek természetes szübsztrátjai a guanin én 

a hipoxantin, szemben a bakteriális enzimekkel amelyek­

nek a xantin is szübsztrátja /4/. A mesterséges szubezt- 

rát analógok közül a 6-tioguanint, 6-merkaptopurint és 

kisebb mértékben a 8-azaguanint képes az enzim felhasz­

nálni /17/. A vizsgálatok szerint a purinváz Imidazol 

része nélkülözhetetlen az enzimhez való kötődéshez, de 

önmagában nem elégséges /17/.

A magnézium vagy "in vitro" körülményei között a man­

gán kation nélkülözhetetlen az enzim aktivitásához, mert 

a másik szubsztrátnak a PRPP-nek a Mg++-PEPP az aktiv 

formája. Mind az optimális alatti, mind az optimális fe- 

ion koncentráció gátolja az enzimet /18/.

A másik szübsztrát, a PRPP esetében is képes az enzim 

a 6-tio ill. oxo- valamint az 1-metil analógokat szübszt- 

rátként felhasználni /17/.

Az aktiv helyen lévő aminosav csoportokat vizsgálva azt 

találták, hogy az enzim inaktiválható SH és szabad PH,-, 

csoportokat modifikáló reagensekkel. Az csoport

szerepét a szübsztrát kötésben az is alátámasztja hogy 

az enzim irreverzibilisen inaktiváIható perjodáttal

3:‘

++letti Mg

oxidált FRPP-vel és GMP-vel. A szabad NIT^ csoport és a 

riboz-dialdehid között kialakult Schiff’s bázis megaka-

-PRPP kötődését /19,20/.++dályozza a Mg

' •• ? ;v-irr'• v:’,'' ;'.r-u i»_
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Ezen vizsgálatok alapján az aktiv helyen valószinüsitett 

aminosavak a cisztein és a lizin /21/.

Termék gátlást mutat az enzim GMP és IMP jelenlétében. 

A kinai hörcsög enzim esetében 1 mM IMP hozzáadása növe­

li a PRPP К értékét és l/3-ára csökkenti а V m
két /22/. Az inozin is gátolja az aktivitást, ugyanakkor 

a rihoz-l-foszfátnak nincs semmi hatása.

Az első kinetikai vizsgálatok azt mutatták, hogy a 

PRPP kötődik először az enzimhez /17,23/* A Mg 

centráeiótél függően azonban mind az un. Ping-Pong mind 

a szekvenciális tipusu reakció mechanizmus elképzelhe­

tő /17/. hehány újabb vizsgálat egy hibrid reakciót té­

telez fel, ahol először a PRPP kötődik az enzimhez, majd

érté-max

+ + ion kon-

a purin bázis szekvenciális kötődése játszódik le, amelyet

-PP^ komplex random fel-++a Mg-nukleozid foszfát és a Mg 

szabadulása követ /22/.

Az enzim széles pH tartományban aktiv, a különböző en­

zimek esetében a pH optimum 8.0-10.0 közé esik.

Л* _A_különböző_f a jókból s_zármazó_enzime.k_me_gkülcnbö_zj:etáse2.

A megkülönböztetés egyik lehetősége a cellulóz-acetát 

elektroforézis, mert a különböző fajok enzimei némileg 

eltérnek töltésben és igy különböző sebességgel vándo­

rolnak /2 3/.
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A másik 1.ehetőség a Lóinaktivácid. A HGPR'i1 enzim rendki- 

vül hőstabil, különösen ha PR?P-vel előinkubáljuk. Azt az 

időt amely alatt az enzim 80 °C-on aktivitásának felét 

elveszíti az enzim féléletidejének nevezzük, és ez az ér­

ték egy-egy fajra némiképpen jellemző­

értékek között a különbségek néha igen 

kicsik, és esetenként nem teljesen megbízhatók, a megkü­

lönböztetés legbiztosabb módszere a specifikus ellenanya­

gokkal történő reakció. Erre a későbbiekben térek vissza.

Mivel a fenti

4. _ A_HGi'KT_gén_s zerkez e_te:

Közel egyidőben, két különböző csoport más-más megköze­

lítéssel klónozta az egér, majd a humán liGPRT gént /24,25/. 

Ezek alapján a HGPRT mRXTS mintegy 1G00 nukleotid hosszú, 

amelyből 700-800 kódolja a 25 000 D-os alegységet, a többi 

pedig a 3* és 5’ végeken elhelyezkedő nemkódoló régió.

A restrikciós enzimekkel végzett hasítások azt is kiderí­

tették, hogy maga a gén ennél sokkal nagyobb, több mint 

30 kb .

A nukleinsav szekvencia analizis /2б/ a rágcsálók, ill. 

az amirosav sorrend a humán HGFRT esetében rendkívül nagy 

homológiát mutatnak, /2. táblázat/ amely magyarázatot ad 

az emlős enzimek fizikai paramétereinek hasonlóságára.

