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ROVIDITESEK JEGYZEKE

BSA Marha szérum albumin

Caps nglohexylaminopropan szulfonsav
CM Karboxi-metil

DEAE Dietilaminoetil

DTT Dithiotreitol

EDTA Ftiléndiamin tetraecetsav’

GMP Guanozin 5’-monofoszfat

IMP Inozin 5°’-monofoszfdt

MES 2/N-Morfolino/etdnszulfonsav
PMSF Fenil-metil-szulfonil fluorid
PREPF 5-Foszforibozil-l-pirofoszfat
PP, Pirofoszfét

SDS Ndtrium lauril szulfét

TEMED N,N,N’,N’~-Tetrametil-etiléndiamin

Tris Trigsz/hidroximetil/aminometdan



TRODALKI OSSZEFOGLALO

A hipoxantin-guanin foszforibozil transzferdz enzim

JHGPRT; E.C.2.4.2.8./ a purin nukleotidok bioszintézi-
sének egy kevésbd enrgia igényes, un. mentési "salvage"
reakcidjdnak fontos enzime.

A nukleinsavak €3 a niakleotidok letomlésébdl szdrmazd
purintdzisok jelentékeny részét a gerincesek kép

ujra felhaszndlni, és igy nincs szﬁkség'a purinvéz

"de novo" szintézisdre. Ennek a menkdsi realkcidnak a

lényege:
Hipoxantin HGERT IMP
bl + PRPP ———————————E> Ve - PPi
= 5 -
Guanin Mg+‘ GNP

Ez 2 reakcid ut lényegesen kisebb energia befektetést
igényel mint a "de movo" bioszintézis.

A HGPRT enzimet és genetikai 1dkuszdt igen régdta, és
szélesktriien vizsgdljdk /1/. Kimutattdk /2/ hogy embernél
az enzim aktivités hidny ill. cstkkenése vezet a
Lesch-Nyhan szindréminak nevezett /2/, velesziiletett,

X kromoszdmdhoz kotstt anyagcsere betegséghes.
Mint jél szelzskidlhatd marker fontos szerepet jdtszott
az eml8s sejthibridek szelekcidjdban, és az emldes gén-

expresszidé tanulmdnyozdsdban.



Az enzimet szdmos organizmusbdl tisztitottdk és jelle-
mezték: prokeridtdkbdl /4,5/, élesztéhél /6,7/, egysei-
tiiekt81l /8/, egér és kirai horcsig agybdl,miibdl ée
sejtkulturdbdl / 9,1C/, valamint emberi virdsvértestek-
X0 P o e O e T
A HGPRT hcmogenitdaeig térténd tisztitdisdt a GHP-affini-
tds kromatogréfia kidolgouzdsa oldotta meg /10/. Az igy
nyert enzim poliakrilarid gflben 3DS jelenlétében egy
csikot ad, amelynek molekulasulya emldsik es;tében
24 500 D; ugyanezt az eredményt kaptdk 6 M guanidin/ACl
jelenlétében ttrténd gélsziiréssel.

Nativ koriilmények kozdtt az enzim tetramer, azonos alegy-
ségekkel, xb. 100 000 D molekulasullyal. Az alegységek-
nek nincs enzimaktivitdsa, csak a nativ enzim aktiv.
Kimutattdk hogy az enzim nem glikozildlt /12,14/ és a
vordsvértestbll tisztitott enzimmel végzatt komplett
gzekvencia meghétérozés szerint az alegység 217 amino-
savat tartalmazl/15/, igy pontos molekulasulya 24 470 D.

Izoelextromos fdkuszdldsy vagy ioncserés kromatogri-
fiat kovetden dltaldban hdrom aktiv izoenzim formdat tud- -~
tak elkiiloniteni az eml8sdk esetében. Ujabb vizsgdlatok

azl lAdtszanak alétdmasztani, hogy ezek az izoenzimek

egy poszttranszldcids modifikdcid erecményei /15/.



1. tdblézat

A kiil3nv378 enkaryota fajok EGPRT enzimeinek fontosabb tulajdonsdgai

Az enzim Nativ Alegysé zek Izoelektromos Michaelis konst,
eredete molekulasuly széma pont purin bdzisra PRPP-re

/Protozoa o

Eimeria ; L e -4

tene 11/ 23 000 D 1 - 3.7z 10 10

Fleszts 51 000 D 1 5.1 2,3 x 1077 5 x 107°
Kinai p -6 . -
g Y100 008D 4 6.2, 6.4, 6.6 1.1 x 10 5,3 % 1072
Egér 100 020 D 4 o - -

Ember 100 000 D 4 Pk TN 2.5 x 107 2,4 x 107%




2. _Szubsztrdl specificitds és kinetikai sajdtossdgok:
Az emlds enzimek természetes szubsztrdtjai a guanin é:
a hipoxantin, gzemben a hakteridlis enzimekkel amelyek-
nek a xantin is szubsztrdtja /4/. A mestersdges szubeszt-
rdt analdgok kozil a €-tioguanint, 6-merkaptopurint é€s
kisebkt mértékben a 8-ezaguanint képes az enzim felhasz~

L
Y

rdlni /17/. A vizsgélatok szerint a purinvdz imidazol
+észe nélkiilézhetetlen az enzimhez vald kthdéshez, de
vnmagdban nem elégséges /17/.

A magnézium vagy "in vitro" koriilmények kozott a man-
gan kation nélkiildzhetetlen az enzim ektivitdsdhoz, mert
a mésik szubsztrdtnak a PRPP-nek a Mg  T-PEPP az aktiv
formdja. Mind az optimdlis alatti, mind az optimdlis fe-
letti Mg't ion koncentrdcid gdtolja az enzimet /18/.

A mdsik szubsztrdt, a PRPP esetében is képes az enzim
a 6-tio ill. oxo- valamint az l-metil analdgokat szubszt-
rdtként felhaszndlni /17/.

