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Hisztidin-fehérjefoszfatáz

KIVONAT

A találmány tárgyát képezi hisztidin-foszfatáz bioló­

giai aktivitású, új, emlőseredetű enzim és homológ varián­

sai. A találmány tárgyát képezik továbbá a fehérjéket kódo­

ló DNS-ek, a fehérjéket tartalmazó gyógyászati készítmények 

és a velük szemben termelt ellenanyagok.

A találmány szerinti hisztidin-foszfatáz sejt­

szabályozás és sejtnövekedés patológiás állapotainak diag­

nózisára alkalmazható, valamint az enzim helytelen működé­

sével kapcsolatos patológiás rendellenességekkel kapcsola­

tosan adagolható gyógyászati hatóanyagként.

Aktaszámunk: 95018-903/SG
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Hisztidin-fehérjefoszfatáz

A találmány tárgyát képezi egy emlőseredetű, új en­

zim, a hisztidin-fehérjefoszfatáz és homológ variánsai. A 

találmány tárgyát képezik továbbá a fehérjéket kódoló DNS- 

szekvenciák, a fehérjék előállítására szolgáló eljárás és a 

velük szembeni ellenanyagok. Előnyösen, a találmány tárgyát 

képezi az enzim alkalmazása diagnózisra, betegség kezelésé­

re, agonisták és antagonisták alkalmazása hisztidin 

foszforilációjában szerepet játszó faktorok azonosítására, 

valamint a gyógyászatban feltehetőleg alkalmazható ago­

nisták és antagonisták azonosítására.

Az új foszfatáz előnyösen alkalmazható sejt­

szabályozás és sejtnövekedés patológiás állapotainak diag­

nosztizálására, valamint az enzim helytelen működésével 

kapcsolatos patológiás rendellenességekkel kapcsolatosan 

adagolható gyógyászati hatóanyagként.

A fehérjék foszforilációja alapvető biológiai folya­

mat, amely gyakran kulcsszerepet játszik a szignál- 

transzdukcióban és a fehérjeaktivitás szabályozásában.

Aktaszámunk: 95018-903/SG
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Szerin, treonin és tirozin foszforilációja általáno­

san előfordul az eukarióta szignáltranszdukciós folyamatok­

ban. A biokémiai eljárások irodalmában kiterjedten foglal­

koznak ismeretlen fehérjékben lévő szerin, treonin és 

tirozin foszforilációjának kimutatásával. Például, ha em­

lőseredetű, tenyésztett sejteket növekedési faktorokkal, 

citokinekkel, hatóanyagokkal, peptidekkel vagy más, stimu­

láló molekulákkal, például PDGF-fel, NGF-fel, IL-2-vel, 

stb. kezelünk, a fehérjék szerinen, treoninon és tirozinon 

történő foszforilációja könnyen kimutatható a sejtek radio- 

aktivan jelölt foszfáttal történő inkubációjával, a fehér­

jéknek a növekedési faktorral, stb. történő inkubációja 

után történő izolálásával, a fehérjéknek SDS-poliakrilamid- 

gélelektroforézissel történő elválasztásával, a gél rögzí­

tésével, majd autoradiográfiájával a jelölt foszfátot tar­

talmazó fehérjesávok azonosításával. Egy másik lehetőség­

ként a kezelt és a nem kezelt sejtekből származó fehérjék 

elválaszthatók egy kétdimenziós rendszer alkalmazásával, és 

a fehérjefoltok helyzete összehasonlítható. A kezelés ered­

ményeként a folt látható elmozdulása a modifikációs álla­

potban történt változást jelzi. Egy másik eljárás szerint a 

fehérjéken savas hidrolízist végeznek, amelynek eredménye­

képpen kapott aminosavakat vékonyréteg-kromatográfiával 

vizsgálják a radioaktívan jelölt foszfor jelenlétére. Ezek­

ben a fehérjekémiai eljárásokban azonban olyan körülménye­

ket alkalmaznak, amelyeknél a foszforilált hisztidin, lizin 

vagy arginin nem stabil. Konkrétan, a foszforilált 

hisztidin (foszfohisztidin) alacsony pH-értékeknél körűibe- 
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lül 5-100 perces féléletidővel spontán bomlik, de semleges 

pH-nál a foszforilált hisztidin féléletideje napoktól hete­

kig terjed [Matthews, H. R., Pharmac. Ther. 67, 323-350 

(1995)]. Elektroforézist követően a fehérje-elválasztásra 

alkalmazott poliakrilamid-gélt például általában savas kö­

rülmények között fixálják. Hasonló módon az aminosav hidro­

lízisére alkalmazott, savas körülmények a foszfohisztidin 

bomlásához vezetnek.

A foszforilált hisztidinről kimutatták, hogy kulcs­

fontosságú szerepet játszik baktériumok szignáltransz- 

dukciójában. Ezek az útvonalak a baktérium anyagcseréjét 

sokféle módon szabályozzák. Az ArcA/ArcB-rendszer például 

E. coliban az aerob és anaerob anyagcserét irányítja 

[Luchi, S., Weiner L., J. Biochem. (Tokyo) 120, 1055-63 

(1996) ] . Az OmpR és az OmpF különböző ozmotikus körülmé­

nyekre történő válaszreakciót irányít [Pratt, L. A., Hsing, 

W., Gibson, K. E., Silhavy, T. J., Mol. Microbiol. 20, 911- 

7 (1996)]. A CheA és a CheZ a kemotaxisban játszik szerepet 

[Alon, U., Nature 397, 168-171 (1999)]. Ezeket a fehérjéket 

először genetikai eszközök segítségével azonosították: a 

megfelelő génben történő mutáció a kérdéses fenotípust 

okozza, a képződő fehérjék pedig a megfelelő gének 

klónozása után azonosíthatók.

Hasonló módon, mostanában megfigyelték, hogy az 

eukarióta S. cerevisiae és Arabidopsis thaliana szignál- 

transzdukciós rendszereiben olyan fehérjék játszanak szere­

pet, amelyekben hisztidin foszforilálódik [Loomis és 

mtsai., J. Cell Science 110, 1141-1145 (1997)]. Az Slnl- 
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fehérjének például van egy extracelluláris szenzordoménja, 

egy citoplazmás hisztidin-kináz doménja és egy aszpartát 

relédoménja. Arabidopsís thaliana mustárnövény ETRl-jét 

olyan mutánsokban azonosították, amelyek nem reagáltak eti­

lénre. Az ETRl-gént azután klónozták és a fehérjét tanulmá­

nyozták, amely ahhoz a felismeréshez vezetett, hogy ez a 

fehérje egy hisztidin-kináz. S. cerevisiae és Arabidopsís 

thaliana genetikailag könnyen kezelhető rendszerek, és a 

hisztidin foszforilációjában szerepet játszó fehérjéiket, 

például az Slnl-et és az Etrl-et általában genetikai eszkö­

zökkel azonosították.

A jelenlegi technológiák általában vagy fehérjék vagy 

foszfoaminosavak méret szerinti elválasztását foglalják ma­

gukban .

