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KIVONAT

A taldlmdny tdrgya eljdrds lényegeében tiszta formdjd citoszdl
foszfolipéz AQ(PLAZ) izoldlasdra bioldgial sejtekbdl. Az eljdrds
sordn a sejteket 1izdljak, a lizdtumot frakciondljdk, a fehérje-
szerd oldatot anioncseréld gyantdval, majd hidrofdb kdlcsonhatd
gyantdval kezelik, ezutdn molekulaméret szerinti kromatografdlds-
nak vetik ald, végul ismét hidrofdb kolcsdnhatsd gyantdval kezelik.
A taldlmdny tdrgya még eljdrds citoszdl PLA2 inhibitorok dtvizs-
gdldsdra. A taldlmany ismerteti nehdny PLA, aminosav-részszekven-

ciajat.
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A taldlmény tdrgya eljdrds mintegy 100000 daltonos citoszdl
foszfolipdz A, enzimek 1zoldldsdra. Pontosabban a taldlmdny ()
intracelluldris foszfolipaz A2 enzimmel foglalkozik, amelyet 1é-
nyegében tiszta formdban izoldlunk humdn monoblaszt eredetd
sejtvonalbol.

A foszfolipdzokat ismerik és tanulmdnyozzdk tobb, mint 100
éve, és ezek a mindenitt eldforduld enzimek nagy terjedelmd
osztdlydt képezik, amelyek hidrolizdljak a foszfoglicerideket.

A foszfolipdzokat 0t csoportra kategorizdljak (Al’ A,, B, C és D)
attdl a szubsztrdtum-kotéstdl figgden, amelyet hasitanak.

A foszfolipdz A, (PLAZ) a foszfatid-2-acil-hidroldzok ko-
zos neve, amelyek katalizdljdk a foszfogliceridek sn-2-acil ész-
ter kotésének hidrolizisét, ekvimoldris mennyiségben alakitva ki
lizofoszfolipideket ¢és szabad zsirsavakat [Dennis E.A.: The En—-
zymes, 16. kotet; Academic Press, New York (l983}l. A PLA2 en-
zimek megtaldlhatdk minden €16 fajban, €s az enzimek sokszind
csalddjdt képezik. Az eddig tanulmdnyozott PLAZ—k kozdl a nagy
tobbség molekulatdmege mintegy 14 kD, és aminosavszekvencidjuk
nagy homoldégidt mutat.

A leggyakrabban és legalaposabban tanuldnyozott PLAZ—k a
kivdlasztottt formdjiak. Ezek az enzimek a sejten belil termeldd-
nek, becsomagolédnak a szekrécids vezikulumokba, €s kesdbb kibo-
csatddnak az extracelluldris kornyezetbe, ahol segitenek a bio-
16giai anyag emésztésében. Ezzel szemben a citoszol PLA, elenyé-
szGen csekély mennyiségben taldlhatd, megmarad a sejten belil, és
teljesen mds célt szolgdl, mint a kivdlasztottt forma. A cito-
sz61 PLA2 alapos vizsgdlatdt gdtolja ezen enzimek rendkivil kis

koncentrdcidja a sejtekben {Vadas €s Pruzanski: Lab. Investiga-

tion 55(4), 391(1986) .



A citoszdl PLA2 kulcs szabdlyozdszerepet jdtszik a vérle-
mezke aktivdald faktorok (platelet activating factors; PAF) és
eikozanoidok néven ismert lehetséges eld-gyulladdskozvetitok
képz6déséhez vezetd bioszintetikus Udtban. Az eikozanoidok kozott
taldljuk a prosztaglandinokat, tromboxdnokat, hidroxi-eikozatet-
raénsavat, leukotriéneket és lipoxinokat [Mobilio és Marshall:
Ann. Reports in Med. Chem. 24, 157 (1989)]. Az eikozanoidok ter-
melésénél a sebességkorldtozd prekurzor a szabad arachidonsav,
ez specidlis citoszdl PLA2—k hatdsdra szabadul fel membrdn fosz-

-

folipid raktdraibdl LDennis: Drug Dev. Res. 10, 205 (1987)7.

Ugyanez az enzimes lépés termel lizofoszfolipideket is, amelyeket
4t lehet alakitani, hogy PAF-eket képezzenek. Az alapszinteken a
citoszal PLA2 részt vesz a cellulédris foszfolipid metabolizmus
fenntartdsdhoz szilkséges dezacilezési-reacilezési reakcidkban,
mig a receptor-kdzvetitett, megndvekedett PLA2 aktivitds egybee-
sik a gyulladésos valaszban csicsosodd sejtaktivaldssal. Jol is-
mert, hogy a citoszol PLA2 kulcs receptor-kdzvetitett szabdlyozd
helyet foglal el a gyulladdsok, magas vérnyomds €és szoveti séru-
lések lehetséges lipid kozvetitdinek bioszintetikus dtjaiban.