Az aktiv helyen 1év8 aminosav csoportbkat vizsgdlva azi
taldltdk, hogy az enzim inaktivdlhatd SH és szabad NH2
csoportokat modifikdld reagensekkel. Az NH2 csoport
szerepdt a szubsztrdt kotésben az is aldtdmasztja hogy
az enzim irreverzibiliéen inaktivdlhatdé perjoddttal
oxkddlt FRPP-vel és GMP-vel. A szaﬁad NI, csoport €s a
riboz-dialdehid ko&z6tt kialakult Scniff’s bdzis megaka-

ddlyozza a Mg T_TRPP kt16dését /19,20/.
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Ezen vizsgdlatok alapjdn az aktiv helyen valdsziniisitett
aminosavak a cisztein és a lizin /21/.

Termék gdtldst mutat az enzim GVP és IMP jelenlétébher.
A kinai horcsdg enzim esetében 1 mlV IMP hozzdadésa ndve-
1i a PRPP K_ értékét és 1/3-dra cstkkenti a V érté-

m max
két /22/. Az inozin is gdtolja az aktivitdst, ugysnakXor
a rikoz-l-foszfdtnak nincs semmi hatdsa.

Az 21538 kinetikai vizsgdlatok azt mutattdk, hogy a
PRPP k5t8dik el8szor az enzimhez /17,22/. A Mg++ ion kon-
centrdcidétdél fiiggben azonban mind az un. Ping-Pong mind
a szekvencidlis tipusu reakcid mechanizmus ¢lképzelhe-—

t& /17/. Néhdny ujabb vizsgdlat egy hibrid reakcidt té-
telez fel, ahol elbszor a PRPP kitddik az enzimhez, majd

a purin bdzis szekvencidlis kdt8dése jatszddik le, amelyet
a Mg-nukleozid foszfdt és a IVIg;H"---PP:.L komplex random fel-
szabaduldsa kovet /22/. g

Az enzim széles pH tartoményban aktiv, a kiilonkozd en-
zimek esetében a pH optimum 8.0-10.0 kiizé esik.

— —— — — v el e w— a— m— — — — vo— m—n oo e e met i e mm e e wma e w——

A megkiilénbbztetés egyik lehet8sége a celluldz-acetdt

z8 fajok enzimel némileg

o

elektroforézis, mert a kiildnb
eltérnex toltésben és igy kiilonbszd sebesuéggel véndo-

rolnak /23/.



A mdsik lehetlség a roOinaktivdcid. A HGPRY enzim rendki-

viil h8stabil, kiilondsen ha PRPP-vel eldinkubdliuk. Azt az
1d8t amely alatt az enzim 80 OC_on aktivitdsdnak felét
elvesziti az encim féléletidejének nevezzik, €s ez az ér-
ték epy-cgy fajra rémiképpern jellewsd.

Mivel a fenti ériélelr kozdtt a kiilonbségek néha igen

[ON
U

kicsik, csetenként nem teljesen megbizhatdk, a megkli-

15nbsztetés legbiztosabb mdidszere a gpecifikuss ellenanya-

o

gokkal t0rténd veakcid. Erre a késlébbiekven térek vissza.

Kozel egyid8ben, két kiilénbozd csoport mis-mds megkize-
litéssel kldénozta az egér, majd a humdn HGPRT gént /24,25/.
Ezek alapjdn a HGPRT mRWS mintegy 1600 nukleotid hosszu,
amelybdl T700-800 kédolja a 25 000 D-os alegységet, a tobbi
pedig a 3° és 5’ végeken elhelyezkedd nemkd6dold régid.

A restrikcids enzimekkel végzett hasitdsok azt is kideri-
tették, hogy maga a gén ennél sokkel nagyobb, tdhb mint
30 kb .

A nukleinsav szekvencia analizis /26/ a rdgesdldk, ill.
az amirosav sorrend a humdn HGFRT egetéhen rendkiviil nagy
homoldgidt mutatnak, /2. tdbldzat/ amely magyardzatot ad

az eml8s enzimek fizikai paramdtereinek haconldsdgdra.



2. tédbldzat
Aminosav Osszetételbeli kiilonbségek a kinai hOrcsog

egér és humdn HGPRT enzim esetében

Aminosav Kinai Bgér Humdr:
pozicid horcsdg
1 MET MET -
o ATA PRO ATA
7 SER SER GLY
29 VAL ATA ALA
34 LYS LYS ARG
41 VAL LEU LEU
151 LYS LYS ARG
L ARG GLN GLN
154 ASN SR ASH
155 LEU B i
169 ‘ SER SER PRO
175 ' ARG ARG R
201 ASP ASN ABE
205 ILE VAL VAL

Az adatok a kinai horcstg és egér esetében a cDNS
szekvencia, a humén enzimnél fehérje szekvencia

meghatdrozdsbdl szdrmaznak. /2€, 15/
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Az elsd sejtfuzids kisérletekben HGPRT enzimben mutdns
sejteket haszndltak /27/, mert nagyon konnyii ket a vad
tipusu sejtektdl elkiiloniteni. A mutédns sejtek 6-tio-
guaninnal ill., 8-azaguaninnal szemben rezisztensek, és
képtelenek olyan koriilmények kozott ndéni, ahol a "de
novo" nukleinsav szintézist aminopterinnel gdtoljuk.

A vad tipusu sejtek viszont képesek e folsav antagonis-
ta Jelenlétében is szaporodni, ha a tdpfolyadék hipo-
xantint és timidint tartalmaz, mert a DNS szintézisiik
mellékutjén a HGPRT ill. a timidin kindz enzimiik segit-
ségével biztositott a nukleotidok bioszintézise.

A HGPRT enzim hidnya ill.cstkkent miikodése emberben
a Lesch-Nyhan szindrdéménak nevezett, velesziiletett fej-
186dési rendellenességet okozza/28/. A betegség fokozott
hugysav termeléssel, vesekdrosoddssal, idegrendszeri
tiinetekkel jadr, és korai haldlhoz vezet. .