Az N-foszforiláció emlősökben az energia-anyag­

cserében fontos, és különböző típusú rákbetegségben megvál­

tozik. Az Nm23-fehérje például egy nukleozid-difoszfát- 

kináz, amely a glikolízis és az oxidatív foszforiláció ál­

tal előállított ATP-t használja fel, és a nukleozid- és 

dezoxinukleozid-difoszfátokat trifoszfátokká alakítja. Az 

Nm23 átmenetileg a 118. hisztidinen foszforilálódik "ping­

pong" reakciómechanizmus részeként. Az Nm23 a foszfátcso­

portját az ATP-citrát-liázban és a szukcinil-CoA- 

szintetázban lévő hisztidin aminosavakra is képes átvinni. 

A hisztidin foszforilációja fontos szerepet játszik a sej­

tek energiaanyagcseréjében.
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Emberben sokféle Nm23-fehérje van. Előrehaladott 

metasztatikus rákban ezek az Nm23-fehérjék gyakran alacsony 

szinten expresszálódnak. Ezen eredmények alapján az Nm23 

feltehetőleg antionkogén. Ezen kívül egyes rákbetegségeknél 

mutációk találhatók bizonyos Nm23-fehérjékben. Ezek a mutá­

ciók gyakran az Nm23 foszforilációjának vagy defosz- 

forílációjának sebességére hatnak.

Összefoglalva, ezek az eredmények azt mutatják, hogy 

az N-foszforiláció fontos szerepet játszik az energia­

anyagcserében és a rákban. Az N-foszforilációt vagy az N- 

defoszforilációt befolyásoló fehérjék vagy hatóanyagok fon­

tosak lehetnek rák vagy olyan anyagcsere-rendellenességek 

kezelésében, mint például elhízás, étvágytalanság, rák, HÍV 

vagy más betegségek miatti sorvadás, stb. Mivel N- 

foszforiláció más szervezetekben biológiai jelenségek szé­

les körében fordul elő, lehet, hogy az N-foszforiláció más, 

emlőseredetű betegségekben és rendellenességekben is szere­

pet játszik, mint például immunbetegségek, víruseredetű 

fertőzések, genetikai rendellenességek, szívbetegségek, 
stb.

Sajnos az emlősök sokkal lassabban fejlődnek, mint a 

baktériumok, S. cerevisiae és Arabidopsis thaliana, ezért 

ezen egyszerűbb szervezeteknél használt genetikai megköze­
lítések nehezen alkalmazhatók hisztidin, lizin vagy arginin 

foszforilációjában szerepet játszó fehérjék azonosítására. 

Továbbá, azok a biokémiai technológiák, amelyekkel a 

szerinen, treoninon és tirozinon foszforilált fehérjék azo­

nosíthatók, általában nem alkalmazhatók hisztidinen, li- 
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zinen és argininen foszforilált fehérjék azonosítására. A 

technika állása szerint szükség van tehát N-foszforiláció 

vizsgálatára alkalmazható technológiákra és biokémiai rea­

gensekre .

A hisztidin-foszfatázok és a hisztidin-kinázok ellen­

tétesen ható enzimek. A hisztidin-kináz fehérjékben lévő, 

bizonyos hisztidin aminosavak foszforilálását végzi, míg a 

hisztidin-foszfatázok ezt a foszforilációt alakítják 

vissza. Mindkét enzim valószínűleg fontos szerepet játszik 

a szignáltranszdukcióban, az apoptózisban, a sejtnövekedés 

ellenőrzésében és a sejtdifferenciációban. Ezekről az enzi­

mekről ismeretes, hogy ezeknek a sejtes működéseknek megza­

varásával okoznak betegséget. A találmány szerinti megoldás 

kidolgozásával célunk volt tehát a patofiziológiai zavarok 

okainak vizsgálatára alkalmazható anyagok előállítása és 

adott esetben e zavarok kezelése.

A hormonok és peptidek serkentik a sejteken a sejt­

felszíni receptorokat, és a szignáltranszdukciós útvonalon 

keresztül sejtes hatásokat. váltanak ki. Bizonyos fehérje- 

szubsztrátok szabályozó fehérje-kinázokon és - foszfa- 

tázokon keresztül történő reverzibilis foszforilációja 

alapvető szerepet játszik az intracelluláris szignálátvi­

telben. Receptorhoz kötött, membránhoz kötött és intra­

celluláris fehérje-kinázok és - foszfatázok szabályozzák a 

sejtszaporodás, a sejtdifferenciáció és az immunrendszer 

folyamatait. Ezeknek a szabályozóknak vagy aktivitásuknak a 

helytelen működése lényeges szerepet játszik nagyszámú 

patofiziológiás hatásnál. Ezek szerint a fehérje-kinázok és 
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-foszfatázok és a szignáltranszdukciós útvonal, amelyben 

szerepet játszanak, hatóanyag-felismerési folyamat lehetsé­

ges célpontjai.
Emlősökben a szignáltranszdukció Ser/Thr/Tyr reverzi­

bilis foszforilációját érinti. A hisztidin-foszfátról is­

mert, hogy emlősökben megtalálható [Crovello, C. S., Fürié, 

B. C., Fürié, B., Cell 82, 279-286 (1995)], azonban eddig 

még nem azonosították sem a megfelelő kinázokat, sem a 

foszfatázokat. Nehézséget többek között az okoz, hogy a 

hisztidin-foszfát instabil ahhoz, hogy hidrolizálható le­

gyen, és a hagyományos, foszfortartalmú aminosavak vizsgá­

latára szolgáló módszerekkel nem mutatható ki.

Baktériumokban a His-kinázok és His-foszfatázok műkö­

dését alaposan tanulmányozták. A kemotaxisban és adaptáció­

ban való részvételük ígéretes támadási pontot nyújt bakte­

riális betegségek esetében.

A következőkben összefoglaljuk a találmányt.

A találmány tárgyát képezi hisztidin-fehérje- 

foszfatáz, előnyösen hisztidin-fehérjefoszfatáz-polipep- 

tidek és hisztidin-fehérjefoszfatáz-polinukleotidok és elő­

állításukra szolgáló rekombináns anyagok és eljárások. 

Ilyen polipeptidek és polinukleotidok bizonyos betegségek, 

például, de nem kizárólag rák és anyagcsere-rendellenes­

ségek, kardiovaszkuláris betegségek és központi ideg­

rendszeri betegségek - a leírásban a továbbiakban "talál­

mány szerinti betegségek" kifejezést alkalmazzuk - kezelé­

sére szolgáló eljárásokkal kapcsolatban lehetnek érdekesek.
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Egy további szempont szerint a találmány tárgyát képezik 

agonisták és antagonisták (pl. inhibitorok) azonosítására 

szolgáló eljárások a találmány szerinti anyagok alkalmazá­

sával, és N-foszforiláció kiegyensúlyozatlanságával kapcso­

latos körülmények kezelése az azonosított vegyületekkel. 

Egy további szempont szerint a találmány tárgyát képezik 

diagnosztikus vizsgálatok nem megfelelő hisztidin— 

fehérjefoszfatáz-aktivitással vagy -szinttel kapcsolatos 

betegségek kimutatására.

A találmány tárgyát képezik a megfelelő variánsok és 

mutánsok, amelyek például véletlenszerű vagy ellenőrzött 

szubsztitúcióval, eltérő kivágódással, egy vagy több 

nukleotid vagy aminosav deléciójával vagy addíciójával ál­

líthatók elő a biológiai aktivitás alapvető megmaradása 
mellett.

