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Hisztidin-fehérjefoszfataz

KIVONAT

A talalmany targyat képezi hisztidin-foszfataz biold-
giai aktivitasd, Uj, emlSseredetii enzim és homolég varian-
sai. A talalmany targyat képezik tovabba a fehérjéket koédo-
16 DNS-ek, a fehérjéket tartalmazo gybgyaszati készitmények
€s a vellk szemben termelt éllenanyagok.

A talalmany Sszerinti hisztidin-foszfataz sejt-
szabalyozas és sejtnovekedés patoldgias allapotainak diag-
nézisara alkalmazhatd, valamint az enzim helytelen miikodé-
sével kapcsolatos patolégias rendellenességekkel kapcsola-

tosan adagolhaté gydgyadszati hatéanyagként.

Aktaszamunk: 95018-903/SG
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Hisztidin-fehérjefoszfataz

A talalmany targyat képezi egy emléseredetid, uj en-
zim, a hisztidin-fehérjefoszfatidz és homoldég variadnsai. A
taladlmany targyat képezik tovabba a fehérjéket koédold DNS-
szekvenciak, a fehérjék eldallitédsara szolgald eljaras és a
vellik szembeni ellenanyagok. Eldénydsen, a taldlmany targyat
képezi az enzim alkalmazasa diagndzisra, betegség kezelésé;
re, agonistak és antagonistdk alkalmazasa hisztidin
foszforilacidjaban szerepet jatszé faktorok azonositéasara,
valamint a gyobgyaszatban feltehetéleg alkalmazhaté ago-
nistdk és antagonistédk azonositésara.

Az uj foszfatéaz elénydsen alkalmazhaté sejt-
szabalyozas és sejtnovekedés patoldégias allapotainak diag-
nosztizalasara, valamint az enzim helytelen mikédésével
kapcsolatos patoldégias rendellenességekkel kapcsolatosan
adagolhatd gydgyaszati hatdanyagként.

A fehérjeék foszforilicidja alapvetd biolédgiai folya-
mat, amely gyakran kulcsszerepet jatszik a szignal-

transzdukcidban és a fehérjeaktivitas szabalyozasaban.

Aktaszamunk: 95018-903/SG
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Szerin, treonin és tirozin foszforildcidja &altaléano-
san eldfordul az eukaridta szigndltranszdukcids folyamatok-
ban. A biokémiai eljarasok irodalmaban kiterjedten foglal-
koznak ismeretlen fehérjékben 1évé szerin, treonin és
tirozin foszforildcidjadnak kimutatésaval. Példaul, ha em-
l18seredeti, tenyésztett sejteket novekedési faktorokkal,
citokinekkel, hatdéanyagokkal, peptidekkel vagy mas, stimu-
1416 molekulakkal, példaul PDGF-fel, NGF-fel, 1IL-2-vel,
stb. kezeliink, a fehérjék szerinen, treoninon és tirozinon
torténd foszforilacidja konnyen kimutathatd a sejtek radio-
aktivan jelolt foszfattal torténd inkubdcidjaval, a fehér-
jéknek a novekedési faktorral, stb. tdérténd inkubacidja
utan torténd izoldlasaval, a fehérjéknek SDS-poliakrilamid-
gélelektroforézissel torténd elvalasztasaval, a gél rogzi-
tésével, majd autoradiografiajaval a jelolt foszfatot tar-
talmaz6é fehérjesavok azonositasaval. Egy masik lehetd&ség-
ként a kezelt és a nem kezelt sejtekbdl szarmazd fehérjék
elvalaszthatdék egy kétdimenzids rendszer alkalmazasaval, és
a fehérjefoltok helyzete 0sszehasonlithatd. A kezelés ered-
ményeként a folt lathatdé elmozdulasa a modifikacids alla-
potban tortént valtozast jelzi. Egy masik eljdrads szerint a
fehérjéken savas hidrolizist végeznek, amelynek eredménye-
képpen kapott aminosavakat vékonyréteg-kromatografiaval
vizsgaljadk a radiocaktivan jelolt foszfor jelenlétére. Ezek-
ben a fehérjekémial eljarasokban azonban olyan koérilménye-
ket alkalmaznak, amelyeknél a foszforildlt hisztidin, lizin
vagy arginin nem stabil. Konkrétan, a foszforilalt

hisztidin (foszfohisztidin) alacsony pH-értékeknél kériilbe-
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liil 5-100 perces féléletidédvel spontan bomlik, de semleges
pH-nal a foszforilalt hisztidin féléletideje napoktdl hete-
kig terjed [Matthews, H. R., Pharmac. Ther. 67, 323-350
(1995)]. Elektroforézist kovetdéden a fehérje-elvalasztéasra
alkalmazott poliakrilamid-gélt példaul &ltaldban savas ko-
rilmények kozott fixaljadk. Hasonld médon az aminosav hidro-
lizisére alkalmazott, savas koérilmények a foszfohisztidin
bomlasadhoz vezetnek.

A foszforildlt hisztidinrél kimutattak, hogy kulcs-
fontossagu szerepet Jjatszik Dbaktériumok szigna&ltransz-
dukcidéjaban. Ezek az utvonalak a baktérium anyagcseréjét
sokféle moédon szabalyozzak. Az ArcA/ArcB-rendszer példaul
E. coliban az aerob és anaerob anyagcserét iranyitja
[(Luchi, S., Weiner L., J. Biochem. (Tokyo) 120, 1055-63
(1996)]. Az OmpR és az OmpF kulonb6zd ozmotikus koriilmé-
nyekre torténd valaszreakcidt iranyit [Pratt, L. A., Hsing,
W., Gibson, K. E., silhavy, T. J., Mol. Microbiol. 20, 911-
7 (1996)]. A CheA és a CheZ a kemotaxisban jatszik szerepet
[Alon, U., Nature 397, 168-171 (1999)]. Ezeket a fehérjéket
elészObr genetikai eszkozok segitségével azonositottak: a
megfeleld génben torténd mutacid a kérdéses fenotipust
okozza, a képz&8d6 fehérjék pedig a megfeleld gének
kldénozdsa utan azonosithatok.