■

t

fi

:
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2. táblázat

Aminosav összetételbeli különbségek a kínai hörcsög 

egér és humán HGPRT enzim esetében

KinaiAminosav
pozició

HumánEgér
hörcsög

METMET1
ALAPROALA2
GLYSERSER7
ALAALAVAL29
ARGLYSLYS34
LEUYAL LEU41i
ARGLYSLYS151

4 GLNGLNARG152
ASHSERASN154
PROPROLEU155
PRO169 SERSER

LYSARGARG175
ASPASNASP201
VALVALILE205

Az adatok a kinai hörcsög és egér esetében a cDNS 

szekvencia, a humán enzimnél fehérje szekvencia 

meghatározásból származnak.

г
i

/26, 15/8

ждаяяянип
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5_. _G_ene_tikai_ j_ellemz6k_:

Az első sejtfuziós kísérletekben HQPRT enzimben mutáns 

sejteket használtak /27/, mert nagyon könnyű őket a vad 

tipusu sejtektől elkülöníteni. A mutáns sejtek 6-tio- 

guaninnal ill. 8-azaguaninnal szemben rezisztensek, és 

képtelenek olyan körülmények között nőni, ahol a "de 

novo" nukleinsav szintézist aminopterinnel gátoljuk.

A vad tipusu sejtek viszont képesek e folsav antagonis- 

ta jelenlétében is szaporodni, ha a tápfolyadék hipo- 

xantint és timidint tartalmaz, mert a DNS szintézisük 

mellékútján a HGPRT ill. a timidin kináz enzimük segít­

ségével biztosított a nukleotidok bioszintézise.

A HGPRT enzim hiánya ill.csökkent működése emberben 

a Lesch-Nyhan szindrómának nevezett, veleszületett fej­

lődési rendellenességet okozza/28/. A betegség fokozott 

hugysav termeléssel, vesekárosodással, idegrendszeri 

tünetekkel jár, és korai halálhoz vezet.

Enzim hiányt mutattak ki köszvényes beteg esetében is.

Az enzlmhiápyos mutánsok genetikai vizsgálatából meg­

állapították hogy a mutáció recessziv.

Szomatikus sejthibrideken végzett /humán-egér/ vizsgá­

latok az ember és az emlősök esetében az X kromoszóma 

hosszú karjára, a glükoz-6-foszfát dehidrogenázzal és 

a foszfoglicerát kinázzal egy kapcsoltsági csoportba 

térképezték /29/.

7

a

..

I

1
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в. _Mutáns. enzimek vizsgálat_a_:

A Lesch-Nyhan szindrómás betegek és az enzimben mutáns 

sejtek /spontán v. indukált/ intenziv vizsgálata megmutat­

ta hogy a HGPRT- fenotipus nem jelenti az enzim teljes 

hiányát. A mutáció tipusátol függetlenül három fő fenoti- 

pust különíthetünk el:

a, Az enzim aktivitás jelentősen csökken, a normál akti­

vitás 0.01-10.0 %-a.

b, Nincs mérhető enzim aktivitás, de immunológiai mód- 

^s'-zerekkel kimutatható egy un. "keresztreagáló anyag"

/CRM/, amely a normál enzim ellen termelt ellenanyaggal 

reagál.

c, A mutánsoknak 10-20 %-a az ahol az enzimet sem enzi- 

mológiai sem immunológiai módszerekkel sem lehet kimutatni. 

Mivel még a vad tipusu enzim is igen alacsony szinten 

expresszálédik /a totál fehérje 0,01-0,05 %-а/ a mutánsok 

vizsgálatát csak az igen érzékeny biokémiai és immunoló­

giai módszerek kifejlesztése tette lehetővé. Ezek közül

a leghatékonyabb az enzimmel specifikusan reagáló ellen­

anyag előállítása volt / 30»31»32/. Ezzel a módszerrel 

vált lehetővé a' mutáns enzimek immunaffinitás kromatog- 

ráfiával történő tisztítása radioaktiv izotóppal való 

jelölés után, és .szerkezeti analízisük poliakrilamid 

gélen.
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А nativ enzim ellen termelt ellenanyagok faj specifikusak, 

és csak a nativ enzimmel reagálnak, az enzim alegységgel 

vagy a denaturált enzimmel nem.

Kimutatták hogy a mutációk az enzim strukturgénjét érin** 

tik, amelyek az enzim fizikai paramétereinek megváltozá­

sában jelentkeznek, úgymint: megnövekedett ill. csökkent 

hőstabilitás, amely jól korrelál az enzim elektroforeti- 

kus mobilitás változásával /33/, csökkent "in vivo" sta­

bilitás /34/, megváltozott szub3ztrát specificitás és 

affinitás a PRPP és a hipoxantin esetében /35/. Az elekt­

rof oretikus tulajdonságok megváltozása szintén együtt
2LI U.

jelentk®\~a Michaelis konstans megváltozásával /30/.

Az antigén determinánsok megváltozását bizonyltja, hogy 

a részleges enzimaktivitás csökkenés a CRM teljes el­

tűnését eredményezte néhány beteg esetében /37/.

Ebbe a kategóriába tartozhat a mutánsok azon csoportjá­

nak egy része ahol nem mutatható ki sem enzimaktivitás 

sem CRM.

A mutációk tipusa szerint találtak: "missense" mután­

sokat amelyek hőstabilitásban, K^-ben, aminosav Összeté­

telben különböztek a vad típustól /38/.

A "frameshift" és deléciós mutánsok többnyire CRM“ feno- 

tipusuak vagy nagyon megváltozott fehérjét eredményeznek,

/csökkent molekulasúly/.