A találmány tárgyát képezi tehát hisztidin-foszfatáz 

biológiai aktivitású polipeptid, amely erősen specifikus 

foszfohisztidinre, molekulatömege 13000-15000, és amely em­

lőseredetű szövetből tisztítható legalább egy anioncserélő 

kromatográfiás, gélszűréses és affinitáskromatográfiás lé­

péssel. Az emlőseredetű szövet előnyösen szívből, veséből 

májból, hasnyálmirigyből, izomszövetből és heréből szárma­

zik. Az emlős előnyösen ember, nyúl, patkány.

A találmány szerinti polipeptid legalább a következő 

aminosavszekvencia-motívumot (3. azonosítószámú szekvencia) 

tartalmazza: DCECLGGGRISHQSQD
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A találmány egy másik megvalósítási módja szerint a 

polipeptid legalább a következő aminosavszekvencia- 

motívumot (4. azonosítószámú szekvencia) tartalmazza:

DCECLGGGRISHQSQDX1KIHVYGYSMX2YGX3AQH

ahol X1 jelentese K vagy R, X~ jelentése A vagy G és 

X'1 jelentése P vagy R.

A találmány egy további megvalósítási módja szerint a 

polipeptid legalább a következő aminosavszekvencia- 

motívumot (5. azonosítószámú szekvencia) tartalmazza. 

YHADIYDKVSGDMQKQGCDCECLGGGRISHQSQDKKIHVYGYSM.

Mindezen részleges szekvenciák erősen konzervatívak a 

teljes enzim aminosavszekvenciáján belül, és feltehetőleg 

az enzim aktív helyében találhatók, vagy más biológiai vagy 

gyógyászati jelentőséggel bírnak emlősökben.

A találmány egy előnyös megvalósítási módja szerint a 

polipeptidnek hisztidin-foszfatáz biológiai aktivitása van, 

amely erősen specifikus foszfohisztidinre és a molekula­

tömege 13000-15000, és a következő aminosavszekvenciát tar­

talmazza (2. azonosítószámú szekvencia):

(M) AVADLALIPDVDIDSDGVFKYVLIRVHSAPRSGAPAAESKEIVRGYKWAEYHADIYDKVSGD 
MQKQGCDCECLGGGRISHQSQDKKIHVYGYSMAYGPAQHAISTEKIKAKYPDYEVTWANDGY

A találmányi leírásban feltárjuk a szekvenciák homo­

lóg variánsait is. A találmány egy további tárgyát képezi 

tehát hisztidin—foszfataz biológiai aktivitású polipeptid, 

amely erősen specifikus foszfohisztidinre, a molekulatömege 

13000-15000, amelynek aminosavszekvenciája 64-99%-ban, elő­
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nyösen 75-99%-ban homológ az előzőekben ismertetett szek­

venciával. Mint az alábbiakban bemutatjuk, a találmányban 

kitanítást adunk sok más, homológ polipeptidre, amelyek 

mindegyikének hisztidin-fehérjefoszfatáz biológiai aktivi­

tása van.

A találmány egy további tárgyát képezik az előzőekben 

ismertetett és az alábbiakban ismertetendő polipeptideket 

kódoló DNS-szekvenciák. Előnyösen a találmány tárgyát képe­

zi a következő nukleotidszekvenciát (1. azonosítószámú 

szekvencia) tartalmazó DNS:

(ATG) GCGGTGGCGGACCTCGCTCTCATTCCTGATGTGGACATCGACTCCGACGGCGTCTTCAAG 
TATGTGCTGATCCGAGTCCACTCGGCTCCCCGCTCCGGGGCTCCGGCTGCAGAGAGCAAGGAGAT 
CGTGCGCGGCTACAAGTGGGCTGAGTACCATGCGGACATCTACGACAAAGTGTCGGGCGACATGC 
AGAAGCAAGGCTGCGACTGTGAGTGTCTGGGCGGCGGGCGCATCTCCCACCAGAGTCAGGACAAG 
AAGATTCACGTGTACGGCTATTCCATGGCCTATGGTCCTGCCCAGCACGCCATTTCAACTGAGAA 
AATCAAAGCCAAGTACCCCGACTACGAGGTCACCTGGGCTAACGACGGCTAC

A találmány tárgyát képezik továbbá az ellenanyagok, 

előnyösen monoklonális ellenanyagok, amelyek a találmány 

szerinti polipeptidekkel szemben termelődnek.

Végül a találmány tárgyát képezi a gyógyászati ké­

szítmény, amely az előzőekben és az alábbiakban ismertetett 

polipeptideket tartalmazza adott esetben megfelelő kötő­

anyagokkal, hordozókkal vagy más, aktív alkotórészekkel

együtt.
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A következőkben részletesen ismertetjük a találmányt.

(A) Izolálás és tisztítás

A hisztidin-fehérjefoszfatázt nyúlmájból izoláltuk. A 

máj készítményt körülbelül 110 g, apró darabokra vágott 

anyagból kiindulva készítjük. Homogenizációs pufferrel ke­

verjük (220 ml 30 mM trietanolamin/hidroklórsav pH 7,5, 1 

mM etiléndiamintetraecetsav, 300 mM szacharóz, 0,1 mM 

benzamidin, 0,1% 2-merkaptoetanol), majd homogén!zátorban 

jégen történő hűtés közben szétzúzzuk. Az első centrifugá- 

lás után (10 perc, 3800 g, 4°C) a felülúszót újra centrifu­

gáljuk (1 óra, 48000 g, 4°C) . Ezt a felülúszót gézen ke­

resztülszűrjük, és körülbelül 20 ml-es mennyiségekben, 

80°C-on lefagyasztjuk.

Oszlopkromatográfiás elválasztási eljárások

A hisztidin-foszfatázt három tisztítási lépésben izo­

láltuk (1. ábra).

1. Anioncserélő kromatográfia

A nyers májkivonatot még egyszer centrifugáljuk (30 

perc, 48000 g). A felülúszót A-pufferrel ekvilibrált (20 mM 

trietanolamin/hidroklórsav pH 8,0, 1 mM etiléndiamin­

tetraecetsav, 0,1% 2-merkaptoetanol, 0,02% nátrium-nitrit) 

Source Q30 oszlopra (Pharmacia, Freiburg) öntjük. Az elúci- 

ót 200 mM, A-pufferben lévő nátrium-klorid-oldattal végez­

zük 1 ml/min folyási sebességgel.

2. Gélszűrés

Az aktív frakcióhoz (lásd aktivitásmeghatározás) ke- 

vertetés és hűtés közben szilárd ammonium-szulfátot adunk 

(11,2 g 17 ml-hez). A centrifugálással kapott üledéket (20 
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perc, 48000 g, 4°C) A-pufferben szuszpendáljuk és Sephadex 

75 26/60 1,6x60 cm-es oszlopra (Pharmacia, Freiburg) tölt­

jük. A gélszűrés 50 mM A-pufferben lévő nátrium-klorid hoz­

záadásával történik 1 ml/min sebességnél.