Enzim hidnyt mutattak ki kGszvényes beteg esetében is.
Az enzimhidnyos muténsok genetikai vizsgdlatdbdl meg-

dllapitottdk hog& a mutdcidé recessziv.

Szomatikus sejthibrideken végzett /humdn-egér/ vizsgd-
latok az ember és az eml8stk esetében az X kromoszdma
hosszu karjdra, a gliikoz-6-foszfdt dehidrogendzzal €és

a foszfoglicerat kindzzal egy kapcsoltsdgi csoportba

térképezték /29/.
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A Lesch-Nyhan szindrdémés betegek és az enzimben mutans
sejtek /spontdn v. indukdlt/ intenziv vizsgdlata megmutat-
ta hogy a HGPRT fenotipus nem jelenti az enzim teljes
hidnydt. A mutdcid tipusdtdl fiiggetleniil hdrom f£8 fenoti-
pust kiilonithetiink el:

a, Az enzim aktivitds jelentdsen csdkken, a normdl akti-
vitds 0.,01-10.0 %-a.

b, Nincs mérhetd enzim aktivitds, de immunoldgiai mdd-
-szerekkel kimutathatd egy un. "keresztreagdld anyag"
/CRM/, amely a normdl enzim ellen termelt ellenanyaggal
reagdl.

c, A mutdnsoknak 10-20 %-a az.ahol az enzimet sem enzi-
moldégiai sem immunoldgiai médszerekkel sem lehet kimutatni.
Mivel még a vad tipusu enzim is igen alacsony szinten
expresszdlddik /a totdl fehérje 0,01-0,05 %-a/ a mutdnsok
vizsgdlatidt csak az igen érzékeny biokémiai és immunold-
giai mdédszerek kifejlesztése tette lehetdévé., Ezek kozil
a leghatékonyabﬂ az enzimmel specifikusan reagdld ellen-
anyag el8dllitdsa volt / 30,31,32/. Ezzel a médszerrel
vdlt lehetdvé a mutdns enzimek immunaffinitds kromatog-
rdfidval torténd tisztitdsa radioaktiv izotdppal vald
jeldlés utdan, és .szerkezeti analizisiik poliakrilamid

gélen.,



A nativ enzim ellen termelt ellenaryagok fajspecifikusak,
és c¢sak a nativ enzimmel reagdlnak, az enzim alegységgel
vagy a denaturdlt enzimmel nem.

Kimutattak bogy a mutdcidk az enzim strukturgénjét érins
tik, amelyek az enzim fiwzikai paramétereinek megviltozd-
sdban jelentkeznek, ugymint: megndvekedett ill. csdkkent
hd8stabilitds, amely jdél korreldl az enzim elektroforeti-
kus motilitds vdltczdsdval /33/, csdokkent "in vivo" sta-
bilitds /34/, megvdltozott szubsztrdt specificitds és
affinitds a PRPP és a hipoxantin esetében /35/. Az elekt-
roforetikus tuvlajdorsdgok megvdltozdsa szintén egylitt
jelentké?g Michaelis konstans megvdltozdsdval /36/.

Az antigén determindnsok megvaltozdsdt bizonyitja, hogy

a részleges enzimaktivitds cstkkenés a CRM teljes el-
tiinését eredményezte néhdny beteg esetében /37/.

Ebbe a kategdridba tartozhat a mutdnsok azon csoportjd-
nak egy része ahol nem mutathatdé ki sem enzimaktivitds
sem CRM,

A mutdcidk tipusa szerint taldltak: "missense" mutdn-
sokat amelyek h6stabilitésbén, Km-ben, aminosav osszeté-
telben kiilonbdztek a vad tipustdl /38/.

A "frameshift" és delécids mutdnsok tobbnyire CRM~ feno-
tipusuak vagy nagyon megvdltorott fehérjét eredményeznek,
/cadkkent molekulasuly/.

Tgen swéleskoriier vizsgdltak és jellemeztek a korai léanc-
termindcids mutdnsok /PCT/, esmelyek szintén csdkkent mole-

kulasulyuak; és szupresszalhatdk /39/.



T iy O

A KISERLETES MUNKA CELKITUZESE

Az elmult években a munkacsoportunkban elddllitottak
egy HGPRT  kinei horcsdg sejtbd8l és egy csirke vords-
vértestbll egy olyan hibridsejtet, amely csak egy csir-
ke kromcszomdt tartalmazott, és HGPRT" volt.

Mivel mindezideig nincs irodalmi adat a madarakbdl
szdrmazd HGPRT enzimek jellemz8irdl, igy az anzim részle-
tes vizsgdlata szilkkséges a hibridsejt tovdbbi tanulmi-

nyozdsdhoz, és a HGPRT gén expresszidjdnak vizsgdlatdhoz.

Célunk volt:_

a. Az enzim homogenitdsig t6rténd tisztitdsa

b, A tisztitott enzim fizikai és kinetikai paraméterei-
nek meghatdrozdsa:
Molekulasuly, izoelektromos pont
pH filiggés, szubsztrdt specificitds, kinetikai kons-
tansok /Km ’_Vmax/ '

c. Specifikus eilenanyag termeltetése az enzim ellen

/konvenciondlis ill. monoklondlis/

d. Ezekkel vizsgdlni az enzimet sejthibridekben
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ANYAGOK ES MODSZEREK

/G—BH/—Hipoxantint &3 guanint /spec. akt. 1.0 Ci/udi/,
valamint /8—140/—Hipoxantint és puanint / spec. akt.:
55.5 mCi/mM/ az Amershamtdl és a New England Nucleartdl;
a GMP-agardz affiritds gélt, a PRPP-t, Trist, hipoxantint
2-merkaptoetanolt, glutamint, dithiotreitolt, MES-1,
B3A-t, a Sigma Chem. Co,-tdl szereztiik be.