Igen széleskörűen vizsgáltak és jellemeztek a korai lánc- 

terminációs mutánsok /РСТ/, amelyek szintén csökkent mole­

kulasúlynak; és szupresszálhatók /39/.

-

I
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A kísérletes munka célkitűzése
'

Az elmúlt években a munkacsoportunkban előállítottak 

egy HGPRT- kínai hörcsög sejtből és egy csirke vörös­

vértes tből egy olyan hibridsejtet, amely csak egy csir­

ke kromoszómát tartalmazott, és HGPRT+

Mivel mindezideig nincs irodalmi adat a madarakból 

származó HGPRT enzimek jellemzőiről, igy áz enzim részle­

tes vizsgálata szükséges a hibridsejt további tanulmá­

nyozásához, és a HGPRT gén expressziójának vizsgálatához.

volt.

Célunk_vо1t:_

a. Az enzim homogenitásig történő tisztítása

b. A tisztított enzim fizikai és kinetikai paraméterei­

nek meghatározása:

Molekulasúly, izoelektromos pont

pH függés, szubsztrát specificitás, kinetikai kons­

tansok /К , Vm 1 max
i

c. Specifikus ellenanyag termeltetése az enzim ellen 

/konvencionális ill. monoklonális/

d. Ezekkel vizsgálni az enzimet sejthibridekben

/
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

/G-"H/-Hipoxar.tint és guanint /spec. akt. 1,0 Ci/mM/, 

valamint /8-^C/-Hipoxantint és guanint / spec. akt.:

55.5 mCi/mM/ az Amershamtól és a New England Nucleartól; 

a GMP-agaróz affinitás gélt, a PRPP-t, Trist, hipoxantint 

2-merkaptoetanolt, glutamint, dithiotreitolt, MES-t, 

ESA-t, a Sigma Chem. Go,-tél szereztük be.

A Sephadex G-150-et, a CNBr-aktivált Sepharose 4B-t a 

Pharmacistól, az akrilaniidot, bis-akrilamidot, TEMED-et, 

guanint, GMP-t, IMP-1 a Servatól; az Ampholine-t az 

LKB-tól; az SDS-t a Pierce Chem. Со.-tói; az ureát 

a BRL-tol vásároltuk.

Minden, a sejttenyésztéshez szükséges tápfolyadékot a 

Gibco-tól,

DE-Sl-es ioncserés papirt a Whatmantól; egyéb vegysze­

reket analitikai tisztaságban a Reanaltól vettük.

ш

I

в
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A z_enzim_t i s z_t i t ása:

Az enzim tisztítását Hughes et. al. /10/ módszerének 

módosításával és egyszerűsítésével végeztem.

A tisztítás minden lépése +4 °C-on történt, a proteo- 

litikus enzimek gátlására Gordoxot, ritkábban PMSF-et 

használtam.

Egy-egy preparálásnál 30 db csirke agyból indultam ki 

amelyet frissen vágott csirkék fejéből vettem ki és a 

feldolgozásig jég között tartottam.

Az első lépésben azvagyakat késes homogenizátorral 

homogenizáltam 3*-ig a következő pufferben :

100 mM szaharóz, 50 mM Tris/HCl pH:7.4, 50 mM KC1,

10 mM MgCl2, 1 mM DTT.

Utána Wheaton üveg homogenizátorral végeztem a végső 

homogén!zálást.

ЗО’-ig centrifugáltam 30 000 g-vel, majd a pellettet 

újra homogenizáltam és a centrifugálást megismételtem. 

A szupernatansokát összeöntöttem, /crude extract/ és 

3 h-t centrifugáltam 105 000 g-vel Sorvall A 641-es 

rotorban /S-100 szupernatans/.

A felüluszó pH-ját ßH:5.o-re csökkentettem 1 ív ecetsav 

cseppenkénti hozzáadásával, majd a keletkezett csapa­

dékot kicentrifugáltam. 1 M Tris/HCl pH:9.0-el vissza­

állítottam a pH-t 7.4-re.

4

ü
I#
■á

*

4
■i f
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Ezután először 37 °C-ra melegítettem az enzimet, majd 

85 °C-os vízfürdőn 15’-ig hőkezeltem állandó keverge­

tés közben; az oldat hőmérséklete 80 °C volt.

Gyorsan lehűtöttem olvadó jég között, és a keletkezett 

csapadékot kicentrifugáltam,

Amicon PM-10-es'ultraszürő membránon töményitettem, 

kb 50 ml-es térfogatra, és dializáltam többszöri puf­

fer cserével 50 mM Tris/HCl pH:7.4, 25 mM KC1, 10 mM 

1 mM DTT-vel szemben.MgCl

A kidializált enzimet az előző pufferrel equilibrált 

GMP-agaróz affinitás oszlopra vittem fel kb, 8-10 ml/h 

sebességgel, majd ugyanezzel a pufferrel mostam az 

oszlopot fehérje mentességig.

1 mM PRPP-vel

2’

élűéitam a fennti pufferben. Töményi­

tettem és 20 % glicerolban tároltam -20 °C-on, 

ahol hónapokig megőrzi aktivitását.