3. Affinitáskromatográfia

A gélszűrésből származó aktív frakciót 1:3 arányban 

hígítjuk B-pufferrel (20 mM trietanolamin/hidroklórsav pH 

8,0, 0,1 mM etiléndiamintetraecetsav, 0,1% 2-merkapto- 

etanol, 0,02% nátrium-nitrit) és 10 mM-ra állítjuk magnézi- 

um-kloridban. A mintát Blue Sepharose 6 25x510 mm oszlopra 

(Pharmacia, Freiburg) töltjük. Az elúció 200 mM nátrium- 

kloridot tartalmazó B-puffer alkalmazásával történik 1 

ml/min folyási sebességgel.

(B) Specifikus aktivitás meghatározása

Az oldható hisztidin-foszfatáz aktivitását 

szubsztrátként JZP-tal jelölt, hisztidinen foszforilált fe­

hérje (CheA) defoszforilációjával határozzuk meg. A CheA 

rekombináns, bakteriális hisztidin-autokináz [Bilwes, A. 

M., Alex L. A., Crane B. R., Simon Μ. I., Cell 96, 131-141 

(1999)], a C-terminális kinázdomén foszforilálja az N- 

terminális His48-at. A reakcióban szabad foszfát képződik, 

amelyet vékonyréteg-kromatográfiával azonosítunk (poli- 

etilénimin-cellulóz lemezek, 0,5 M lítium-klorid mozgó fá­

zisként). A kimutatás egyrészt ammónium-molibdenáttal, más­

részt autoradiográfiával történik (2. ábra). Más fehérjékre 

foszfátátvitel nem történt, sem pedig a szubsztrát nem ha­

sadt peptidfragmensekre. A termék foszfát, azaz egy foszfo- 

hisztidin fehérjefoszfatáz vett részt a reakcióban.
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A tisztított fehérje a 32P-foszforilált CheA 

hisztidinjének idő-, hőmérséklet-, pH- és fehérjefüggő 

defoszforilálását mutatja (3. ábra).

Stabilitás

A tisztított fehérje a nyers homogenátumban és a 

részlegesen tisztított frakciókban stabilnak mutatkozott 

tárolás közben.

Enzimvizsgálat

Szubsztrát készítése: (3~P-jelölt CheA)

A rekombináns CheA-t (5 μΐ) 0,5 μΐ, dimetil- 

szulfoxidban oldott 100 mM fenilmetilszulfonil-fluoriddal 

és 5 μΐ 500 mM HEPES-sel pH 8,0 és 1 mM magnézium-kloriddal 

összekeverjük. A jelölt, ^P-g-adenozin-trifoszfát (108 

pCurie), 5 μΐ 10 μΜ adenozin-trifoszfát és 50 μΐ víz hozzá­

adását követően 37°C-on 3 órán keresztül inkubáljuk.

Aktivitásmeghatározás

A szubsztrátot (10 μΐ 32P-CheA) 10 μΐ vizsgálati puf- 

ferrel (100 mM trietanolamin/hidroklórsav pH 8,0, 0,1% 2- 

merkaptoetanol, 0,02% nátrium-nitrit) és az enzimoldattal 

keverjük. A reakciót 37°C-on 30 percen keresztül végezzük. 

Ezután 2 μΐ 500 mM etilén-diamin-tetraecetsavat és 126 μΐ 

1:1 arányú metanol/aceton keveréket adunk hozzá. Centrifu- 

gálást követően (5 perc, 15800 g) a felülúszót eltávolít­

juk, és szcintillációs számlálóban mérjük.
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Az ismertetett foszfatáz más fehérjefoszfatázoktól a 

következőképpen különíthető el:

1) a foszfohisztidin felé történő specifitása alapján 

(1. táblázat), a hisztidin-foszfatáz nem hidrolizálja pél­

dául a p-nitrofenil-foszfátot,

2) az aktivitás nem gátolható okadasavval vagy 

vanadáttal (2. táblázat),

3) a molekulatömeg számottevően kisebb.

1. táblázat

Az új hisztidin-fehérjefoszfatázzal történő hidrolízis

Azocoll —
[γ-32Ρ] atp —

p-nitrofenil-főszfát -
[γ-3"Ρ] Ser/Thr-kazein —

Tyr-xxx —
[γ-32Ρ] His-nukleozid-difoszfát-kináz —

[γ-32Ρ] His-cheA +
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2. táblázat

A hisztidin foszfatáz aktivitást befolyásoló reagensek

Reagens Koncentráció Aktivitás(%)
Foszfát 10 mM 0
Okadasav 10 μΜ 108

Mikrocisztin 5 nM 110
Tautomicin 0,5 nM 90

Gátló fehérje 1 nM 120
Molibdenát 10 μΜ 71
Vanadát 10 μΜ 62
Fluorid 5 mM 105
EDTA 5 mM 108
EGTA 5 mM 91
Mg2+ 1 mM 142
Mg2+ 10 mM 226
Ca2+ 1 mM 165
Ca2+ ________10 mM_______________  24 0 J

100% = xxx nmol/min x mg

(C) Hisztidin-fehérjefoszfatáz jellemzése

A tisztított fehérje SDS-gélelektroforézis-vizsgálat 

szerint egy meghatározott, 14000 látszólagos molekulatömegű 

sávot tartalmazott (4. ábra) . A tömegvizsgálat egy 13768 

molekulatömegű fehérjét azonosított (5. ábra). A hisztidin- 

fehérjefoszfatázt N-terminálisan egy acetilcsoporttal blok­

koljuk. Szekvenciainformáció Edman—degradációval nem elér­

hető, és a fehérje jellemzéséhez proteolitikus hasítás 

szükséges.
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(D) Fehérje analitikai meghatározása

Az aktív frakción (4. ábra) enzimes hasítást végez­

tünk az aminosavszekvencia meghatározása érdekében, és a 

képződő peptidfragmenseket Edman-degradációval és tömeg­

spektrográf iával szekvenáltuk a hagyományos technológiákkal 

[lásd, Kellner, R., Lottspeich F., Meyer Η. E. 

Microcharacterization of Proteins, Wiley-VCH (1999)]

Enzimes fragmentálás

A gélsávot szikével kivágtuk és Eppendorf-csőbe vit­

tük át. Az enzimes fragmentálást proteázként tripszin hoz­

záadásával végeztük (1 μg tripszin, 100 μΐ 0,5 M ammónium- 

bikarbonát, 37°C, 12 óra) . A képződő peptidfragmenseket ki­

vontuk (50% trifluorecetsav, 50% acetonitril). A kivonatot 

vákuum koncentrátorban koncentráltuk.

A peptidfragmensek kromatográfiás elválasztása

A peptidfragmenseket A-eluensben oldottuk (0,1% 

trifluorecetsav vízben) és fordított fázisú kromatográfiás 

elválasztáshoz alkalmaztuk (B-eluens: 20% 0,1% trifluor- 

ecetsav vízben, 80% acetonitril). Az UV-meghatározáson (214 

nm) alapuló frakcionálást követően az elválasztott 

peptidfragmenseket Edman-szekvenálással és tömegspektrográ- 

fiával határoztuk meg.