A Sephadex (-150-et, a CNBr-aktivdlt Sepharose 4B-t a
Pharmaciatdél, az akrilamidot, bis-akrilamidot, TEMED-et,
guanint, GMP-t, IMP-t a Bervatdl; az Ampholine-t az
LKB-t41; az SDS-t a Pierce Chem. Co.-t41l; az uredt

a BRI-t61 vdsdroltuk,

Minden, a sejttenydsztéshez sviikséges tdpfolyadékot a
Gibco-td61.

DE-81l-cs ioncserés papirt a Whatmantdl; egyéb vegysre-

reket analitikai tisztasdgban a Reanaltdl vettik.,
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Az_enzim tisztitdsa:

Az enzim tisztitdsdt Hughes et. al. /10/ médszerének
médositdsdval és egyszeriisitésével végeztem.
A tisztitds minden 1lépése +4 °Cc-on tortént, a proteo-
litikus enzimek gdtldsdra Gordoxot, ritkdbban FMSF-et
haszndltam,
Egy-egy prepardldendl 50 db csirke agybdl indultam ki
amelyet frissen vdgott csirkék fejébdl vettem ki és a
feldolgozdsig jég kozott tartottam,
Az els8 1lépésben az agyaket késes homogenizdtorral
homogenizdltam 3’-ig a kovetkezd pufferben :
100 mM szahardz, 50 mM Tris/HC1 pH:7.4, 50 mM KC1,
10 mM MgCl,, 1 mM DIT,
Utdna Wheaton iiveg homogenizdtiorral végeztem a végsé
homcgenizdléast.,
30°-ig centrifugdltam 30 000 g-vel, majd a pellettet
ujra homogenizdltam és a centrifugdldst megismételtem.
A szupernatansokat Osszetntottem, /crude extract/ és
3 h-t centrifugdltam 105 000 g-vel Sorvall A 64l-es
rotorban /S-100 szupernatans/.
A feliiluszd pH-jdt pH:5.o-re cstkkentettem 1 X ecetsav
cseppenkénti hozzdaddsdval, majd a keletkezett csapa-
dékot kicentrifugdltam., 1 M Tris/HC1l pH:9,0-el vissza-
dllitottam a pH-t 7.4-re.
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Ezutdn eldszor 37 °C-ra melegitettem az enzimet, majd
85 °C-os vizfiirddn 15°-ig hbkezeltem d1llandd keverge-
tés kdzben; az oldat hémérséklete 80 °C volt.

Gyorsan lehiitottem olvadd jég kozott, és a keletkezett
csapaddékot kicentrifugaltam.

Amicon PM-10-es nltrasziird membrdnon toményitettem,

kb 50 ml-es térfogatra, és dializdltam tSbbszori puf-
fer cserdvel 50 mM Tris/HC1l pH:7.4, 25 mM KC1l, 10 mM
MgClg, 1 mM DTT-vel szemben. '

A kidializdlt enzimet az el6z8 pufferrel equilibrdlt
GMP-agaréz affinitds oszlopra vittem fel kb, 8-10 ml/h
sebességgel, majd ugyanezzel a pufferrel mostiam az
oszlopot fehérje mentességig.

1 mM PRPP-vel eludltam a fennti pufferben. Toményi-
tettem és 20 % glicerolban tdroltam -20 °C-on,

ahol hénépokig megdrzi aktivitdsdt.

Az_enzim aktivitds_mérése:
Az aktivitds mérését Beaudet et. al./33/ médszeré-
vel végeztem, A'reakcid elegy Lérfogata.lCO ul, amely
tartalmaz: 50 mM Tris/HC1l pH:7.4, 10 mM MgCl, 1 mg/ml
BSA, 1.25 mM PRPP, 5 uM hipoxantint ill., guanint és
0,25 u@i /Y4c/ v. /7H/ izotoppal jelzett hipoxantint
és guanint, A
A reakcidét az enzim hozzdaddsdval inditottam és 37 °C-on

15’-ig inkubdltam.



A reakcidé ledllitdsdt 1 ml 10 mM Tris/HC1l pH:7.4 , 1.5 mM
EDTA hcgzzdaddsdval végeztem. A ledllitott reakcidelegyet
jégen tartottam, majd 2.5 cm Stmérdji DE-8l-es ioncserd-
18 papiron &dtszirtem amely megkdtotte a keletkezett
termékeket / TMP-t v. GMP-t/. A DE-8l-es papirt haszna-
latig 1 M Tris/HCl pH:7.4-es oldathan equilibrdltam.

A filtereket hdromszor mostam 10 mM Trig/HC1l pH:7.4-es
pufforrel, szcintillécids iivegbe tettem, majd a megki-
t6tt nukleotid monofoszfdtot 3 4 NaCl-el eluAltam.

A radioaktivitdst Bray-féle szcintilldcids koktéliban

mértem,

— e et mmt m—— — e — e a— w— e——td
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Egy enzim egység az az enzim mennyiség, amely 1 ubd
: ol : P 0
hipoxantiint vagy guanint alakit &t 1 perc alatt 27 “C-on

IMP-vé vagy GMP-vé, standard reakcid korilményel kizdtt.

Az SDS poliakrilamid gélelektroforézist Lacmmlic mdd-
szerével /40/ végeztem, 10 ill, 12,5 %-o0s gélben, 30:1
akrilamid : bis-akrilamid ardny mellett.

Az izoelektromos féknszdldst és 2-D elcktrofordzist
0’Jlarrell gmerint /41/, denaturdld korilmények kozott
9.5 M uredban, pH:5-7-es Ampholine-nal, 75CC V/h Gooi-

fesziiltséggel.



Kllenanyagok_ e164llitdgu:

A konvencionilis ellenanyag termeléshez 5 db A x DBA/?
egeret immunizaitunk az l.,3.,7.€és 30. napon, 10-10 ug
tiswmta enzimmel, komplett lFreund adjuvansban,

’ s

5 nappal az utolsd immunizdlds uvtdn vért vettink av ege-

rek suemiiregivdl ¢y o suérumokat teszieltilk BLISA mdd-
smerrsl /42/, &s kettds inwunprecipitdcidval.