Az_enzim_aktivitás_mér£s^:

Az aktivitás mérését Beaudet et. al./ЗЗ/ módszeré­

vel végeztem. A1 reakció elegy térfögata.100 ul, amely 

tartalmaz: 50 mM Tris/HCl pH:7»4, 10 mM MgClg 1 mg/ml 

BSA, 1.25 mM PRPP, 5 uM hipoxantint ill. guanint és 

0,25 u6i v. /%/ izotóppal jelzett hipoxantint

és guanint i

A reakciót az enzim hozzáadásával indítottam és 37 °C-on 

15*-ig inkubáltam.

•ífíK ■-> t'r <« "!/$■rr*?!? r, .’MW fP“
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A reakció leállítását 1 ml 10 mM Tris/HCl pH:7.4 , 1.5 mM 

EDTA hozzáadásával végeztem. A leállított reakcióelegyet 

jégen tartottam, majd 2.5 cm átmérőjű DE-Bl-es ioncseré­

lő paniron átszűrtem amely megkötötte a keletkezett 

termékeket / TMP-t v. GMP-t/. A DE-81-es papirt haszná­

latig 1 M Tris/HCl pH:7.4-es oldatban equilibráltam.

A filtereket háromszor mostam 10 mM Tris/HCl pH:7-4-es 

puffőrrel, szointillációs üvegbe tettem, majd a megkö­

tött nukleotid monofoszfátot 3 % HaCl-el eluáltam.

A radioaktivitást Bray-féle szointillációs koktélban 

mértem,

Az_enzi_m_egy_ségének definiciója:■r

Egy enzim egység az az enzim mennyiség, amely 1 uM 

hipoxantint vagy guanint alakit át 1 perc alatt 37 °C-on 

IMP-vé vagy GMP-vé, standard reakció körülmények között.

4

E1 e_k t_r о for_e t i к u s _ mg d sz er ek j_

Az SDS poliakrilamid gélclektroforézist Lacmmlie mód­

szerével /d0/ végeztem, 10 ill. 12.5 %-os gélben, 30:1 

akrilamid : bis-akrilamid arány mellett.

A.z izoelektromos fókuszálást és 2-P elcktroforézist 

0’Earrcll szerint /41/, denaturáló körülmények között 

9.5 M urnában, pH:5-7-es Ampholine-nal, 7500 7/h ckvzz- 

feszültséggel.

*

§

E
I

í

7-
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Elle папу a g о к_ elő á llijlásay

A konvencionális ellenanyag termeléshez db A i DBA/2 

egeret iramúmzáitum. az l.,3.,7«és 30- napon, 10-10 ug 

tiszta enzimmel, komplett Preund adjuvánsban.

5 nappal az utolsó immunizálás után vért -vettünk az, ege­

rek szemüregéből és a szérumokat teszteltük ЕЫЗЛ mód­

szerrel /42/, ős kettős iimaunprecipitációval.

A monoklonális ellenanyag előállítása Köhler ős Mistoin 

módszerével /43/, fúziós partnerként Sp/2 kódjelü В sejt 

туe1ómá t Ь aszná1l am.

Az, immunaf f iriitás oszlop preparálását az ascites folya­

dékból /Nil,/oS0„-el precipitált, rószlogeson tisztítottч 4
IgG-vel végeztem, Cuetreeasas et. al módszerével /44/.

Ke tt ős__immun£r_c c lpitáei_ ój_
• *

é A tiszta enzimet vagy sejt extraktumet meghlgitottain 

0,1 egység/ml-re 50 mM Tris/HCl pll:7,4, 25 mM KC1,

10 mM MgCl0, 1 mM DTT, 1 mg/ml B3A. pufferrel, a hi.gitott 

enzim 100 ul-éhez hozzáadtam az 50 mM Tris/HCl pH:7.4,

7 mM MgCl0 puffőrben higitott antiszérumol, 12 h-t 

iukubáltam 44 °C-on, majd második ellenanyagként 10 ul 

Вас !;-.A-oorb-ot /Protein А/ adtam hozzá.

Bzobahőn inkubáltam 30'-ig, utána locentrifugáltam.

A felüluszóból mertem a maradék enzimaktivitást az

A‘1

előzőekben leírtak szerint.
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з
EREDMÉNYEK

Аз enzim tisztítására kidolgozott módszer az eddigi­

eknél lényegesen egyszerűbb, és gyorsabb. A hasonló 

tisztaságú enzimet eddig 6-8 lépésben tisztították, 

amely tartalmazott: 

ultracentrifugálást 

pH-keselést 

+hőkezelést / 65, 85 °C/

ioncserés kromatográfia / CM , DEAE -Sephadex; cellulóz/

1

-L

+

+

/
+Gélkromatográfia / G-150,200/ 

CPG-10 /control! pore glass/ 

hydroxy apatit kromatográfia 

+/NH4/2S04 kicsapás /40-70 %/ 

alkoholos kicsapás /40-66 %/
-u r ,affinitás kromatografia : GMP-agaróz 

immunaffinitás

/ a +-el jelzett módszereket próbáltam ki/

Az igy tisztított enzimek általában homogének voltak, 

de a tisztítás hatásfoka mindössze 15-20 % volt.

Mivel a csirke enzim specifikus aktivitása alacsonyabb 

volt mint más fajoké /pl. hörcsög, ember/ igen lénye­

ges a jelentős veszteséggel járó ioncserés- és gélkro­

matográfia kiküszöbölése.