Edman-szekvenálás és tömegspektrográfiás meghatározás

A kromatográfiás elválasztás után a folyékony frakci­

ók 90%-át alkalmaztuk Edman-szekvenáláshoz (hagyományos kö­

rülmények, a készülék: 494 modell, PE-Applied Biosystems, 

Weiterstadt). A frakció fennmaradó részét tömegvizsgálatra 
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alkalmaztuk (MALDI-MS), (készülék: Voyager STR, Perseptive 

Biosystems, Wiesbaden).

Azonosított peptidszekvenciák

A következő peptidszekvenciákat azonosítottuk (nyúl) : 

AAAGLAQIPD VDIDSDGVFK

YVLIR

VHAAPRSEAPGGESK

DIVR

WAEYHADIYDK

VSGELQK

ISHQSQDR

KIHVYGYSMGYGR

YPDYEVTWADDGY

Ezek a peptidek a következő, nyúlból származó enzim— 

peptidet adják (6. azonosítószámú szekvencia):

aaaglaqipdvdidsdgvfkyvlirvhaappseapggeskdivrgykwaeyhadiydkvsgelqk  
KGHDCíl CLGGGRISHQSQDRKIHVYGYSMGYGRAQHSVSTEKIRAKYPDYEVTWADDGY

(E) Nukleotidszekvenálás

Nyúleredetű DNS-könyvtárat vizsgáltunk hisztidin- 

fehérjefoszfatáz nukleotidszekvenciára a megszerzett 

aminosavszekvenciából kiválasztott láncindítókkal. Klóno­

zással és szekvenálással azonosítottuk a 7a ábrában közzé­

tett nukleotidszekvenciát.
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A hisztidín-fehérjefoszfatáz fehérjeszekvenciájába 

fordítható 327 bázis a 11. helyzettől a 119.-ig tart (7b 

ábra).

Adatbázis-vizsgálat

Az adatbázis-keresést BLAST-algoritmussal végeztük. 

Homológ fehérjék azonosíthatók a fehérje-adatbázisokban lé­

vő C. elegánsból, Drosophila melanogasterből, Drosophila 

pseudoobscurából.

A nukleotid-adatbázisokban EST-eket (expresszált 

szekvenciacímkéket) azonosítottunk emberben, patkányban és 

egérben. A humáneredetű homológot eddig még nem publikál­

ták. Ezen EST-alkotók alapján a humáneredetű hisztidín- 

fehérjefoszfatáz fehérjeszekvenciája a következő (2. azono­

sítószámú szekvencia a metionin nélkül):

AVADLALIPDVDIDSDGVFKYVLIRVHSAPRSGAPAAESKEIVRGYKWAEYHADIYDKVSGDMQK 
QGCDCECLGGGRISHQSQDKKIHVYGYSMAYGPAQHAISTEKIKAKYPDYEVTWANDGY

A patkányeredetű homológot még nem publikálták. Ezen 

EST-alkotók alapján a patkányeredetű hisztidín- 

fehérjefoszfatáz fehérjeszekvenciája a következő (7. azono­

sítószámú szekvencia):

NGLNTTRGKGSSPLGKDHQELELLTPYPAVKFSVGPTRATRAYPEATLPTSADIYDKVSGELQKN
GYDCECLGGGRISHQSQDRKIHVYGYSMGYGRAQHSVSTEKIKAKYPDYEVTWADDGY
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Az egéreredetű homológot még nem publikálták. Ezen 

EST-alkotok alapján az egéreredetű hisztidin-fehérje- 

foszfatáz fehérjeszekvenciája a következő (8. azonosítószá­

mú szekvencia):

maadlgqipdvdidsdgvfkyvlirvhlaepsgdpakeckeivrgykwaeyhadiydkvsgelqr
NGYDCECLGGGRISHQSQDRKIHVYGYSMGYGRAQHSVSTEKIKAKYPDYEVTWADDGY

3. táblázat
Különböző fajokból származó hisztidin-foszfatáz fehérjék 

szekvenciahomológiája százalékos azonosságban kifejezve

1 2 3 4 5 6 7
______ 1 humán 100 84, 0 65, 3 64,3 68,2 38, 0 40, 3
______ 2 nyúl 100 72, 4 71,4 71, 0 36, 0 42, 0

3 egér 100 67,3 52, 7 32,7 33, 3
4 patkány 100 51, 6 30, 8 29, 5
5 zebrahal 100 33, 7 42, 1

6 C. elegans 100 39, 7
Ί Drosophila 100

(E) Fehérjelokalizáció és szöveti eloszlás

A humáneredetű hisztidin-fehérjefoszfatáz gént a 9. 

kromoszómára lokalizáltuk (9q33-Tel, marker sts-N90764,

szünet D9S159-qTEL) .



A cDNS-ek expressziójára alkalmazott források:

Agy, mell, központi idegrendszer, vastagbél, fityma, 

csírasejt, szív, vese, máj, tüdő, izom, hasnyálmirigy, mel­

lékpajzsmirigy, egyesített biológiai minták, prosztata, 

lép, here, pajzsmirigy, mandula, méh, teljes embríó.

A hisztidin-fehérjefoszfatáz mRNS-e eloszlásának 

vizsgálatával fokozott szintet tapasztaltunk normál szöve­

tekben, mint például szív, vese, máj, hasnyálmirigy, váz- 

izom és here (9a, b ábra).

(F) Hisztidin-foszfatáz ellenanyagok

Hisztidin-foszfatáz ellenanyagokat termeltettünk a 

fehérje három különböző szakaszával, nevezetesen a molekula 

N-terminális, középső és C-terminális részével szemben. Er­

re a célra három peptidszekvenciát választottunk:

1. peptid - QIPDVDIDSD GVFKYV (16aa, 9. azonosítószá­
mú szekvencia)

2. peptid - CLGGGRISHQ SQDK (14aa, 10. azonosítószámú 
szekvencia)

3. peptid - CTEKIKAKYP DYEV (14aa, 11. azonosítószámú 

szekvencia)

A peptideket hagyományos FMOC-kémiával szintetizál­

tuk. Az immunizáláshoz mindegyik pepiidet két nyúlba injek­

cióztuk (4 injektálás) és négy vérmintát vettünk. Az utolsó 

véreztetés körülbelül 3 hónap múlva történt. Az előállított 

ellenanyagok hisztidin-foszfatáz kimutatására és lokalizá­

lására alkalmazhatók.



21

A molekulán belül a különböző szakaszok egyedileg 

vizsgálhatók. Különösen a hisztidin-foszfatáz erősen kon­

zervatív, központi részéről, amely a következő aminosav- 

szekvenciát tartalmazza: DCECLGGGRISHQSQD (3. azonosító­

számú szekvencia), feltételezhető, hogy a fehérjék in vivo 

működéséért felelős aktív helyet tartalmazza. Az ezzel a 

szakasszal szembeni ellenanyag gátló vagy semlegesítő al­

kalmazásra megfelelő.

A hisztidin-fehérjefoszfatáz jellemzői a következők­

ben foglalhatók össze:

1. A humáneredetű hisztidin-fehérjefoszfatáz amino- 

savszekvenciája körülbelül 124 aminosavból áll.

2. A hisztidin-fehérjefoszfatáz aminosavszekvenciája 

a C-terminális részén erősen homológ, de csak gyengén homo­

lóg az N-terminális részen.