A monoklondlis ellenanyag elbdllitdsa k@hler dg Milstein
nédanerével /43/, fuzids partnerként Sp/2 kdédjelil X seit
ayelémat haszndliam,
Av irmunaffinitds oszlop prepardildsat az ascitlos
dékbdl /NH4/2804-51 precipitilt, résmlegeszen tisztitott

TgG-vel végeztem, Cuetrecasas et., al mdédszerével /44/.
& ’

A tigzta enzimet wvagy scji extraktunoct meghigitoltam
0,1 egység/ml-re 50 mi Tris/HC1l pil:7,4, 25 mM KC1,

10 mM Mgll,, 1 mM DTT, 1 mg/ml BSA pufferrel, a higitott
evzim 100 ul-éhez hozmdadtam az 50 mM Tris/HCLl pH:7.4,

7 mM MeCl, pufforben higitott antiszérumot, 12 h-1
izkubdltam +4 ~C-on, majid mdscdik ellenanyagként 10 ul
BachL-A-Sorb-ot /Protein A/ adlam houwzd.

Szobahdn inkubdltam 30%-ig, utdna lecentrifugdltem.

A

H

cliiluszébdl mértem a maraddk enzimsktivitdst acz

el8z8ekben leirtak czerint,
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Az enzim tisztitdsdra kidolgozott mddszer az eddigi-
eknél 1lényegesen egyszeriibb, és gyorsabb, A hasonlé
tisztasdgu enzimet eddig 6-8 1lépésben tisztitottak,
amely tartalmazott:

Tultracentrifugdldst

tpH-kezelést

thékezelést / 65, 85 °c/

tioncserés kromatogrdfia / CM , DEAE -Sephadex; cellulédz/

f

taé1kromatogrdfia / G-150,200/

CPG-10 /controld pore glass/

hydroxy apatit kromatogrifia

+/NH4/2804 kicsapds /40-70 %/

alkoholos kicsapds /40-66 %/

'l‘ - . v 4 7 - " 4
affinitds kromatografia : GMP-agaroz
immunaffinités

/ a +-el jelzett médszereket prébdltam ki/

Az igy tisztitott enzimek dltaldban homogének voltak,
de a tisztitds hatdsfoka mindtssze 15-20 % volt.

Mivel a csirke enzim specifikus aktivitdsa aiacsonyabb
volt mint mds fajoké /pl., horcsdg, ember/ igen lénye-
ges a jelent8s veszteséggel jédrd ioncserés- és gélkro-
matogrdfia kikiiszobolése.

A 3, tdbldzat foglalja Ossze a tisztitdsi 1épéseket.



tédblazat

3.
L csirke HGPRT enzim tisztitdsi 1épéseil
Tisztitdsi Térfogat Pehérje Totdl akt. Specifikus akt, Hatdsfok Tisztulds
1épések /ml/ /mg/ /ull/min/ /JuM/min/mg/ /%/ /-szeres/
S-100 450,0C 3375.2 2285 0,0677 100 0
pH:5,0 450,0 2475.8 217.3 0.0878 95.1 1.3
né /80 °c/ 420,0 562, 8 196.9 0, 349 86,1 5,2
affinités 5 T3 0.14¢8 103.0 698.1 857 lo300.0
krom,

= g =
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Agybdl kiindulva, ahol a legnagyobb az enzim specifikus
aktivitdsa /5-sz0ros mint a mdjban/, és kihaszndlva hogy
a csirke enzim rendkiviili héstabilitdssal rendelkezik, a
hoszabb idejii hdinaktivdldssal egy olyan durva enzimpre-
pardtum nyerhetd, amely kdzvetleniil felhaszndlhaté affi-
nitds kromatografidra.

Az els8 hdrom tisztitdsi 1épés, amelyet eddig is a leg-

gyakrabban haszndltak nem ad nagy tisztuldst, de megsza-
badit a fehérjék jelentls részétdl. A specifikus tisztit-
tdsi 1épés a GMP-agardz affinitds kromatografia, amely
tnmagdban tobb mint 1000-szeres tisztuldst eredményez.
Az 1., dbra ezt a tisztitdsi 1épést szemlélteti. Az enzim-
nek szinte 100 %-a kot8dik az oszlophoz és a nemkdtddott
fehérjék lemosésdndl is minimdlis a veszteség, Ez azt Je-
lenti hogy a kotés igen nagy affinitdsu.

Az eludlds az oszloprél 1 mM PRPP-vel torténik, amely
egyrészt védi és stabilizdlja az enzimet, mdsrészt speci-
fikusabb a régebben haszndlt 5 mM GMP-nél /45/ amely za-
varja az enzim tovabbi felhasznadlasat, mert gatolja az
enzim aktivitasdt, és ugyanakkor nehéz t6le megszabadulni
az enzim inaktivaldédasa nélkiil,

A tiszta enzim -20 °C-on 1 % BSA-val vagy 20 % glicerin-
nel hosszu ideig eltarthatdé /tobb mint 6 hénap/ éz akti-

vitds csdkkenése nélkiil.
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1. &bra

A csirke HGPRT enzim tisztitdsa GMP-agardz affinitds

kronatografids oszlopon

fehérje konc. .. , Elucié
E280 ; Kotés . *ASQS_> ¢< 1mM PRPP » Eriziviidkt.
e e e AWM/min)
T ,/ \\\ g
101 : \ 1200
[ \ A
| \ I\
: \ / \
05 | \ ; g’ Jiop
| \ \
: \ N
| \ 1 k\N
) -1 i ¥ =¢} i
10 15

frakcidk szama

1 x 5 cm-es affinitds oszlopra vittem fel az 50 ml
h8kezelt enzimet, 10 ml/h dtfolydsi sebességgel.