A 3. táblázat foglalja össze a tisztítási lépéseket.

I
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3. táblázat

A csirke HGPRT enzim tisztítási lépései

Specifikus akt. Hatásfok Tisztulás
/-szeres/

Totál akt. 

/ulvl/min/
Fehérj eTisztítási

lépések
Térfogat

/%//uM/min/mg//mg//ml/

0.0677 100 03375.2 228.5450.0S-100

I
0.0878 95.1 1.32475.8 217.3450.0pH: 5. 0 Hоэ

4
l

hő /80 °C/ 196,9 86.1562.8 0,3*9 5.2420.0

.
U 698.10,148 103.0 45.7 1оЗоо.оaffinitás

króm.
5.73■3'

I
8

I
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Agyból kiindulva, ahol a legnagyobb az enzim specifikus 

aktivitása /5-szörös mint a májban/, és kihasználva hogy 

a csirke enzim rendkívüli hőstabilitással rendelkezik, a 

hoszabb idejű hőinaktiválással egy olyan durva enzimpre­

parátum nyerhető, amely közvetlenül felhasználható affi­

nitás kromatográfiára.

Az első három tisztítási lépés, amelyet eddig is a leg­

gyakrabban használtak nem ad nagy tisztulást, de megsza­

badít a fehérjék jelentős részétől. A specifikus tisztit- 

tási lépés a GMP-agaróz affinitás kromatográfia, amely 

önmagában több mint 1000-szeres tisztulást eredményez.

Az 1. ábra ezt a tisztítási lépést szemlélteti. Az enzim­

nek szinte 100 %-a kötődik az oszlophoz és a nemkötődött 

fehérjék lemosásánál is minimális a veszteség. Ez azt je­

lenti hogy a kötés igen nagy affinitásu.

Az eluálás az oszlopról 1 mM PRPP-vel történik, amely 

egyrészt védi és stabilizálja az enzimet, másrészt speci­

fikusabb a régebben használt 5 mM GMP-nél /45/ amely za­

varja az enzim további felhasználását, mert gátolja az 

enzim aktivitását, és ugyanakkor nehéz tőle megszabadulni 

az enzim inaktiválódása nélkül.

A tiszta enzim -20 °C-on 1 % BSA-val vagy 20 % glicerin­

nel hosszú ideig eltartható /több mint 6 hónap/ az akti­

vitás csökkenése nélkül.

I
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1. ábra

A csirke HGPRT enzim tisztítása GMP-agaróz affinitás

kromatográfiás oszlopon
*

Elució
, I c ImM PRPPfehérje konc. 

E280 MosásKötés Enzim akt. 
дСюМ/min)n

$ \I \I1.0 20,0\
AI \I
!\\I \ ! \I \. I / \\0,5 Юр/ \

/ \
I \
I \

\I
\ \I \

J"-----------V---------------- is ..-J ,
5 1510

frakciók száma

1x5 cm-es affinitás oszlopra vittem fel az 50 ml 

hokezelt enzimed, 10 ml/h átfolyási sebességgel.

5 ml-es frakciókat szedtem.

/---- / fehérje koncentráció O.D.

enzim aktivitás uM/min

280 nm-nél.

.

■ ч :
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Á Ennek az egyszerű tisztításnak egyetlen hátránya hogy 

az affinitás kromatográfiához használt durva enzim 

preparátum olyan egyéb enzimaktivitást is tartalmaz, 

/valószínűleg valamilyen GlViP-t bontó enzimet/, amely 

csökkenti az oszlop kapacitásai, és igy az csak korlá­

tozott számú preparálásra használható /kb 5-ször/.

Az_enzim_tisztaságának_ellenorzése_j_ é s_moigkula.su igá­

nak meghatározása:
S

A 2. ábra a tisztított enzim SDS-poiiakrilamid gél- 

elektroforetikus képét mutatja. Ez alapján az enzim 

homogénnak mondható, mert csak egy csxkot ad a gélben. 

Egyéb szennyező fehérjét sem a gél túlterhelésével, 

sem egy érzékenyebb,ezüst festési eljárással sem lehe­

tett kimutatni.

Az enzim alegység molekulasúly a marker fehérjékkel 

történő összehasonlitás alapján 25 000 D, amely meg­

egyezik az emlős enzimekével.

A nativ enzim molekulasúlyát közvetlenül nem hatá­

roztam meg, azonban a kezdeti kísérleteknél a Sephadex- 

G-150 oszlopon történő gélszürésnél a kinai hörcsög 

enzimmel megegyező eluciós térfogatban jelent meg, 

tehát molekulasúlyuk megegyezik; kb 100 000 D .

I

I
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2. ábra
:■ A tisztított csirke HGPRT enzim SDS- poliakrilamid gél-

elektroforetikus képe.

ВA

ТГ*-’. -Г-»

\ b
)

i
о

ii

V

I ”.

!• ■T»

: *

i

A : molekulasúly marker fehérjék: Foszforiláz B, /94 000 D/, 

BSA /68 000 D/« Tojás albumin /43 000/, Szénsav anhid- 

ráz /29 000 D/, Kimotripszinogén A /25 000 D/.

5 ug tisztított csike HGPRT,

A marker fehérjék molekulasúlya fentrol lefelé csökken.