3. A molekulatömeg 13800 +/- 100 (5. ábra).

4. A hisztidin-fehérjefoszfatáz N-terminális vége 

acetilálással blokkolt.

Gyógyászati készítmények

A natív, valamint a rekombináns fehérjék gyógyszer­

ként alkalmazhatók, amelyek közvetlenül vagy gyógyászati 

készítményekben adhatók a betegeknek. A találmány egy to­

vábbi szempontját képezik tehát a gyógyszerként alkalmaz­

ható, rekombináns vagy natív fehérjék, amint ezt az előző­

ekben és a következőkben ismertettük, és a fehérjét és gyó- 

gyászatilag elfogadható hígítószert, hordozót vagy kötő­

anyagot tartalmazó gyógyászati készítmény.
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A találmány szerinti gyógyászati készítmények továb­

bi, nagyon különböző, aktív, gyógyászati vegyületeket is 

tartalmazhatnak.

A leírás szerinti értelemben a "gyógyászatilag elfo­

gadható hordozó" kifejezésen olyan inert, nem toxikus, szi­

lárd vagy folyékony töltőanyagot, hígítószert vagy kapszu­

lázó anyagot értünk, amely nem reagál kedvezőtlenül az ak­

tív vegyülettel vagy a betegre nem ártalmas. Alkalmas, elő­

nyös, folyékony hordozók a technika állása szerint jól is­

mertek, például a steril víz, a sóoldat, a vizes dextróz, a 

cukoroldatok, az etanol, a glikolok és olajok, beleértve a 

petróleum, az állati, a növényi vagy a szintetikus eredetű­

eket, például mogyoróolaj, szójaolaj és ásványi olaj.

A találmány szerinti kiszerelések egységnyi dózisban 

adagolhatok, amelyek hagyományos, nem toxikus, gyógyászati­

lag elfogadható hordozókat, hígítókat, adjuvánsokat és jel­

lemzően parenterális adagoláshoz való hordozókat tartalmaz­

nak .

A leírás szerinti értelemben a "parenterális" kifeje­

zésen szubkután, intravénás, intraartikuláris és intratra- 

cheális injekciót vagy infúziós technológiákat értünk. 

Egyéb adagolási módok, például orális adagolás vagy helyi 

alkalmazás szintén megfelelő. Parenterális készítmények és 

összetételek legelőnyösebben intravénásán adagolhatok akár 

kapszula formában, akár állandó fúzióként az ismert módsze­

rek szerint. Orális adagolásra szolgáló tabletták és kap­

szulák hagyományos kötőanyagokat tartalmaznak, például kö­

tőanyagokat, töltőanyagokat, hígitószereket, tablettázó 
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anyagokat, sikositó anyagokat, dezintegráló anyagokat és 

nedvesítő anyagokat. A tabletták a technika állása szerinti 

eljárásokkal boríthatok. Orális adagolást!, folyékony ké­

szítmények vizes vagy olajos szuszpenziók, oldatok, emulzi­

ók, szirupok vagy elixírek formájában készülhetnek, vagy 

szárított termék formájában lehetnek, amely vízzel vagy 

más, megfelelő hordozóval alkalmazás előtt feloldható. 

Ilyen folyékony készítmények hagyományos adalékanyagokat is 

tartalmazhatnak, például szuszpendáló anyagokat, emulzió­

képző anyagokat, nem vizes hordozókat és tartósítószereket. 

Helyi alkalmazáshoz vizes vagy olajos szuszpenziók, olda­

tok, emulziók, zselék vagy előnyösen emulziós kenőcsök for­

májában alkalmazhatók. A találmány szerinti egységnyi dózi­

sok a találmány szerinti fehérje napi szükséges adagját 

tartalmazhatják, vagy ennek alegységeit többszöri adagban, 

amely együttesen a kívánt adagot adja. A gyógyászatilag el­

fogadható adag és az adagolási ráta optimuma egy adott be­

tegnél (emlősök, például ember) sok tényezőtől függ, példa 

ul az alkalmazott, konkrét, aktív anyagtól, a kortól, a 

testtömegtől, az általános egészségi állapottól, a nemtől, 

a táplálkozástól, az adagolás idejétől és módjától, a kivá­

lasztás („clearance") sebességétől, az enzimaktivitástól 

(egység/mg fehérje), a kezelés tárgyától, azaz terápia vagy 

megelőzés, és a kezelendő betegség természetétől.

A találmány szerinti fehérje gyógyászatilag hatékony 

napi dózisa a készítményekben és összetételekben a kezelen­

dő betegben (ín vivo} körülbelül 0,01 és 100 mg/kg testtö­

meg (100 kU/mg specifikus aktivitás alapján), előnyösen 0,1 
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és 10 mg/kg testtömeg között van. Az adagolási forma sze­

rint egyetlen adag például 0,5 és 10 mg hisztidin- 

fehérjefoszfatázt tartalmazhat.

A következőkben röviden ismertetjük az ábrák leírá­

sát .

1. ábra: Hisztidin-foszfatáz izolálására alkalmazott 

tisztítási módszer vázlata.

2. ábra: Szervetlen foszfát azonosítása hisztidin- 

foszf atáz hasításának reakciótermékeként. A lemezeken vé- 

konyréteg-kromatográfiát mutatunk be (PEI-cellulóz, 0,8 M 

LiCl), bal kép: ammónium-molibdenát kezelés, jobb kép: 
autoradiográfiás kezelés, 1: [ J2P] his-cheA, 2: reakcióter­

mék, 3: ATP, 1-3: foszfát (NaH2PO4) .

3. ábra: A cheA-szubsztrát idő- és fehérjefüggő 

defoszforilációja, bal kép: bomlás 0, 20 és 40 perc múlva, 

jobb kép: különböző mennyiségű szubsztrátból (x-tengely: ng 

fehérje) radioaktívan jelölt foszfát felszabadulása (bal y- 

tengely: %, jobb y-tengely: radioaktivitás).

4. ábra: Frakciók vizsgálata aktív hisztidin- 

foszfatázzal (SDS-PAGE), AF: aktív frakció; 1,2: BSA (1 pg, 

0,5 gg); 3: AF; 4,5: molekulamarkerek.

5. ábra: Hisztidin-foszfatáz tömegspektrometriás 

vizsgálata. Y-tengely: beütésszám, x-tengely: tömeg (m/z).

6. ábra: Hisztidin-foszfatáz fordított fázisú kroma­

tográfiás elválasztása enzimes fragmentálás után, A-eluens:

0,1% trifluorecetsav vízben és B-eluens: 20% 0,1% 
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trifluorecetsav vízben, 80% acetonitril, W meghatározás 
214 nm.

7a ábra: (részleges) Nyúleredetű hisztidin-fehérje- 

foszfatáz nukleotidszekvenciája.

7b ábra: Nyúleredetű hisztidin-fehérjefoszfatáz 

transzlatált teljes aminosavszekvenciája.

8a ábra: Hisztidin-fehérjefoszfatáz eloszlása tumoros 
sej tvonalban.

8b ábra: Hisztidin-fehérjefoszfatáz szöveti eloszlása 

tumors zövetben.