Hasonldé mdédon, mostanaban megfigyelték, hogy az
eukaridta S. cerevisiae és Arabidopsis thaliana szignal-
transzdukcidés rendszereiben olyan fehérjék jatszanak szere-
pet, amelyekben hisztidin foszforilaldodik [Loomis és

mtsai., J. Cell Science 110, 1141-1145 (1997)!. Az Slnl-



fehérjének példaul van egy extracellularis szenzordoménja,
egy citoplazmads hisztidin-kinaz doménja és egy aszpartat
relédoménja. Arabidopsis thaliana mustarnovény ETR1-jét
olyan mutdnsokban azonositottak, amelyek nem reagdltak eti-
lénre. Az ETR1-gént azutédn kldénoztak és a fehérjét tanulma-
nyoztak, amely ahhoz a felismeréshez vezetett, hogy ez a
fehérje egy hisztidin-kinaz. S. cerevisiae és Arabidopsis
thaliana genetikailag konnyen kezelhetd rendszerek, és a
hisztidin foszforilacidjaban szerepet Jatszd fehérjéiket,
példaul az Slnl-et és az Etrl-et 4ltaldban genetikal eszko-
zO0kkel azonositotték.

A jelenlegi technoldgiak altalaban vagy fehérjék vagy
foszfoaminosavak méret szerinti elvalasztéasat foglaljak ma-
gukban.

Az N-foszforilacidé emld8sokben az energia-anyag-
cserében fontos, és kilonbozé tipusu rédkbetegségben megval-
tozik. Az Nm23-fehérje példaul egy nukleozid-difoszfat-
kindz, amely a glikolizis és az oxidativ foszforildcidé &l-
tal eldallitott ATP-t haszndlja fel, és a nukleozid- és
dezoxinukleozid-difoszfatokat trifoszfatokka alakitja. Az
Nm23 atmenetileg a 118. hisztidinen foszforildldédik "ping-
pong" reakcidémechanizmus részeként. Az Nm23 a foszfatcso-
portjat az ATP-citrat-liazban és a szukcinil-CoA-
szintetdzban 1évé hisztidin aminosavakra is képes atvinni.
A hisztidin foszforilacidja fontos szerepet jatszik a sej-

tek energiaanyagcseréjében.
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Emberben sokféle Nm23-fehérje wvan. Elérehaladott
metasztatikus rakban ezek az Nm23-fehérjék gyakran alacsony
Szinten expresszalddnak. Ezen eredmények alapjédn az Nm23
feltehetéleg antionkogén. Ezen kivil egyes rakbetegségeknél
mutacidk taldlhatdék bizonyos Nm23-fehérjékben. Ezek a muta-
cidk gyakran az Nm23 foszforilaciéjanak vagy defosz-
forilacidéjanak sebességére hatnak.

Osszefoglalva, ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
az N-foszforilacié fontos szerepet Jjatszik az energia-
anyagcserében és a rakban. Az N-foszforildciét vagy az N-
defoszforilacidt befolyasold fehérjék vagy hatéanyagok fon-
tosak lehetnek rék vagy olyan anyagcsere-rendellenességek
kezelésében, mint példaul elhizas, étvagytalansaqg, rék, HIV
vagy mas Dbetegségek miatti sorvadas, stb. Mivel N-
foszforilacidé mas szervezetekben bioldgiai jelenségek szé-
les kérében fordul eld, lehet, hogy az N-foszforilacié mas,
emléseredetl betegségekben és rendellenességekben is szere-—
pet Jjatszik, mint példaul immunbetegségek, viruseredetd
fertézések, genetikai rendellenességek, szivbetegségek,
Stb.

Sajnos az eml&ésok sokkal lassabban fejlédnek, mint a
baktériumok, S. cerevisiae és Arabidopsis thaliana, ezért
ezen egyszerUbb szervezeteknél hasznalt genetikai megkdze-
litések nehezen alkalmazhaték hisztidin, lizin vagy arginin
foszforilacidéjaban szerepet jatszo fehérjék azonositaséara.
Tovabba, azok a biokémiai technolégiak, amelyekkel a
szerinen, treoninon és tirozinon foszforilalt fehérjék azo-

nosithaték, 4&ltaladban nem alkalmazhaték hisztidinen, 1i-
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zinen és argininen foszforilalt fehérjék azonositéasara. A
technika &lléasa szerint szikség van tehadt N-foszforilacid
vizsgalatara alkalmazhatdé technoldgiakra és biokémiai rea-
gensekre.

A hisztidin-foszfatazok és a hisztidin-kinazok ellen-
tétesen hatdé enzimek. A hisztidin-kinadz fehérjékben 1évds,
bizonyos hisztidin aminosavak foszforilalasat végzi, mig a
hisztidin-foszfatazok ezt a foszforilédcibt alakitjak
vissza. Mindkét enzim valdszinlleg fontos szerepet jatszik
a szignaltranszdukcidban, az apoptdzisban, a sejtnovekedés
ellendrzésében és a sejtdifferenciacidban. Ezekrdél az enzi-
mekrél ismeretes, hogy ezeknek a sejtes mikodéseknek megza-
vardsaval okoznak betegséget. A talalmany szerinti megoldas
kidolgozasaval célunk volt tehdt a patofizioldégiai zavarok
okainak vizsgdlatdra alkalmazhatdé anyagok eldallitasa és
adott esetben e zavarok kezelése.

A hormonok és peptidek serkentik a sejteken a sejt-
felszini receptorokat, és a szigndltranszdukcidés utvonalon
keresztiil sejtes hatasokat valtanak ki. Bizonyos fehérje-
szubsztrdtok szabalyozé fehérje-kindzokon és - foszfa-
tadzokon keresztill torténd reverzibilis foszforiléaciéja
alapvetd szerepet jatszik az intracelluldris szignaléatvi-
telben. Receptorhoz kotott, membranhoz kotdbtt és intra-
celluléaris fehérje-kinazok és - foszfatazok szabilyozzak a
sejtszaporodas, a sejtdifferencidcid és az immunrendszer
folyamatait. Ezeknek a szabalyozbknak vagy aktivitasuknak a
helytelen mikodése lényeges szerepet Jatszik nagyszamu

patofizioldgiés hatésnal. Ezek szerint a fehérje-kinazok és
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-foszfatdzok és a szignaltranszdukciés utvonal, amelyben
szerepet jatszanak, hatdanyag-felismerési folyamat lehetsé-
ges célpontjai.