В :

■í

.а
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Az_e3T.zim_pH függéséngk_vizsgálata:

A csirke HGPRT enzim széles pH tartományban aktiv, 

pH: 4.5-11.0 között, pH: 10.0-es optimummal.

Mint a 3. ábra mutatja, az enzimaktivitása meredeken 

emelkedik pH: 6.5-ig, közel állandó 6,5 és 8.0 között, 

és több mint 2-szeresére emelkedik 8.0 és 10.0 között, 

majd hirtelen csökken.

Л pH hatása az enzim aktivitására részbeh a szubsztrá- 

tok ionos állapotát tükrözheti /46/; a PRPP pK-ja 5.9 

és 6.7; a hipoxantiné 8,9 .

Izoelektromos gont_meghat_ározásag

Az O’Parrell módszerével 9.5 M ureában végzett izo- 

elektromos fókuszálás és az azt követő SDS-poliakril- 

amid gélelektroforézis alapján /4. ábra/ az enzimnek 

három izoenzim formáját tudtam elkülöníteni.

Ezek izoelektromos pontja: pH: 6.2 ; 5.9 ; 5.7 .

Ez nagyon hasonló néhány emlősből tisztított enzimé­

hez /47/. Mivel az enzim génje egy példányban van 

jelen az emlős X kromoszómán, igy ezek az izoenzim for­

mák egy poszttranszlációs modifikáció eredményei Д8/. 

Ezt bizonyították is /16/ az emberi vörösvértest enzim 

esetében, ahol a vörösvértest érésével összefüggő 

modifikációt /deamináció/ és degradációt tapasztaltak.

■I

.
■ jé,;
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3. ábra

A csirke HGPRT enzim aktivitásának pH függése.*

■

Enzim akt. 0 
(AiM/min)x10 3

n
16

14í

12

10

8

6
i4 \

/ \\
\2

/
»t

I_____ I_____ I_____ I_____ I_____ I____ b ^
4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10j0 11,0 pH

As enzim aktivitását a módszerekben leirtak szerinti

mértem, azzal a különbséggel, hogy az 50 mM Tris/HCl 

helyett /о-о/ 50 mM acetát, /а-а/ 50 mM MÜS,

/л-д/ 50 mM Tris/HCl, és /□-□/ 50 mM Caps puffert 

használtam.
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4. ábra

A csirke HGPRT izoenzimeinek 2-D elektroforetikus képe

Az izoelektromos fokuszálást O’Parrell módszerével vé­

geztem pH:5-7 Ampholine-nal, 9.5 M ureában.

féle SDS poliakrilamid 12.5 %-osA 2. dimenziót Laemmli 

gélben.

A molekulasúly markerek : /fentről lefelé/

68 000 D BSA , 43 000 D tojás albumin,.24 500 D kimotrip- 

szinogén A, 12 000 D dezoxiribonukleáz I.
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Az enzim hőstabilitása:

A különböző fajok esetében különbséget tapasztaltak 

a hővel szembeni rezisztenciánál. Ezt az enzim félélet­

idejével jellemzik.

A kínai hörcsög enzim esetében ez kb, 7.5 perc.

A hővel szembeni rezisztenciát a PRPP hozzáadásával je­

lentősen fokozhatjuk. A többi szubsztrátnak nincs ilyen 

hatása. A 4. táblázat a csirke HGPRT enzim hőstabilitá­

sát szemlélteti 80 °C-on.

4. táblázat

Aktivitás %Idő

-+ 1 mM PRPP

1001000»

42.089.010’

62.2 25.020’
20.049.230’
13.840.140’

37.6 8.550’

A csirke HGPRT enzim féléletideje 80 °0-on 30 perc#

1 mM PRPP jelenlétében.
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Az_enzim__kinetikai_j ellemzőij;

Az enzim Michaelis-Menten kinetikát mutat, amikor az 

egyik szubsztrát korlátozottan, a másik feleslegben van 

jelen a reakció elegyben. A reakció sebesség és szubszt- 

rát koncentráció Lineweaver-Burk féle ábrázolását mutat­

ja az 5. ábra a hipoxantin és guanin esetében.

A Km érték a hipoxanti.nra és guaninra 1,8 uM és 5.2 uM 

volt, Pajszi-Endrényi módszerével meghatározva.

Az 1.8 uM-os érték a hipoxantin esetében igen jól köze­

lit egy már leközölt 1.4 uM-os értékkel, amelyet tiszti-

érté-tatlan csirke máj enzimen mértek /8 /. A guanin

értékét nemkéről nincs összehasonlító adat. A PRPP Km 

sikerült pontosan meghatározni, jelentősen változik a 

koncentrációval, 10-50 ÜM között mozog.

A 6. ábra a reakció sebesség és a szubsztrát koncent-

++Mg

ráció függésének kétszeres reciprok, Lineweaver-Burk
állandóféle ábrázolását mutatja változó guanin ill.

PRPP koncentrációk esetén.

A jó közelítéssel'párhuzamos lefutása az egyeneseknek 

Henderson és mts. szerint Ping-Pong reakció mechanizmusra 

utalnak. A reakció mechanizmus más irányú vizsgálatai 

azonban nem támasztották alá ezt a megállapítást,/17/.