8c ábra: Hisztidin-fehérjefoszfatáz szöveti eloszlása
normál szövetben.
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SZEKVENCIALISTA

(210) 1

(211) 375

(212) DNS

(213) Homo sapiens

(220)

(221) cds

(222) (1) ... (375)

(223) Humán hisztidin-proteinfoszfatáz

(400) 1

atg gcg gtg gcg gac etc get etc att cet gat gtg gac ate gac tcc 48

Met Ala Vai Ala Asp Leu Ala Leu lie Pro Asp Vai Asp He Asp Ser

15 10 15

gac ggc gtc ttc aag tat gtg ctg ate ega get cac tog get ccc ege 96

Asp Gly Vai Phe Lys Tyr Vai Leu He Arg Vai His Ser Ala Pro Arg

20 25 30

tcc ggg get ccg got gca gag age aag gag ate gtg ege ggc tac aag 144

Ser Gly Ala Pro Ala Ala Glu Ser Lys Glu He Vai Arg Gly Tyr Lys

35 40 45

tgg get gag tac cat gcg gac ate tac gac aaa gtg teg ggc gac atg 192

Trp Ala Glu Tyr His Ala Asp He Tyr Asp Lys Vai Ser Gly Asp Met

50 55 60

cag aag caa ggc tgc gac tgt gag tgt ctg ggc ggc ggg ege ate tec 240

Lys Lys Gly His Asp Cys Glu Cys Leu Gly Gly Gly Arg lie Ser His

65 70 75 80
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cac cag agt cag gac aag aag att cac gtg tac ggc tat tcc atg gcc 288

His Gin Ser Gin Asp Lys Lys lie His Vai Tyr Gly Tyr Ser Met Ala

85 90 95

tat ggt cct gcc cag cac gcc att tea act gag aaa ate aaa gcc aag 336

Tyr Gly Pro Ala Gin His Ala lie Ser Thr Glu Lys lie Lys Ala Lys

100 105 110

tac ccc gac tac gag gtc acc tgg get aac gac ggc tac 375

Tyr Pro Asp Tyr Glu Vai Thr Trp Ala Asn Asp Gly Tyr 

115

(210) 2

(211) 125

(212) PRT

(213) Homo sapiens

(400) 2

Met Ala Vai Ala Asp Leu Ala Leu lie Pro Asp Vai Asp lie Asp Ser

15 10 15

Asp Gly Vai Phe Lys Tyr Vai Leu lie Arg Vai His Ser Ala Pro Arg

20 25 30

Ser Gly Ala Pro Ala Ala Glu Ser Lys Glu lie Vai Arg Gly Tyr Lys

35 40 45

Trp Ala Glu Tyr His Ala Asp lie Tyr Asp Lys Vai Ser Gly Asp Met

50 55 60

Gin Lys Gin Gly Cys Asp Cys Glu Cys Leu Gly Gly Gly Arg lie Ser

65 70 75 80

His Gin Ser Gin Asp Lys Lys lie His Vai Tyr Gly Tyr Ser Met Ala

85 90 95
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Tyr Gly Pro Alá Gin

100

Tyr Pro Asp Tyr Glu

His

Val

Alá

Thr

He Ser

105

Trp Alá

120

Thr Glu Lys He

Tyr

125

Lys

110

Alá Lys

Asn Asp Gly

115

(210) 3

(211) 16

(212) PRT

(213) emlős

(220)

(221) peptid

(222) (i) ... (16)

(223) konzervált emlősszekvencia

(400) 3

Asp Cys Glu Cys Leu Gly Gly Gly Arg He Ser His Gin Ser Gin Asp

1 5 10 15

(210) 4

(211) 33

(212) PRT

(213) emlős

(220)

(221) peptid

(222) (1) ... (33)

(223) 2-es konzervált emlősszekvencia (220)

(221) hely
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(222) (17)

(223) X = K vagy R

(220)

(221) hely

(222) (27)

(223) X = A vagy G

(220)

(221) hely

(222) (30)

(223) X = P vagy R

His

(400) 4

Asp Cys Glu Cys Leu Gly Gly Gly Arg He Ser His Gin Ser Gin Asp

1 5 10 15

Xaa Lys He His Val Tyr Gly Tyr Ser Met Xaa Tyr Gly Xaa Alá Gin

20 25 30

(210)

(211)

(212)

(213)

5

44

PRT

emlős

(220)

(221) peptid
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(222) (1) ... (44)

(223) 3-as konzervált emlősszekvencia

(400) 5

Tyr His Alá Asp He Tyr Asp Lys Val Ser Gly Asp Met Gin Lys Gin

15 10 15

Gly Cys Asp Cys Glu Cys Leu Gly Gly Gly Arg He Ser His Gin Ser

20 25 30

Gin Asp Lys Lys He His Val Tyr Gly Tyr Ser Met

35 40

(210) 6

(211) 124

(212) PRT

(213) nyúl

(220)

(221) peptid

(222) (1) ... (124)

(223) nyúl hisztidin-fehérjeproteáz

(400) 6

Alá Alá Alá Gly Leu Alá Gin He Pro Asp Val Asp He Asp Ser Asp

1 5 10 15

Gly Val Phe Lys Tyr Val Leu He Arg Val His Alá Alá Pro Pro Ser
20 25 30

Glu Alá Pro Gly Gly Glu Ser Lys Asp He Val Arg Gly Tyr Lys Trp
35 40 45

Alá Glu Tyr His Alá Asp He Tyr Asp Lys Val Ser Gly Glu Leu Gin

50 55 60
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Lys Lys Gly His Asp Cys Glu Cys

65 70

Gin Ser Gin Asp Arg Lys lie His

85

Gly Arg Ala Gin His Sre Vai Ser

100

Pro Asp Tyr Glu Vai Thr Trp Ala

Leu Gly Gly Gly Arg lie Ser His

75 80

Vai Tyr Gly Tyr Ser Met Gly Tyr

90 95

Thr Glu Lys lie Arg Ala Lys Tyr

105 110

Asp Asp Gly Tyr

115 120

(210) 7

(211) 123

(212) PRT

(213) patkány

(220)

(221) peptid

(222) (1) ... (123)

(223) patkány hisztidin-fehérjeproteáz

(400) 7

Asn Gly Leu Asn Thr Thr Arg Gly Lys Gly Ser Ser Pro Leu Gly Lys

15 10 15

Asp His Gin Glu Leu Glu Leu Leu Thr Pro Tyr Pro Ala Vai Lys Phe

20 25 30

Ser Vai Gly Pro Thr Arg Ala Thr Arg Ala Tyr Pro Glu Ala Thr Leu

35 40 45

Pro Thr Ser Ala Asp lie Tyr Asp Lys Vai Ser Gly Glu Leu Gin Lys

50 55 60
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Asn Gly Tyr Asp Cys glu Cys Leu Gly Gly Gly Arg He Ser His Gin

65 70 75 80

Ser Gin Asp Arg Lys He His Vai Tyr Gly Tyr Ser Met Gly Tyr Gly

85 90 95

Arg Ala Gin His Ser Vai Ser Thr Glu Lys He Lys Ala Lys Tyr Pro

100 105 HO

Asp Tyr Glu Vai Thr Trp Ala Asp Asp Gly Tyr

115 120

(210) 8

(211) 124

(212) PRT

(213) egér

(220)