Eml&sokben a szignaltranszdukcid Ser/Thr/Tyr reverzi-
bilis foszforilacidéjat érinti. A hisztidin-foszfatrdél is-
mert, hogy eml&sdkben megtaldlhatdé [Crovello, C. S., Furie,
B. C., Furie, B., Cell 82, 279-286 (1995)], azonban eddig
még nem azonositottdk sem a megfeleld kinazokat, sem a
foszfatdzokat. Nehézséget tobbek kozott az okoz, hogy a
hisztidin-foszfat instabil ahhoz, hogy hidrolizalhatdé le-
gyen, és a hagyomanyos, foszfortartalmi aminosavak vizsga-
latara szolgdlé mddszerekkel nem mutathatd ki.

Baktériumokban a His-kindzok és His-foszfatazok miko-
dését alaposan tanulmanyoztak. A kemotaxisban és adaptacio-
ban vald részvételik igéretes tamadasi pontot nyajt bakte-

ridlis betegségek esetében.

A kovetkez8kben 6sszefoglaljuk a talalmanyt.

A taldlmany targyat képezi hisztidin-fehérje-
foszfataz, eldnydsen hisztidin-fehérjefoszfataz-polipep-
tidek és hisztidin-fehérjefoszfatdz-polinukleotidok és elé-
adllitasukra szolgald rekombinadns anyagok és eljaréasok.
Ilyen polipeptidek és polinukleotidok bizonyos betegségek,
példaul, de nem kizarblag rak és anyagcsere-rendellenes-
ségek, kardiovaszkularis betegségek és koézponti ideg-
rendszeri betegségek - a leirasban a tovabbiakban "taléal-
many szerinti betegségek" kifejezést alkalmazzuk - kezelé-

sére szolgald eljaréasokkal kapcsolatban lehetnek érdekesek.



- 8 - ooo..o- - ". -

Egy tovabbi szempont szerint a talalmany targyat képezik
agonistak és antagonistdk (pl. inhibitorok) azonositasara
szolgald eljarasok a taladlmany szerinti anyagok alkalmaza-
saval, és N-foszforiléacié kiegyensulyozatlansagaval kapcso-
latos korulmények kezelése az azonositott vegyiiletekkel.
Egy tovabbi szempont szerint a talalmany targyat képezik
diagnosztikus vizsgdlatok nem megfeleld hisztidin-
fehérjefoszfataz-aktivitassal vaqgy -szinttel kapcsolatos
betegségek kimutatasara.

A talalmany targyat képezik a megfeleld variansok és
mutansok, amelyek példaul véletlenszerd vagy ellendrzétt
szubsztituciodval, eltérd kivagdodassal, egy - vagy toébb
nukleotid vagy aminosav delécidjaval vagy addiciéjaval 4al-
lithaték elé a biolégiai aktivitas alapveté megmaradasa
mellett.

A talalmény targyat képezi tehat hisztidin-foszfataz
biolégiai aktivitdsd polipeptid, amely er6Ssen specifikus
foszfohisztidinre, molekulatémege 13000-15000, és amely em-
l8seredetl szovetbsl tisztithatéd legaldbb egy anioncseréld
kromatografias, gélsziliréses és affinitdskromatografias 1leé-
péssel. Az emldseredetd szdvet elényosen szivbdgl, vesébdl,
majbdél, hasnydlmirigybdl, izomszévetbdl és herébdl szarma-
zik. Az eml8s elénybsen ember, nyul, patkany.

A talalmany szerinti polipeptid legalabb a kévetkezd
aminosavszekvencia-motivumot (3. azonositészamu szekvencia)

tartalmazza: DCECLGGGRISHQSQD



A talalmany egy masik megvalésitasi médja szerint a
polipeptid legalabb a kdvetkezé aminosavszekvencia-
motivumot (4. azonositdészami szekvencia) tartalmazza:
DCECLGGGRISHQSQDX'KIHVYGYSMX?YGXAQH

ahol X' jelentése K vagy R, X° jelentése A vagy G és
X’ jelentése P vagy R.

A talalmany egy tovabbi megvalédsitasi médja szerint a
polipeptid legaléabb a kdvetkezd aminosavszekvencia-
motivumot (5. azonositdészami szekvencia) tartalmazza.
YHADIYDKVSGDMQKQGCDCECLGGGRISHQSQDKKIHVYGYSM.

Mindezen részleges szekvenciadk erdsen konzervativak a
teljes enzim aminosavszekvencidjan beliil, és feltehetéSleg
az enzim aktiv helyében taladlhatédk, vagy mésibiolégiai vagy
gybégyaszati jelentdséggel birnak eml&sdkben.

A talalmany egy eldnyds megvaldsitasi médja szerint a
polipeptidnek hisztidin-foszfataz bioldgiai aktivitasa van,
amely erésen specifikus foszfohisztidinre és a molekula-
tomege 13000-15000, és a kovetkezd aminosavszekvenciat tar-

talmazza (2. azonositdészami szekvencia) :

(M) AVADLALIPDVDIDSDGVFKYVLIRVHSAPRSGAPAAESKE IVRGYKWAEYHADI YDKVSGD
MQKQGCDCECLGGGRISHQSQDKKIHVYGYSMAYGPAQHAISTEKIKAKYP DYEVTWANDGY

A talalmanyi leirasban feltarjuk a szekvenciak homo-
16g variansait is. A talalmany egy tovabbi targyat képezi
tehat hisztidin-foszfatdz biolégiai aktivitasn polipeptid,
amely erdsen specifikus foszfohisztidinre, a molekulatémege

13000-15000, amelynek aminosavszekvenciaja 64-99%-ban, elé-
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nyosen 75-99%-ban homoldg az eléz8ekben ismertetett szek-
venciaval. Mint az alabbiakban bemutatjuk, a talalmanyban
kitanitast adunk sok méas, homolég polipeptidre, amelyek
mindegyikének hisztidin-fehérjefoszfatdz biolégiai aktivi-
tasa van.