A reakció mechanizmus vizsgálatával én részletesen

nem foglalkoztam.

Г«1/-:u37" ■Л

. '3 >: *

VT
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5. ábra

A kezdeti reakció sebesség és a szubsztrát koncentráció

kettős reciprok ábrázolása

1/yOiiM/minr1

3,0

*o

о2,0

1,0

1

4s]0,6 0,80,40,2
OuMf1

I
p
f;

ИA reakció körülmények azonosak a módszerekben leírtakkal, 

/Я-Ш/ guanin : /о-о/ hipoxantin.

fi
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6. ábra

A reakció sebesség és szubsztrát koncentráció kettős 

reciprok ábrázolása, különböző PRPP koncentrációknál

1/V(juM/min) 1
11

140

120

100
■

80

A60

40
'A20

i
0,4 0,60,2 0,8

1/[s]
ÜUM)"1

A reakció körülmények azonosak a módszerekben leírtakkal.!

A guanin koncentráció 1.25 - 10.0 uM között változott.

A PRPP koncentráció : /■-•/ 12.5 uM

/а-a/ 25.0 üM 

/•-•/ 50.0 uM
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A konv_en£Íonális_HGPRT_ell£nan^a£ok sp^ci f i c i t ás a:

5 db A x DBA/2 egeret immunizáltunk a módszerekben 

leirtak szerint a tisztitott csirke agy HGPRT enzimmel. 

A 7. ábra mutatja a csirke és a kinai hörcsög enzim 

aktivitásának gátlását az egér immunszérummal. A kont­

roll szérum nem ad aktivitás csökkenést /nincs feltün­

tetve/, mig az immunszérum teljes gátlást ad. Mind az 

5 egérből származó ellenanyag hasonló aktivitást mutat.

Ugyancsak a 7. ábra mutatja az ellenanyag specifici- 

tását. Az irodalomból ismert, hogy éppen az emlős enzi­

mek nagyfokú hasonlósága miatt az ellenanyagok kereszt­

reagálnak a különböző fajok enzimeivel /31,49/.

Mint látható, a csirke enzim ellen termelt ellenanyag 

kismértékben keresztreagál a kinai hörcsög enzimmel. 

Szembetűnő azonban hogy az immunszérum 1000-szeres hi- 

gitása még 100 %-os aktivitás csökkenést eredményez a 

csirke enzim estében, a kinai hörcsög esetében azonban 

csak 40 %-os gátlást kapunk.

Az antiszérumnak az ábráról leolvasható igen magas ti- 

tere szintén a nagyfokú specifitásra utal.

Részlegesen tisztitott egér enzimen vizsgálva nem kap-r- 

tam reakciót az ellenanyaggal, ami azt jelenti hogy a 

csirke és az egér enzimeknek nincs közös antigéndeter­

minánsa.
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7. ábra

Kettős immunpreeipltáció csirke és kínai hörcsög flGPRT

enzimmel

ь% gátlás

100

50

5XÍÖ5 IO7 5xszérum hígításoÖÖ W

0.1 miliegység enzimet reagál Láttám a megfelelően higi 

tett ellenanyaggal a módszerekben leírtak szerint.

/ o-o / csirke enzim

/а - ь / kínai hörcsög enzim
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!Monoklonális_eJ^enany;ag előállítása £sirke_agy_HGPRT_ellen

A monoklonális ellenanyagok legnagyobb előnye hogy csak 

egy antigéndeterminánst ismernek fel, szemben a konven­

cionális /poliklonális/ ellenanyagokkal.

Mint az előző ábra mutatta, a csirke HGPRT ellenanyag 

keresztreagál a hörcsög enzimmel, ami közös antigénde­

terminánst tételez fel. Ezért olyan monoklonális ellen­

anyag előállítását tűztem ki célul, amely csak a csirke 

enzimre jellemző antigéndeterminánst ismeri fel. A mód­

szerekben leírtakkal mintegy 300 kiónt vizsgáltam meg, 

és közülük 1-et találtam amely csak a csirke enzimre 

volt specifikus. A 8. ábra mutatja a monoklonális ellen­

anyag kettős immunprecipitációját a csirke enzimmel.

Ezen látható hogy az ellenanyag nagy specifitásu, még 

10 000-szeres hígításban is 100 %-osan precipitálja az 

enzimet. Keresztreakciót nem ad a hörcsög enzimmel, 

tehát kizárólag a csirke antigéndeterminánsára speci­

fikus.

Az ellenanyag nem gátolja az enzimaktivitást, tehát az 

antigéndetermináns nem a szubsztrát kötő helyen vagy 

az aktiv centrumban van.

Mivel a monoklonális ellenanyag nagy mennyiségben elő­

állítható, lehetővé vált egy immunaffinitás oszlop pre­

parálása. Ennek segítségével szintén homogenitásig tisz­

tiható az enzim, nagyobb hatásfokkal és gyorsabban. Az 

oszlop nem vészit kapacitásából /ftiint a GMP-agaróz osz­

lop/, igy elvileg korlátlan ideig használható.

i
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8. ábra

Csirke HGPRT enzim kettős immunprecipitációja monokloná-

lis ellenanyaggal

a % gátlás
100 ■T—-W-

50
ь

103 5х1(ЯЮ4 БхЮ^О5 5хЮ5105, ,
szérum hígítás

0.1 miliegység enzimet reagáltattam a megfelelően higitott 

ellenanyaggal a módszerekben leirtak szerint.