(221) peptid

(222) (1) ... (124)

(223) egér hisztidin-fehérjeproteáz

(400) 9

Met Ala Ala Asp Leu Gly Gin He Pro Asp Vai Asp He Asp Ser Asp

15 10 15

Gly Vai Phe Lys Tyr Vai Leu He Arg Vai His Leu Ala Glu Pro Ser

20 25 30

Gly Asp Pro Ala Lys Glu Cys Lys Glu lie Vai Arg Gly Tyr Lys Trp

35 40 45

Ala Glu Tyr His Ala Asp Lie Tyr Asp Lys Vai Ser Gly Glu Leu Gin
50 55 60
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Arg Asn Gly Tyr Asp Cys Glu Cys Leu Gly Gly Gly Arg He Ser His

65 70 75 80

Gin Ser Gin Asp Arg Lys lie His Val Tyr Gly Tyr Ser Met Gly Tyr

85 90 95

Gly Arg Ala Gin His Sr Val Ser Thr Glu Lys lie Lys Ala Lys Tyr

100 105 110

Pro Asp Tyr Glu Val Thr Trp Ala Asp Asp Gly Tyr

115 120

(210) 9

(211) 16

(212) PRT

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leírása: közvetlenül a 

hisztidin-fehérjeproteáz elleni antitest generá­

lására szolgáló peptid

(400) 9

Gin lie Pro Asp Val Asp He Asp Ser Asp Gly Val Phe Lys Tyr Val

1 5 10 15

(210) 10

(211) 14

(212) PRT

(213) mesterséges szekvencia
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SZABADALMI IGÉNYPONTOK

1. Hisztidin-foszfatáz biológiai aktivitású poli­

peptid, amely erősen specifikus foszfohisztidinre és a mo­

lekulatömege 13000-15000, és emlőseredetű szövetből nyerhe­

tő legalább egy anioncserélő kromatográfiával, egy 

gélszűréssel és egy affinitáskromatográfiás lépéssel.

2. Az 1. igénypont szerinti polipeptid, amely lega­

lább a DCECLGGGRISHQSQD aminosavszekvencia-motivumot tar­
talmazza .

3. Az 1. igénypont szerinti polipeptid, amely lega­
lább a DCECLGGGRISHQSQDX1KIHVYGYSMX-YGX2AQH aminosavszekven- 

cia-motivumot tartalmazza, ahol X1 jelentése K vagy R, X2 

jelentése A vagy G és XJ jelentése P vagy R.

4. Az 1. igénypont szerinti polipeptid, amely lega­

lább a YHADIYDKVSGDMQKQGCDCECLGGGRISHQSQDKKIHVYGYSM amino- 

savszekvencia-motivumot tartalmazza.

5. Hisztidin-foszfatáz biológiai aktivitású poli­

peptid, amely nagymértékben specifikus foszfohisztidinre és 

a molekulatömege 13000-15000, és a következő aminosav- 

szekvenciát tartalmazza:

(M) AVADLALIPDVDIDSDGVFKYVLIRVHSAPRSGAPAAESKEIVRGYKWAEYH 
• ADIYDKVSGDMQKQGCDCECLGGGRISHQSQDKK1HVYGYSMAYGPAQHAISTEK 
jIKAKYPDYEVTWANDGY.
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6. Hisztidin-foszfatáz biológiai aktivitású poli- 

peptid, amely erősen specifikus foszfohisztidinre és a mo­

lekulatömege 13000-15000, és amelynek aminosavszekvenciája 

64-99%-ban homológ a 3. igénypont szerinti szekvenciával.

7. A 6. igénypont szerinti polipeptid, amely a követ­

kező aminosavszekvenciát tartalmazza:

AAAGLAQIPDVDIDSDGVFKYVLIRVHAAPPSEAPGGESKDIVRGYKWAEYHADI 
YDKVSGELQKKGHDCECLGGGRISHQSQDRKIHVYGYSMGYGRAQHSVSTEKIRA 
KYPDYEVTWADDGY.

8. Az 1-7. igénypontok bármelyike szerinti poli- 

peptidet kódoló DNS.

9. A 8. igénypont szerinti DNS, amely a következő 

nukleotidszekvenciát tartalmazza:

(ATG) gcggtggcggacctcgctctcattcctgatgtggacatcgactccgacgg 
^GTCTTCAAGTATGTGCTGATCCGAGTCCACTCGGCTCCCCGCTCCGGGGCTCCG 

gctgcagagagcaaggaga.tcgtgcgcggctacaagtgggctgagtaccatgcgg 
acatctacgacaaagtgtcgggcgacatgcagaagcaaggctgcgactgtgagtg 
tctgggcggcgggcgcatctcccaccagagtcaggacaagaagattcacgtgtac 
GGCTATTCCATGGCCTATGGTCCTGCCCAGCACGCCATTTCAACTGAGAAA ATCA 
AAGCCAAGTACCCCGACTACGAGGTCACCTGGGCTAACGACGGCTAC

10. Az 1-7. igénypontok bármelyike szerinti poli- 

peptidet tartalmazó gyógyászati készítmény, megfelelő eset­

ben alkalmas kötőanyagokkal, hordozókkal és más, aktív al­

kotórészekkel együtt.
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11. Az 1-7. igénypontok bármelyike szerintipoli-
pepiiddel szemben termelt ellenanyag.

A meghatalmazott:

DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft

^S.____
Svingor Ádám

szabadalmi ügyvivőjelölt
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1. ábra

oldható kivonat

Source Q 30

0.2 M NaCI

(NH4)2SO4 ppt

95%

Superdex 75

14-18 kD

Blue Sepharose
I 10 mM Mg2"

V 0.2M NaCl" 
hisztidin foszfatáz
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1 2 3

ammónium-molibdenát autoradiográfia

vékonyréteg-kromatográfia

1 2 3

1: [32P]his-cheA

2: reakciótermék 
(felülúszó))

3: ATP

1-3: foszfát 
(NaH2PO4)

PEl-cellulóz
0.8 MUCI

2. ábra
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Felszabadíts (10
3 cpm

)

3. ábra
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4. ábra
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5. ábra



6.
 áb

ra
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7a ábra

GTGGACATCGACTCCGACGGCGTCTTCAAGTACGTGCTGATTCGAGTC 
CACGCGGCGCCGCCCTCCGAAGCCCCGGGCGGCGAGAGCAAGGACATC 
GTGCGTGGCTACAAGTGGGCCGAGTACCACGCCGACATCTACGACAAG 
GTGTCGGGCGAGCTGCAGAAGAAGGGCCATGACTGCGAGTGCCTGGGC 
GGCGGGCGCATCTCCCACCAGAGCCAGGACCGGAAGATCCACGTGTAC 
GGCTACTCCATGGGCTACGGCCGGGCCCAGCACTCCGTCTCCACCGAG 
AAGATCAGAGCCAAGTACCCCGACTACGAGGTCACCTGG

7b ábra

aaaglaqipdvdidsdgvfkyvlirvhaappseapggeskdivrgykw  

AE YHADI YD KVS GE LQKKGHD CE CLGGGRIS HQ S QD RKIHVY GY SMGY 
GRAQHSVS TEKIRAKYPD  YEVTWADD GY
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8c ábra
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