5 ml-es frakcidkat szedtem.

/=—--/ fehérje koncentrdcidé 0.,D. 280 nm-nél.

/=..=-/ enzim aktivitds uM/min
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Ennek az egyszeru tisztitasnak egyetlen hdtranya hogy
az atfinitds kromatogradfidhoz haszndlt durva enzim
preparatum olyan egyéb enzimaktivitdst is tartalmaz,
/valdsziniileg valamilyen GMP-t bontéd enzimet/, amely
csOkkenti az oszlop kapacitasat, és igy az csak korla-

tozott szamu preparaldsra hasznalhatd /kb 5-szor/.

A 2, dbra a tisztitott enzim SDS-poliakrilamid gél-
elektroforetikus képét mutatja. Ez alapjdn az enzim
homogénnak mondhatd, mert csak egy csikot ad a gélben.
Egyéb szennyezd fehérjét sem a gél tulterhelésével,
sem egy érzékenyebb, ezlist festési eljdrdssal sem lehe-
tett kimutatni.

Az enzim aleéység molekulasuly a marker fehérjékkel
torténd Osszehasonlitds alapjdn 25 000 D, amely meg-
egyezik az emlds enzimekével.

A nativ enzim molekulasulydt kozvetleniil nem haté-
roztam meg, azonban a kezdeti kisérleteknél a Sephadex-
G-150 oszlopon t6rténd gélszlirésnél a kinai horcstg
enzimmel megegyez8 elucids térfogatban jelent meg,

tehdt molekulasulyuk megegyezik; kb 100 000 D .




2. dabra
A tisztitott csirke HGPRT enzim SDS- poliakrilamid gél-

elektroforetikus képe,

A : molekulasuly marker fehérjék: Foszforildz B. /94 000 D/,
BSA /68 000 D/, Tojids albumin /43 000/, Szénsav anhid-
rédz /29 000 D/, Kimotripszinogén A /25 000 D/.

B : 5 ug tisztitott csike HGPRT.

A marker fehérjék molekulasulyafentrdl lefelé cstkken.
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A csirke HGPRT enzim széles pH tartomdnyban aktiv,
pH: 4.5-11,0 kozott, pH: 10,0-es optimuwmmal,
Mint a 3. dbra mutatja, az enzimaktivitdsa meredeken
emelkedik pH: 6.5-ig, kozel allandd 6.5 és 8.0 kizdtt,
és tobb mint 2-szeresére emelkedik 8.0 és 10.0 kdzott,
majd hirtelen cstkken.
A pH hatdsa az enzim aktivitdsdra részbeh a szubsztra-
tok ionos &llapotdt tiikrozheti /46/; a PRPP pK-ja 5.9

és 6.7; a hipoxantiné 8.9 .

—— e ima | Smm e —— e mam e w—

Az O’Farrell mdédszerével 9.5 M uredban végzett izo-
elektromos fdkuszdlds és az azt kbvetd SDS-poliakril-
amid gélelektroforézis alapjén /4. dbra/ az enzimnek
hdrom izoenzim formdjdt tudtam elkiiloniteni.

Ezek izoelektromos pontja: pH: 6.2 3 5.9 ;3 5.7 .

Ez nagyon hasonldé néhdny eml8sbll tisztitott enzimé-
hez /47/. Mivel az enzim génje egy példdnyban van
jelen az emlds X kromoszdmin, igy ezek az izoenzim for-
mék egy poszttranszlicids modifikdcidé eredményei A48/,
Ezt bizonyitottdk is /16/ az emberi vOrdsvértest enzim
esetében, ahol a vorosvértest érésével Osszefliggd

modifikdcidét /deamindcid/ és degraddcidt tapasztaltak.



- 24 _

3, &abra

A csirke HGPRT enzim aktivitdsdnak pH fliggése.

Enzim akt.
(,uM/min)xIO‘3

16

14

121

/
10

4
|_-d| 1 1 1 1 1 b’

40 50 60 70 80 §

Az ernzim aktivitését a mddszerekben leirtak szerint
mértem, azzal a kiildnbséggel, hogy az 50 mMATris/HC1
helyett /o-o/ 50 mM acetdt, /a-4/ 50 mM MES,

/A-~a/ 50 mM Tris/HC1l, és /0O-0/ 50 mM Caps puffert
haszndltam.,
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4. dbra

A csirke HGPRT izoenzimeinek 2-D elektroforetikus képe

Az izoelektromos fokuszdldst O’Farrell médszerével vé-
geztem pH:5-7 Ampholine-nal, 9.5 M uredban.

A 2, dimenzidt Laemmlii féle SDS poliakrilamid 12.5 %-os
gélben.

A molekulasuly markerek : /fentr8l lefelé/

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

szinogén A, 12 000 D dezoxiribonukledz I.
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Az_enzim héstabilitdsa:

A klilonbdz8 fajok esetében kiilonbséget tapasztaltak
a hével szembeni rezisztencidndl. Ezt az enzim félélet-
idejével jellemzik,
A kinai horcsdg enzim esetében ez kb, 7.5 perc.
A hével szembeni rezisztencidt a PRPP hozzdaddsdval je-
lent8sen fokozhatjuk. A tobbi szubsztrdtnak nincs ilyen

hatdsa., A 4, tédbldzat a csirke HGPRT enzim hdéstabilita-

sdt szemlélteti 80 °C-on.

4, téblézat

Id8 Aktivitds %
+ 1 mM PRPP } -
0’ 100 100
10°? 89.0 42,0
20° 62.2 25,0
30° ' 49,2 20,0
40° 40,1 13.8
50" 37.6 845

A csirke HGPRT enzim féléletideje 80 °C-on 30 percy

1 mM PRPP jelenlétében.
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Az enzim Michaelis-Menten kinetikdt mutat, amikor az
egyik szubsztrdt korldtozottan, a mésik feleslegben van
jelen a reakcid elegyben. A reakcid sebesség és szubszt-
rdt koncentrdcid Lineweaver-Burk féle dbrdzoldsat mutat-
ja az 5. ébra a Hipoxantin és guanin esetében.