A talalmény egy tovabbi targyat képezik az el&z&ekben
ismertetett és az alabbiakban ismertetendé polipeptideket
kédol6 DNS-szekvenciak. ElSnydsen a taldlmany targyat képe-
zi a kovetkezd nukleotidszekvenciat (1. azonositészamu

'szekvencia) tartalmazdé DNS:-

(ATG)GCGGTGGCGGACCTCGCTCTCATTCCTGATGTGGACATCGACTCCGACGGCGTCTTCAAG
TATGTGCTGATCCGAGTCCACTCGGCTCCCCGCTCCGGGGCTCCGGCTGCAGAGAGCAAGGAGAT
CGTGCGCGGCTACAAGTGGGCTGAGTACCATGCGGACATCTACGACAAAGTGTCGGGCGACATGC.
AGAAGCAAGGCTGCGACTGTGAGTGTCTGGGCGGCGGGCGCATCTCCCACCAGAGTCAGGACAAG
AAGATTCACGTGTACGGCTATTCCATGGCCTATGGTCCTGCCCAGCACGCCATTTCAACTGAGAA
AATCAAAGCCAAGTACCCCGACTACGAGGTCACCTGGGCTAACGACGGCTAC

A talalmany targyat képezik tovabba az ellenanyagok,
elénydsen monoklonéalis ellenanyagok, amelyek a talalmany
szerinti polipeptidekkel szemben termeld&dnek.

Vegil a talalmany targyat képezi a gyoégyaszati ké-
szitmény, amely az eldzbekben és az alédbbiakban ismertetett
polipeptideket tartalmazza adott esetben megfeleld k&td-

anyagokkal, hordozdékkal vagy mas, aktiv alkotérészekkel

egyutt.
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A kovetkezdkben részletesen ismertetjiik a talalmanyt.

(A) Izolalas és tisztitas

A hisztidin-fehérjefoszfatazt nyulmajboél izoldltuk. A
majkészitményt koridlbelil 110 g, aprdé darabokra vagott
anyagb6l kiindulva készitjuk. Homogenizacidés pufferrel ke-
verjik (220 ml 30 mM trietanolamin/hidroklérsav pH 7,5, 1
mM etiléndiamintetraecetsav, 300 mM szachardz, 0,1 mM
benzamidin, 0,1% 2-merkaptoetanol), majd homogenizatorban
jégen torténd hités kdzben szétzuzzuk. Az elsd centrifuga-
las utan (10 perc, 3800 g, 4°C) a feliiluszdét Ujra centrifu-
galjuk (1 ora, 48000 g, 4°C). Ezt a feliiluszot gézen ke-
resztilszlrjik, és koriilbelil 20 ml-es mennyiségekben, -
80°C-on lefagyasztjuk.

Oszlopkromatogrdfids elvdlasztdsi eljdrdsok

A hisztidin-foszfatazt harom tisztitasi lépésben izo-
laltuk (1. é&bra).

1. Anioncserélé kromatogrdfia

A nyers majkivonatot még egyszer centrifugaljuk (30
perc, 48000 g). A feliluszdét A-pufferrel ekvilibralt (20 mM
trietanolamin/hidroklérsav pH 8,0, 1 mM etiléndiamin-
tetraecetsav, 0,1% 2-merkaptoetanol, 0,02% natrium-nitrit)
Source Q30 oszlopra (Pharmacia, Freiburg) ontjik. Az eluci-
6t 200 mM, A-pufferben 1évd natrium-klorid-oldattal végez-

zik 1 ml/min folyasi sebességgel.

2. Gélszlrés

Az aktiv frakcidhoz (lédsd aktivitadsmeghatarozas) ke-
vertetés és hiltés kozben szildrd amménium-szulfatot adunk

(11,2 g 17 ml-hez). A centrifugdlassal kapott iledéket (20
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perc, 48000 g, 4°C) A-pufferben szuszpendaljuk és Sephadex
75 26/60 1,6x60 cm-es oszlopra (Pharmacia, Freiburg) tolt-
jik. A gélszlrés 50 mM A-pufferben 1évd natrium-klorid hoz-
zdadasaval torténik 1 ml/min sebességnél.

3. Affinitdskromatogrdfia

A gélszlrésbdl szarmazd aktiv frakcidét 1:3 arédnyban
higitjuk B-pufferrel (20 mM trietanolamin/hidroklérsav pH
8,0, 0,1 mM etiléndiamintetraecetsav, 0,1% 2-merkapto-
etanol, 0,02% natrium-nitrit) és 10 mM-ra 4llitjuk magnézi-
um-kloridban. A mintat Blue Sepharose 6 25x510 mm oszlopra
(Pharmacia, Freiburg) toltjik. Az eldcidé 200 mM natrium-
kloridot tartalmazé B-puffer alkalmazaséaval torténik 1
ml/min folyadsi sebességgel.

(B) Specifikus aktivitds meghatdrozdsa

Az oldhatéb hisztidin-foszfataz aktivitasat
szubsztratként “*P-tal jelslt, hisztidinen foszforilalt fe-
hérje (CheA) defoszforilacibéjaval hatarozzuk meg. A CheA
rekombinadns, bakteridlis hisztidin-autokindz [Bilwes, A.
M., Alex L. A., Crane B. R., Simon M. I., Cell 96, 131-141
(1999)]1, a C-termindlis kinadzdomén foszforilalja az N-
termindlis His48-at. A reakcidban szabad foszfat képzd&dik,
amelyet vékonyréteg-kromatografiaval azonositunk (poli-
etilénimin-celluldéz lemezek, 0,5 M litium-klorid mozgd fa-
zisként). A kimutatads egyrészt amménium-molibdenéattal, més-
részt autoradiografiaval torténik (2. abra). Mas fehérjékre
foszfatatvitel nem tortént, sem pedig a szubsztrat nem ha-
sadt peptidfragmensekre. A termék foszfat, azaz eqgy foszfo-

hisztidin fehérjefoszfatiz vett részt a reakcidban.
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A tisztitott fehérje a 2p-foszforilalt CheA
hisztidinjének 1id&-, hémérséklet-, pH- és fehérjefiuggd
defoszforildlasat mutatja (3. &bra).

Stabilitéas

A tisztitott fehérje a nyers homogenatumban és a
részlegesen tisztitott frakcidkban stabilnak mutatkozott

tarolas kozben.

Enzimvizsgalat

Szubsztrat készitése: (“P-jeldlt CheA)

A rekombinans CheA-t (5 ul) 0,5 ul, dimetil-
szulfoxidban oldott 100 mM fenilmetilszulfonil-fluoriddal
és 5 ul 500 mM HEPES-sel pH 8,0 és 1 mM magnézium-kloriddal
Ssszekeverjik. A jelolt, . **P-g-adenozin-trifoszfat (108
uCurie), 5 pul 10 pM adenozin-trifoszfat és 50 ul viz hozza-
adasat kovetden 37°C-on 3 Oran keresztiil inkubaljuk.