«
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KGPRT enzim, vizsgálata_mmioklonális_ ellenanyaggal 

segthibridekben

A munkacsoportban az elmúlt években olyan sejthibrideket 

hoztak létre amelyek HGPRT“ kínai hörcsög sejt és csirke 

vörösvérsejt fúziójának eredményei és HGPRT1 fenotipusuak.

A kód jelű 20 hörcsög kromoszómát és 1 pontszerű

csirke kromoszómát tartalmaz./50/.

ennek egy variánsa, amelyből "elveszett" a csirke 

kromoszóma /valószinüleg transzlokálódott/.

Ezek a hibridek HG?RT+ fenotipusuak, azonban az enzim 

igen alacsony szinten expresszálódik.

Csirke agyban : 0.07 uM/perc/mg fehérje 

K. hörcsögben 0.30 uM/perc/mg fehérje 

sejtben 0.017 uM/perc/mg fehérje-

sejtben 0,014 uM/perc/mg fehérje az enzim specifi­

kus aktivitása.

Indirekt módszerekkel eddig is valószínűsíteni lehetett 

hogy az expresszálódott HGPRT enzim csirke eredetű,/51/, 

azonban az immunológiai kimutatás a legszéleskörübben 

elfogadott.

A 4, táblázat az enzim aktivitás %-os gátlását mutatja 

kettős immunprecipitációval a csirke, a hörcsög -és a 

két hibridsejt esetében.

Mint látható a hibridsejteken mutatott %-os gátlás 

szinte teljesen megegyezik a csirke HGPRT-vel adott 

gátlásnak.

A IRC4 151

T.C4 151

i
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4. táblázat

Csirke, hörcsög és hibridsejtek kettős inrnmnprecipitációja 

antt-csirke HGPRT monoklonális ellenanyaggal

Szérum
higitás

Csirke agy 
enzim

Kinai hörcsög Т.С1С- T С л 
enzim 4 4 L/~

100 % 100 %ICO % О %1000 X

-.0 % 100 % 100 %100 %5000 x

. 0 % 96.5 % 97.1%98.2 %10 000 x

.0 % 75.2 % 76.4%73. 5 %50 000 x

Minden esetben 0.1 egység/ml volt az enzim mennyiség 

amit az ellenanyaggá], reagáltattam.

A hibridsejtekből származó enzim nem volt tiszta, az S-100 

frakciónak felelt meg. A mérés körülményei megegyeztek a 

módszerekben leírtakkal.
A feltüntetett értékek az enzim aktivitás gátlásának %-át

j elentik.

I
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ÖSSZEFOGLALÁS

A HGPRT enzim a purin nukleotid bioszintézis mentési 

utjának kulcs enzime. Igen részletesen vizsgálták a 

különböző fajok esetében, de a madarakból származó en­

zimről szinte semmi adat nem ismert.

A munkacsoportban folyó emlős sejtgenetikai munkák 

szintén szükségessé tették az enzim vizsgálatát.

Az eddigi módszereket felhasználva kidolgoztam egy 

módszert, amellyel az enzim 10 ООО-szeresen tisztítha­

tó; homogenitásig csirke agyból..

Az enzim alegység molekulasúlya 25 000 D, az enzim 

tetramer, nativ molekulasúlya 100 000 D, pH optimuma: 

10.0 , Km értéke hipoxantinra és guaninra 1.8 uM és 

5.2 uM , három izoenzime különíthető el amelyek izo- 

elektromos pontja: pH: 6.2, 5.9, 5.7 volt.

Ezen adatok alapján megállapítható hogy a csirke enzim 

rendkívül hasonló,az emlős enzimekhez, egyetlen elté­

rés a rendkívül nagy hőstabilitás, amely összefüggés­

ben lehet a madarak magasabb testhőmérsékletével. 

Előállítottam először konvencionális, majd monokloná- 

lis ellenanyagot az enzim ellen. A konvencionális 

ellenanyag kismértékben keresztreagál a hörcsög enzim­

mel, de az egér HGPRT-vel már nem ad immunreakciót.

A monoklónális ellenanyag specifikus a csirke enzim­

re, nem reagál a hörcsög enzimmel, tehát csak a 

csirke enzim antigéndeterminánsát ismeri fel, igy

■ *s>T
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alkalmas annak megbízható kimutatására. Segítségével 

olyan immunaffinitás oszlopot preparáltam, amely nagyobb 

kapacitású mint az eddig használt GMP-agaróz oszlop és 

specifitása folytán gyorsabbá és egyszerűbbé teszi az 

enzim tisztítását.

A monoklónális ellenanyag lehetővé teszi az enzim ex­

pressziójának vizsgálatát sejt hibridekben.

A már bizonyítottan csirke enzimet tartalmazó és

-es sejtekből izotópos jelölés után alacsony 

szintje ellenére is tisztítható, és jellemezhető az en­

zim immunaffinitás kromatográfiával.

Az ellenanyag segítséget nyújthat az enzim nukleinsav 

szinten történő expressziójának tervezett tanulmányo­

zásához.

T.C4 151

i

i
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