A Km érték a hipoxantinra és guaninra 1.8 uM és 5.2 uM
volt, Fajszi-Endrényi mdédszerével meghatdrozva.

Az 1,8 uM-os értédk a hipoxantin esetében igen jdél kize-
lit egy mdr 1lekdzdlt 1.4 uM-os értékkel, amelyet tiszti-
tatlan csirke mdj cnzimen mértek /8 /. A guanin K érté-
kér8l nincs ©sszehasonlitd adat. A PRPP Km értékét nem
sikeriilt pontosan meghatdrozni, jelentlsen vdltozik a

koncentrédcidval, 10-50 uM kozott mozog.

A 6. dbra a reakcid sebesség és a szubsztrdt koncenl-
rdcid fiiggésének kétszeres reciprok, Lineweaver-Burk
féle dbrdzoldsdt mutatja vdltozd guanin ill. dllandd
PRPP koncentrdcidk esetén.
A jé kbzelitéssel pdrhuzamos lefutdsa az egyeneseknek
Henderson és mts. szerint Ping-Pong reakcid mechanizmusra
utalnak., A reakcid mechanizmus mds irdnyu vizsgdlatai
azonban nem tAmasztottdk ald ezt a megdlliapitdst./17/.

A reakcid mechanizmus vizsgdlatdval én részletesen

nem foglalkoztam,



w 218 =

5. abra

A kezdeti reakcid sebesség és a szubsztrdt koncentrdcid

kett8s reciprok dbrdzoldasa

350

® (¢}

My

A reakcid koriilmények azonosak a mddszerekben leirtakkal.

/B-R/ guanin ; /o-o/ hipoxantin.
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6., abra

A reakcid sebesség és szubsztrdt koncentrdcid kettds

reciprok dbrdzoldsa, kiilonbszé PRPP koncentrdcidkndl

UV (uM/min)™
1404'
120
100
80
60
40

20

A reakcid koriilmények azonosak a médszerekben leirtakkal.
A guanin koncentrdcid 1.25 - 10.0 uM kozott valtowott.
A PRPP koncentrdcid : /m-m/ 12.5 ulM

/a-a/ 25.0 uM

/o-e/ 50.0 uM
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5 db A x DBA/2 egeret immunizdltunk a mddszerekben
leirtak szerint a tisztitott csirke agy HGPRT enzimmel.
A 7. dbra mutatja a csirke és a kinai hSrcsSg enzim
aktivitdsdnak gdtldsdt az egér immunszérummal. A kont-
roll szérum nem ad aktivitds csokkenést /nincs feltiin-
tetve/, mig az immunszérum teljes gdtldst ad. Mind az
5 egérbdl szdrmazd ellenanyag hasonld aktivitdst mutat.

Ugyancsak a 7. dbra mutatja az ellenanyag specifici-
tdsdt. Az irodalombdl ismert, hogy éppen az emlds enzi-
mek nagyfoku hasonldsdga miatt az ellenanyagok kereszt-
reagdlnak a kiilonbszd fajok enzimeivel /31,49/.

Mint ldthatdé, a csirke enzim ellen termelt ellenanyag
kismértékben keresztreagdl a kinai hdrcsdg enzimmel.
Szembetiind azonban hogy az immunszérum 1000-szeres hi-
gitdsa még 100 %-os aktivitds cstkkenést eredményez a
csirke enzim estében, a kinai horcstg esetében azonban
csak 40 %-os gdtldst kapunk.

A7z antiszérumnak az dbrdrdl leolvashatd igen magas ti-
tere szintén a nagyfoku specifitdsra utal.

Részlegesen tisztitott egér enzimen vizsgdlva nem kap--
tam reakciét az ellenanyaggal, ami azt jelenti hbgy a
csirke és az egér enzimeknek nincs kozds antigéndeter-

mindnsa.
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Kettds immunprecipi tacid csirke és kinai horcsig HGPRT

A°/ogdtlds
100
501
l,ll 1 1 1 | 1 1 >
500 109 5x103  10% 5x104 105 , ..
szérum higitas

0.1 miliegység enzimet reagdliattam a megfelellen higi-
tott ellenanyaggal a mddszerekben leirtak szerint.,
/ o-o0 / csirke enzim

/A& - &/ kinai hdrcstg erzim
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A monoklondlis ellenanyagok legnagyobb él6nye hogy csak
egy antigéndetermindnst ismernek fel, szemben a konven-
ciondlis /poliklondlis/ ellenanyagokkal.

Mint az eléz8 abra mutatta, a csirke HGPRT ellenanyag
keresztreagdl a horcsdg enzimmel, ami kOzOs antigénde-
termindnst tételez fel. Ezért olyan monoklondlis ellen-
anyag eldédllitdsdt tliztem ki célul, amely céak a e¢sirke
enzimre jellemz8 antigéndetermindnst ismeri fel. A mdd-
szerekben leirtakkal mintegy 300 klént vizsgdltam meg,
és koziilik l-et taldltam amely csak a csirke enzimre
volt specifikus. A 8. dbra mutatja a monokldéndlis ellen-
anyag kettd8s immunprecipitdcidjédt a csirke enzimmel,
Ezen ldthatdé hogy az ellenanyag nagy specifitdsu, még
10 000-gzeres higitdsban is 100 %-osan precipitdlja az
enzimet. Keresztreakcidt nem ad a horcsdg enzimmel,
tehdt kizdrdlag a csirke antigéndetermindnsdra speci-
fikus.

Az ellenanyag nem gdtolja az enzimaktivitdst, tehdt az
antigéndetermindns nem a szubsztrdt kotd helyen vagy

az aktiv centrumban van.