Aktivitadsmeghatarozéas

A szubsztratot (10 pl **P-CheA) 10 pl vizsgalati puf-
ferrel (100 mM trietanolamin/hidroklérsav pH 8,0, 0,1% 2-
merkaptoetanol, 0,02% natrium-nitrit) és az enzimoldattal
keverjuik. A reakcidot 37°C-on 30 percen keresztil végezziik.
Ezutdn 2 pl 500 mM etilén-diamin-tetraecetsavat és 126 pul
1:1 aranyl metanol/aceton keveréket adunk hozza. Centrifu-
galast kovetden (5 perc, 15800 g) a feliluszdt eltavolit-

juk, és szcintillacids szamlaldban mérjik.
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Az ismertetett foszfatdz mas fehérjefoszfatazoktdl a
kovetkezbképpen kiilonithetd el:

1) a foszfohisztidin felé torténd specifitasa alapjan
(1. tablazat), a hisztidin-foszfatdz nem hidrolizalja pél-
daul a p-nitrofenil-foszfatot,

2) az aktivitas nem gatolhatd okadasavval vagy
vanadattal (2. téablazat),

3) a molekulatdmeg szamottevden kisebb.

1. tdblazat

Az Uj hisztidin-fehérjefoszfatazzal toérténd hidrolizis

Azocoll -

[y-""P]ATP -

p—nitrofenil-foszfat -

[y-**P]Ser/Thr-kazein _

Tyr-xxx -

[y-P]His-nukleozid-difoszfat-kinaz -

[y-**P]His-cheA +
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2. téblazat

A hisztidin-foszfatdz-aktivitast befolyasoléd reagensek

Reagens Koncentracid Aktivitas (%)
Foszfat 10 mM 0
Okadasav 10 uM 108
Mikrocisztin 5 nM 110
Tautomicin 0,5 nM 90
Gatld fehérje I, 1 nM 120
Molibdenat 10 uM 71
Vanadat 10 uM 62
Fluorid 5 mM 105
EDTA 5 mM 108
EGTA 5 mM 91
Mg~* 1 mM 142
Mg~ 10 mM 226
ca™’ 1 mM 165
ca™ 10 mM 240

100% = xxx nmol/min x mg*

(C) Hisztidin-fehérjefoszfataz jellemzése

A tisztitott fehérje SDS-gélelektroforézis-vizsgalat
szerint egy meghatérozott, 14000 latszolagos molekulatomegt
savot tartalmazott (4. &bra). A tomegvizsgalat egy 13768
molekulatomeqgl fehérjét azonositott (5. abra). A hisztidin-
fehérjefoszfatazt N-termindlisan egy acetilcsoporttal blok-
koljuk. Szekvenciainformacié Edman-degradaciéval nem elér-
hetdé, és a fehérje jellemzéséhez proteolitikus hasitéas

sziikséges.
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(D) Fehérje analitikal meghatarozasa

Az aktiv frakcién (4. &bra) enzimes hasitast végez-
tink az aminosavszekvencia meghatdrozasa érdekében, és a
képz6dé peptidfragmenseket Edman-degraddcidéval és tomeg-
spektrografidval szekvenaltuk a hagyomdnyos technoldégiakkal
(lasd, Kellner, R., Lottspeich F., Meyer H. E.
Microcharacterization of Proteins, Wiley-VCH (1999)]

Enzimes fragmentéléas

A gélsavot szikével kivagtuk és Eppendorf-csdbe vit-
tik at. Az enzimes fragmentaldst protedzként tripszin hoz-
zdadasaval végeztik (1 pg tripszin, 100 pul 0,5 M ammdénium-
bikarbonat, 37°C, 12 o6ra). A képzddS peptidfragmenseket ki-
vontuk (50% trifluorecetsav, 50% acetonitril). A kivonatot
vakuum koncentratorban koncentraltuk.

A peptidfragmensek kromatografias elvalasztésa

Q

A peptidfragmenseket A-eluensben oldottuk (0,1%
trifluorecetsav vizben) és forditott fazisu kromatografids
elvadlasztashoz alkalmaztuk (B-eluens: 20% 0,1% trifluor-
ecetsav vizben, 80% acetonitril). Az UV-meghatarozason (214
nm) alapuld frakcionéalast kovetden az elvalasztott
peptidfragmenseket Edman-szekvenalassal és tomegspektrogra-
fidval hataroztuk megq.

Edman-szekvenalas és tomegspektrogriafids meghatarozas

A kromatografias elvalasztas utédn a folyékony frakci-
60k 90%-at alkalmaztuk Edman-szekvenalashoz (hagyomanyos k&-
rilmények, a késziulék: 494 modell, PE-Applied Biosystems,

Weiterstadt). A frakcid fennmaradd részét tomegvizsgalatra
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alkalmaztuk (MALDI-MS), (késziilék: Voyager STR, Perseptive

Biosystems, Wiesbaden).

Azonositott peptidszekvenciak

A kovetkezd peptidszekvencidkat azonositottuk (nyal) :
AAAGLAQIPD VDIDSDGVFK

YVLIR

VHAAPRSEAPGGESK

DIVR

WAEYHADTYDK

VSGELQK

ISHQSQDR

KIHVYGYSMGYGR

YPDYEVTWADDGY

Ezek a peptidek a kovetkezd, nyilbdl szarmazd enzim—

peptidet adjak (6. azonositészamu szekvencia):

AAAGLAQIPDVDIDSDGVFKYVLIRVHAAPPSEAPGGESKDIVRGYKWAEYHADIYDKVSGELQK
KGHDCECLGGGRISHQSQDRKIHVYGYSMGYGRAQHSVSTEKIRAKYPDYEVTWADDGY

(E) Nukleotidszekvenalas

Nyuleredetd DNS-konyvtarat vizsgaltunk hisztidin-
fehérjefoszfataz nukleotidszekvenciara a megszerzett
aminosavszekvencidbél kivalasztott lancinditékkal. Kléno-
zassal és szekvendlassal azonositottuk a 7a abraban kbzzé-

tett nukleotidszekvenciat.



FY] boc‘ .".
e

- 18 = "..o: - o< -*

A hisztidin-fehérjefoszfatdz fehérjeszekvenciajaba
fordithaté 327 bazis a 11. helyzettél a 119.-ig tart (7b

abra) .

Adatbéazis-vizsgalat

Az adatbazis-keresést BLAST-algoritmussal végeztiik.
Homolég fehérjék azonosithatdk a fehérje-adatbazisokban lé-
v6 C. elegansbdl, Drosophila melanogasterb8l, Drosophila
pseudoobscurdbdl.

A nukleotid-adatbédzisokban EST-eket (expresszalt
szekvenciacimkéket) azonositottunk emberben, patkanyban és
egérben. A humaneredetd homolégot eddig még nem publikal-
tdak. Ezen EST-alkotdék alapjdn a huméneredetli hisztidin-
fehérjefoszfataz fehérjeszekvenciaja a kovetkezd (2. azono-

sitdészamu szekvencia a metionin nélkil):

'AVADLALIPDVDIDSDGVFKYVLIRVHSAPRSGAPAAESKEIVRGYKWAEYHADIYDKVSGDMQK
QOGCDCECLGGGRISHQSQDKKIHVYGYSMAYGPAQHAISTEKIKAKYPDYEVTWANDGY

A patkanyeredetd homoldédgot még nem publikaltak. Ezen
EST-alkotdk alapjan a patkanyeredeti hisztidin-
fehérjefoszfataz fehérjeszekvenciadja a kovetkezd (7. azono-

sitdészami szekvencia) :

NGLNTTRGKGSSPLGKDHQELELLTPYPAVKFSVGPTRATRAYPEATLPTSADIYDKVSGELQKN
GYDCECLGGGRISHQSQDRKIHVYGYSMGYGRAQHSVSTEKIXAKYPDYEVTWADDGY
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Az egéreredetd homolégot még nem publikaltak. Ezen
EST-alkotdk alapjan az egéreredeti hisztidin-fehérje-
foszfataz fehérjeszekvencidja a kovetkezd (8. azonositésza-

mu szekvencia):

'MAADLGQIPDVDIDSDGVFKYVLIRVHLAEPSGDPAKECKEIVRGYKWAEYHADIYDKVSGELQR
NGYDCECLGGGRISHQSQDRKIHVYGYSMGYGRAQHSVSTEXIKAKYPDYEVTWADDGY

3. tablazat

Kilonbozé fajokbdl szarmazd hisztidin-foszfataz fehérjék

szekvenciahomoldégidja szazalékos azonossagban kifejezve

1 2 3 4 5 6 7

1 humén 100 84,0 | 65,3 | 64,3 68,2 38,0 (40,3

2 nyul 100 | 72,4 | 71,4 | 71,0 36,0 (42,0

3 egér 100 | 67,3]52,7 (32,7 (33,3

4 patkany 100 | 51,6 30,8 29,5
5 zebrahal 100 (33,7 (42,1
6 C. elegans 100 (39,7
7 Drosophila ' 100

(E) Fehérjelokalizacié és szdveti eloszlas

A humdneredeti hisztidin-fehérjefoszfataz gént a 9.
kromoszémara lokalizaltuk (9933-Tel, marker Sts-N90764,

Szinet D9S159-qTEL) .
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A CcDNS-ek expresszidjara alkalmazott forrasok:

Agy, mell, k&zponti idegrendszer, vastagbél, fityma,
csirasejt, sziv, vese, maj, tidd, izom, hasnydlmirigy, mel-
lékpajzsmirigy, egyesitett biolégiai mintak, prosztata,
lép, here, pajzsmirigy, mandula, méh, teljes embrio.

A hisztidin-fehérjefoszfataz mRNS-e eloszlasanak
vizsgalataval fokozott szintet tapasztaltunk normal szove-
tekben, mint példaul sziv, vese, maj, hasnyalmiriqgy, vaz-
izom és here (9a, b &bra).

(F) Hisztidin-foszfataz ellenanyagok

Hisztidin-foszfat4dz ellenanyagokat termeltettiink a
fehérje harom kiiloénbdz8 szakaszaval, nevezetesen a molekula
N-terminalis, kozépsd és C-terminadlis részével Szemben. Er-
re a célra harom peptidszekvencidt valasztottunk:

1. peptid - QIPDVDIDSD GVFKYV (l6aa, 9. azonositdsza-
mu szekvencia)

2. peptid - CLGGGRISHQ SQDK (l14aa, 10. azonositdszamu
szekvencia)

3. peptid - CTEKIKAKYP DYEV (l4aa, 1l1. azonositészami
szekvencia)

A peptideket hagyoményos FMOC-kémidval szintetizal-
tuk. Az immunizalashoz mindegyik peptidet két nyulba injek-
cidztuk (4 injektdlds) és négy vérmintat vettiink. Az utolsd
véreztetés koérilbelul 3 honap mulva tédrtént. Az eldallitott
ellenanvagok hisztidin-foszfatdz kimutatasara és lokaliza-

ladséra alkalmazhatoék.
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A molekuladn beliil a kiulonbozé szakaszok egyedileg
vizsgalhatdok. Kulonosen a hisztidin-foszfataz erdsen kon-
zervativ, kdzponti részérdl, amely a koévetkezd aminosav-
szekvenciadt tartalmazza: DCECLGGGRISHQSQD (3. azonosité-
szami szekvencia), feltételezhetd, hogy a fehérjék in vivo
mikodéséért felelds aktiv helyet tartalmazza. Az ezzel a
szakasszal szembeni ellenanyag gatld vagy semlegesitd al-
kalmazasra megfeleld.

A hisztidin-fehérjefoszfatdz jellemzd6i a kovetkezdk-
ben foglalhatdk Ossze:

1. A humdneredetdi hisztidin-fehérjefoszfatdz amino-
savszekvenciadja korulbelidl 124 aminosavbdl all.

2. A hisztidin—fehérjefoszfatéz aminosavszekvenciaja
a C-terminalis részén erdésen homoldg, de csak gyengén homo-
1l6g az N-termindlis részen.