Mivel a monoklondlis ellenanyag nagy mennyiségben eld-
41lithatd, lehetévé vdlt egy immunaffinitds oszlop pre-
pardldsa. Ennek segitségével szintén homogenitdsig tisz-
tihatdé az enzim, nagyobb hatdsfokkal és gyorsabban. Az
oszlop nem veszit kapacitdsdbdl frint a GMP-agardz osz-

lop/, igy elvileg korldtlan ideig haszndlhatd.
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8. dbra

Csirke HGPRT enzim kettds immunprecipitdcidja monoklond-

lis ellenanyaggal

‘; °/o @tlds

100} W= ——— =%~

50 %

21 1 1 1 1 1 1 _»
103 5x10%0%  5x1040° , 5x10°10° |
szerum higitas

0.1 miliegység enzimet reagdltattam a megfelelden higitott

ellenanyaggal a médszerekben leirtak szerint.
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A munkacsoportban az elmult években olyan sejthibrideket
hoztak 1lé+tre amelyek HGPRT ™ kinai horcsdg sejt és csirke
vorssvérsejt fuzidjdnak eredményei s HGPRT' fenotipusualk.
A T4C15 kédjelii 20 horcsog kromoszdmét és 1 pontszeri

csirke kromoszdémdt tartalmaz./50/.

AT ennek egy varidnsa, amelybdl "elveszett" a csirke

4°151
kromeszdma /valdsziniileg transzlokdldédott/.

Ezek a hibridek HGPRTT fenotipusuvak, azonban az enzim

igen alacsony szinten expresszdlddik.

Csirke agyban : 0,07 uM/perc/mg fehérje

K. horcsoghen 0.30 uwi/perc/mg fehérje

T4cl5 sejtben  0.017 uM/perc/mg fehérje

T40151 sejtben 0,014 uM/perc/mg fehérje az enzim specifi-
kus aktivitdsa,

Indirekl mdédszerekkel eddig is valdszinilisiteni lehetett
hogy az expresszdlédott HGPRT enzim csirke eredetii,/51/,
azonban az immunoldgiai kimutatds a legszéleskOriibben
elfogadott.

A 4, tdblézat az enzim aktivitds %-os gatldsdt mutatja
kettds immunprecipitdcidéval a csirke, a horcsdg €s a

két hibridsejt esetében.

Mint 14thatd a hibridsejteken mutatott %-os gdtlds

szinte teljesen megegyezik a csirke HGPRT-vel adott

gdtldsnak,



4. - tablazat

Csirke, hOrcsdg és hibridsejtek kettds immunprecipitdcidja

anti-cgirke HGPRT monoklonalis ellenanyzaggal

Szérum Csirke agy Kinai hBrcsdg T4C]5 T.0

higitas enzim enzim 47151
1000 x 100 % 0 % 100 % 100 %
5000 x 100 % -0 % 100 % 100 %

10 000 x 98.2 % .0 % 96.5 % 97.1%
50 000 x 78.5 % 0 % " 75.2 %  76.4%

Minden esetben 0.1 egység/ml volt ez enzim mennyiség

amit az ellenanyaggal reagdltattam.

A hibridsejtektll szdrmazd enzim nem volt tiszta, az S-100
frakcidénak felslt meg. A mérés koriilményei megegyeztek a
moédszerekben leirtakkal.

A feltiintetett értékek az enzim aktivitds gdtldsdnak %-at

Jjelentik.
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OSSR ZEPOGLAT S

A HGPRT enzim a purin nukleotid bioszintézis mentési
utjdnak kulcs enzime. Igen részletesen vizsgdltdk a
kiilonboz6 fajok esetében, de a madarakbdl szdrmazd en-
zimr8l szinte semmi adat nem ismert. |
A munkacsoportban folyd emlds sejtgenetikai munkdk
szintén szilkségessé tették az enzim Vizsgéiatét.

Az eddigi mdédszereket felhaszndlva kidolgoztam egy
moédszert, amellyel az enzim 10.000—szeresen tisztitha-
t8; homogenitdsig csirke agybdl..

Az enzim alegység molekulasulya 25 000 D, az enzim
tetramer, nativ molekulasulya 100 000 D, pH optimuma:
10.0 Km értéke hipoxantinra és guaninra 1.8 uM é€s
5.2 uM , hdrom izoenzime kiilonithetd el amelyek izo-
elektromos pontja: pH: 6.2, 5.9, 5.7 volt.

Ezen adatok alapjdn megdllapithatd hogy a csirke enzim
rendkiviil hasonld, az eml8s enzimekhez, egyetlen elté-
rés a rendkiviil nagy héstabilitds, amely Osszefliggés-
ben lehet a madarak magasabb testh6mérsék1etével.
El841litottam el8szdr konvenciondlis, majd monoklond-
lis ellenanyagot az enzim ellen. A konvenciondlis
ellenanyag kismértékben keresztreagdl a hOrcsdg enzim-
mel, de az egér HGPRT-vel mdr nem ad immunreakcidt.

A monokldéndlis ellenanyag specifikus a csirke enzim-
re, nem reagdl a horcsdg enzimmel, tehdt csak a

csirke enzim antigéndetermindnsdt ismeri fel, igy
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alkalmas annak megbizhatd kimutatdsdra. Segitségével
olyen immunaffinitds oszlopot prepardltam, amely nagyobb
kapacitdsu mint az eddig haszndlt GMP-agardz oszlop é€s
specifitdsa folytdn gyorsabbd és egyszeriibbé teszi az
enzim tisztitdsat.

A monokldénédlis ellenanyag lehetévé teszi az enzim ex-
presszidjdnak vizsgdlatdt sejt hibridekben.

A mir bizonyitottan csirke enzimet tartalmazd T4015 és
T40151—es sejtekbd8l izotdpos jelolés utdn alacsony
szintje ellenére is tisztithatd, és jellemezhetd az en-
zim immunaffinitds kromatografidval. )

Az ellenanyag segitséget nyujthat az enzim nukleinsav

szinten torténd expresszidjdnak tervezett tanulményo-

z884ho0z.
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