3. A molekulatémeg 13800 +/- 100 (5. abra).

4. A hisztidin-fehérjefoszfatdz N-terminalis vége
acetildlassal blokkolt.

Gybgyaszati készitmények

A nativ, valamint a rekombinans fehérjék gydgyszer-
ként alkalmazhatdk, amelyek kozvetlenil vagy gydgyaszati
készitményekben adhatdék a betegeknek. A talalmany egy to-
vabbi szempontjat képezik tehat a gydgyszerként alkalmaz-
hatd, rekombinans vagy nativ fehérjék, amint ezt az eldzé-
ekben és a kovetkezdkben ismertettiik, és a fehérjét és gyod-
gyaszatilag elfogadhatdé higitdészert, hordozdt vagy kotd-

anyagot tartalmazd gyodgyaszati készitmény.
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A talalmany szerinti gydgyaszati készitmények tovab-
bi, nagyon kulonbdzdé, aktiv, gydgydszati vegylileteket 1is
tartalmazhatnak.

A leiras szerinti értelemben a "gydgydszatilag elfo-
gadhatdé hordozdé" kifejezésen olyan inert, nem toxikus, szi-
lard vagy folyékony toltdanyagot, higitészert vagy kapszu-
1l4z6 anyagot értink, amely nem reagdl kedvez&tleniil az ak-
tiv vegyllettel vagy a betegre nem artalmas. Alkalmas, elé-
nyts, folyékony hordozdk a technika &llédsa szerint joél is-
mertek, példaul a steril viz, a sdoldat, a vizes dextrdz, a
cukoroldatok, az etanol, a glikolok és olajok, beleértve a
petréleum, az allati, a névényi vagy a szintetikus eredet(-
eket, példaul mogyordolaj, szdjaolaj és asvanyi olaj.

A talalmany szerinti kiszerelések egységnyi dézisban
adagolhatdk, amelyek hagyomanyos, nem toxikus, gydégyaszati-
lag elfogadhaté hordozdkat, higitékat, adjuvansokat és jel-
lemz8en parenterdalis adagolashoz valé hordozdkat tartalmaz-
nak.

A leiras szerinti értelemben a "parenterdalis" kifeje-
zésen szubkutan, intravénds, intraartikuldris és intratra-
chealis 1injekcidt wvagy 1infuzidés technoldgidkat értiink.
Egyéb adagolasi mdédok, példaul oralis adagolas vagy helyi
alkalmazas szintén megfeleld. Parenterdalis készitmények és
Osszetételek legeldnydsebben intravéndsan adagolhatdok akar
kapszula formdban, akdr &llandd fuzidként az ismert mdédsze-
rek szerint. Oralis adagolasra szolgald tablettak és kap-
szuldk hagyomanyos koétdanyagokat tartalmaznak, példaul ko-

tanyagokat, toltbdanyagokat, higitészereket, tablettazd
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anyagokat, sikosité anyagokat, dezintegrald anyagokat és
nedvesitd anyagokat. A tablettak a technika allasa szerinti
eljarasokkal borithatodk. Oralis adagoléasu, folyékony ké-
szitmények vizes vagy olajos szuszpenzidk, oldatok, emulzi-
6k, szirupok vagy elixirek formajaban késziilhetnek, wvagy
szaritott termék formajadban lehetnek, amely vizzel vagy
mas, megfeleld hordozdéval alkalmazas eldtt feloldhato.
Ilyen folyékony készitmények hagyomanyos adalékanyagokat 1is
tartalmazhatnak, példaul szuszpendald anyagokat, emulzid-
képz&é anyagokat, nem vizes hordozékat és tartdsitdszereket.
Helyi alkalmazashoz vizes vagy olajos szuszpenzidk, olda-
tok, emulzidk, zselék vagy eldnydsen emulzids kendcsok for-
majaban alkalmazhatdk. A taldlmany szerinti egységnyi dézi-
sok a taldlmany szerinti fehérje napi szikséges adagjat
tartalmazhatjak, vagy ennek alegységeit tobbszori adagban,
amely egyilittesen a kivant adagot adja. A gyodgyaszatilag el-
fogadhatdé adag és az adagolasi rata optimuma egy adott be-
tegnél (eml&sok, példéul ember) sok tényezdétdl figg, példa-
ul az alkalmazott, konkrét, aktiv anyagtél, a kortdl, a
testtomegtdl, az altaldnos egészségi dllapottdl, a nemtdl,
a taplalkozastol, az adagolas idejeétdl és médjatdl, a kiva-
lasztas (,clearance”) sebességétdl, az enzimaktivitastol
(egység/mg fehérje), a kezelés targyatdl, azaz terapia vagy
megelbzés, és a kezelendd betegség természetétdl.

A talalmany szerinti fehérje gydgyaszatilag hatékony
napi dézisa a készitményekben és bsszetételekben a kezelen-
dé betegben (in vivo) koértulbelul 0,01 és 100 mg/kg testto-

meg (100 kU/mg specifikus aktivitas alapjan), eldnyésen 0,1
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és 10 mg/kg testtomeg kozott van. Az adagolasi forma sze-
rint egyetlen adag példaul 0,5 és 10 mg hisztidin-

fehérjefoszfatazt tartalmazhat.

A kovetkezdkben roviden ismertetjlik az Aabrak leira-
sat.

1. abra: Hisztidin-foszfatdz izolalasara alkalmazott
tisztitasi mdédszer vazlata.

2. abra: Szervetlen foszfat azonositadsa hisztidin-
foszfatdz hasitasdnak reakcidtermékeként. A lemezeken vé-
konyréteg-kromatografiat mutatunk be (PEI-celluléz, 0,8 M
LiCl), bal kép: amménium-molibdendt kezelés, Jjobb kép:
autoradiografias kezelés, 1: [*Plhis-cheA, 2: reakcidter-
mék, 3: ATP, 1-3: foszfat (NaH:PO,).

3. abra: A cheA-szubsztrat 1idé- és fehérjefliggd
defoszforilacidja, bal kép: bomlas 0, 20 és 40 perc mulva,
jobb kép: kilonb6z6 mennyiséql szubsztratbdl (x-tengely: ng
fehérje) radioaktivan jelolt foszfat felszabadulésa (bal y-
tengely: %, jobb y-tengely: radioaktivitéas).

4. abra: Frakcidk vizsgalata aktiv hisztidin-
foszfatazzal (SDS-PAGE), AF: aktiv frakcié; 1,2: BSA (1 pug,
0,5 ug); 3: AF; 4,5: molekulamarkerek.

5. abra: Hisztidin-foszfataz tomegspektrometrias
vizsgalata. Y-tengely: belitésszam, x-tengely: tdmeg (m/z).

6. abra: Hisztidin-foszfatdz forditott fazisu kroma-
tografias elvadlasztasa enzimes fragmentdlas utan, A-eluens:

0,1% trifluorecetsav vizben és B-eluens: 20% 0,1%
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trifluorecetsav vizben, 80% acetonitril, UV meghatarozas
214 nm.

7a abra: (részleges) Nyuleredetd hisztidin-fehérje-
foszfataz nukleotidszekvenciaija.

b abra: Nyuleredetd hisztidin-fehérjefoszfataz
transzlatalt teljes aminosavszekvenciaja.

8a abra: Hisztidin-fehérjefoszfataz eloszlasa tumoros
sejtvonalban.

8b abra: Hisztidin-fehérjefoszfataz szdveti eloszléasa
tumorszdévetben.

8c abra: Hisztidin-fehérjefoszfataz szdveti eloszléasa

normal szdvetben.
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SZEKVENCIALISTA

(375)

Humédn hisztidin-proteinfoszfataz

1

gtg

vVal

gtc

val

Ala

35

gag

Glu

caa

Gly

gcg

Ala

ttc

Phe
20

ccg

Pro

tac

Tyr

ggc

His

gac

Asp

aag

Lys

gct

Ala

cat

His

tgc

Asp

ctc

Leu

tat

Tyr

gca

Ala

gcg

Ala

gac
Cys

70

gct
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gtg

vVal

gag

Glu

gac

Asp
55

tgt
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Hisztidin-foszfataz bioldgiai aktivitasu poli-
peptid, amely erdsen specifikus foszfohisztidinre és a mo-
lekulatoémege 13000-15000, és emléseredetd szévetbdl nyerhe-
té legalébb eqgy anioncseréld kromatografiaval, eqgy
gélsziréssel és eqgy affinitdskromatografias lépéssel.

2. Az 1. igénypont szerinti polipeptid, amely lega-
labb a DCECLGGGRISHQSQD aminosavszekvencia-motivumot tar-
talmazza.

3. Az 1. igénypont szerinti polipeptid, amely lega-
labb a DCECLGGGRISHQSQDXIKIHVYGYSMXZYGX%AQH aminosavszekven-
cia-motivumot tartalmazza, ahol X' jelentése K vagy R, X°
jelentése A vagy G és X’ jelentése P vagy R.

4. Az 1. igénypont szerinti polipeptid, amely lega-
labb a YHADIYDKVSGDMQKQGCDCECLGGGRISHQSQDKKIHVYGYSM amino-
savszekvencia-motivumot tartalmazza.

5. Hisztidin-foszfataz bioldgiai aktivitasu poli-
peptid, amely nagymértékben specifikus foszfohisztidinre és

a molekulatdbmege 13000-15000, és a kovetkezd aminosav-

szekvenciat tartalmazza:

(M) AVADLALIPDVDIDSDGVEFKYVLIRVHSAPRSGAPAAESKEIVRGYKWAEYH
-ADIYDKVSGDMQKQGCDCECLGGGRISHQSQDKKIHVYGYSMAYGPAQHAISTEK

i IKRKYPDYEVTWANDGY.
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6. Hisztidin-foszfataz biolégiai aktivitasu poli-
peptid, amely erdsen specifikus foszfohisztidinre és a mo-
lekulatémege 13000-15000, és amelynek aminosavszekvenciaja
64-99%-ban homoldég a 3. igénypont szerinti szekvenciaval.

7. A 6. igénypont szerinti polipeptid, amely a k&vet-

kezé aminosavszekvencidt tartalmazza:

AAAGLAQIPDVDIDSDGVEFKYVLIRVHAAPPSEAPGGESKDIVRGYKWAEYHADI
YDKVSGELQKKGHDCECLGGGRISHQSQDRKIHVYGYSMGYGRAQHSVSTEKIRA

, KYPDYEVTWADDGY .

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

peptidet kdédold DNS.
9. A 8. igénypont szerinti DNS, amely a koévetkezd

nukleotidszekvenciat tartalmazza:

(ATG)GCGGTGGCGGACCTCGCTCTCATTCCTGATGTGGACATCGACTCCGACGG
CGTCTTCAAGTATGTGCTGATCCGAGTCCACTCGGCTCCCCGCTCCGGGGCTCCG
GCTGCAGAGAGCAAGGAGATCGTGCGCGGCTACAAGTGGGCTGAGTACCATGCGG
:ACATCTACGACAAAGTGTCGGGCGACATGCAGAAGCAAGGCTGCGACTGTCAGTG
5TCTGGGCGGCGGGCGCATCTCCCACCAGAGTCAGGACAAGAAGATTCACGTGTAC
GGCTATTCCATGGCCTATGGTCCTGCCCAGCACGCCATTTCAACTGAGAAAATCA
AAGCCARAGTACCCCGACTACGAGGTCACCTGGGCTAACGACGGCTAC

10. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti poli-
peptidet tartalmazd gybdgyaszati készitmény, megfeleld eset-

ben alkalmas kot&danyagokkal, hordozékkal és mas, aktiv al-

kotérészekkel egyltt.
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11. Az 1-7. 1igénypontok barmelyike szerinti poli-

peptiddel szemben termelt ellenanyag.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
S AL
L/\<7
Svingor Adam

Szabadalmi ugyvivéjelsolt
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GTGGACATCGACTCCGACGGCGTCTTCAAGTACGTGCTGATTCGAGTC
CACGCGGCGCCGCCCTCCGAAGCCCCGGGCGGCGAGAGCAAGGACATC
GTGCGTGGCTACAAGTGGGCCGAGTACCACGCCGACATCTACGACAAG
GTGTCGGGCGAGCTGCAGAAGAAGGGCCATGACTGCGAGTGCCTGGGC
GGCGGGCGCATCTCCCACCAGAGCCAGGACCGGAAGATCCACGTGTAC
GGCTACTCCATGGGCTACGGCCGGGCCCAGCACTCCGTCTCCACCGAG
AAGATCAGAGCCAAGTACCCCGACTACGAGGTCACCTGG

7b abra

AAAGLAQIPDVDIDSDGVFKYVLIRVHAAPPSEAPGGESKDIVRGYKW
AEYHADIYDKVSGELQKKGHDCECLGGGRISHQSQDRKIHVYGYSMGY
GRAQHSVSTEKIRAKYPDYEVTWADDGY
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