Az eddig izoldlt és tanulmdnyozott PLAZ-k nagy tdbbsége ext-
racelluldris formdji. Azok az inhibitorok, amelyeket extracellu-
laris PL/—\2 alapi modellekben azonositottak, nem bizonyultak a
gyulladdsok hatékony inhibitorainak in vivo. Ahhoz, hogy PLA2
inhibitorokat fejlessziink ki gyulladdsgdtldé tulajdonsdgokkal,

Ggy tlnik, hogy a gyulladds biokémiai it jdban érdekelt, legin-
kdbb kozeldlld intracelluldris PLAz-t kell alkalmaznunk modell
enzimként a konnyebben izoldlhatd extracelluldris PLA2 helyett

—t
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| Dennis: Bio/Technology 5, 1294 (1987) |



Az a lehet®ség, hogy médosuljon a receptor-kozvetitett, ci-
toszdl PLA2 aktivitds enziminhibitorok révén, elérendd cél, és
Gj terdpids lehetdségekhez vezethet az asztma, iszkémia, artri-
tisz, szeptikus sokk és a bor gyulladdsos betegségeinek kezelé-
sében. A citoszdl PLA2 aktivitds sajdtos betegségi dllapotokkal
tarsult fajlagos gdtldsdnak inaktivdldsa jelent0s felhaszndlést
nyerhet a gydgydszat teren. Ennek 3 célnak az elérésére elfszor
azonositani kell bizonyos betegségek patogenezisében érdekelt
citoszdl PLAZ—ket.

A taldlmény eljdrdst tartalmaz foszfolipdz A2 izoldldsara
lényegében tiszta formdban valmely biolégiai sejtbdl, ahol az
el jdrds az aldbbi lépésekbdl all:

a.) az emlitett sejtet 1izdljuk

b.) a sejt-lizdtumot frakciondljuk, hogy sejttormeléktdl,
organellumoktdl és membrdnoktdél lényegében mentes fehérjeszer(
oldatot kapjunk;

c.) az emlitett fehérjeszerG oldatot érintkezésbe hozzuk
olyan anicncseréld gyantdval, amely a fehérjeszer( oldatban lev®
foszfolipdz A2 kotésére képes;

d.) az emlitett foszfolipdz A2—t eludljuk az emlitett
anioncseréld gyantdrol;

e.) a d.) pontban kapott, foszfolipdz A2~t tartalmazg olda-
tot érintkezéshe hozzuk egy hidrofob kolcsdnhatd gyantéval,
amely az emlitett foszfolipaz A2 kotésére kepes,

f.) az emlitett foszfolipdz A,-t eludljuk az emlitett hid-
rofob kolcstnhatd gyantdrol;

g.) a foszfolipdz A,-t tartalmazd oldatot elkilonitjik az

egyiitt eludlodé szennyezOdésektdl molekulaméret szerinti kroma-

tografdlédssal;



h.) a g.) pontban kapott foszfolipaz Az—t tartalmazd olda-
tot egy hidroféb kodlcsdnhaté gyantdval hozzuk €érintkezésbe olyan
korilmények kozott, amelyek csak gyenge kdlcsonhatdst tesznek
lehetové a PLA2 €s a gyanta kozott.

A taldlmdny olyan polipeptiddel foglalkozik, amely az aldbbi
aminosav-szekvencidkat foglalja magdban: Leu-lLys-lLeu-Asn-Pro-Thr-
Ile-Ile-T yr-Phe-Val-Leu-Ala-Asn-Ile-Asn-Phe-Arg-Lys-Tyr-Lys-Ala-
Pro-Gly-Val-Pro és Leu-Lys-Leu-Pro-Phe-Pro-Tyr-Val-Glu-Leu-Phe-
Ile-Glu-Lys-Ile-Pro-Arg; ennek a polipeptidnek PLA2 aktivitédsa
van, és molekulatomege mintegy 100 kilodalton. A jelen talalmany
olyan polipeptiddel is foglalkozik, amely az alabbi aminosav-
szekvencidt foglalja magdban: Leu-Lys-lLeu-Asn-Pro-Thr-Ile-Ile-
Tyr—Phe—Val—Leu-Ala—Asn—I1e—Asn—Phe—Arg~Ly5—Ty;fgi;—Pro—Gly«Val-
Pro; ennek a polipeptidnek PLA2 aktivitdsa van, és molekulatdmege
mintegy 100 kilodalton. A taldlmany tovébbd olyan polipeptiddel
is foglalkozik, amely az aldbbi aminosav-szekvenciat foglalja
magdban: Leu-Lys-Leu-Pro-Phe-Pro-Tyr-Val-Glu-Leu-Phe-Ile-Glu-Lys-
Ile-Pro-Arg; ennek a polipeptidnek PLA2 aktivitdsa van, és mole-
kulatomege mintegy 100 kilodalton. A taldlmdany tovabbd foglalko-
zik egy olyan polipeptiddel, amelyet az 1. igénypont szerinti
eljérdssal tisztitunk, PLA2 aktivitdsa van, és molekulatdmege
mintegy 100 kilodalton.

Az 1. &bra az SDS poliakrilamid gélelektroforézis eredmé-
nyeit mutatja be. Az egyes csikok a taldlmdny szerinti eljards
egyes lépéseinek tisztitdsi hatdsdat mutatjak be.

A 2. &4bra azt mutatja be, hogy a taldlmdny szerinti tiszti-
tott fehérje kozvetlen korreldcidban van a maximdlis PLA2 akti-

vitdssal.

A 3. &4bra a koncentrdcié hatdsdnak diagramja, amely azt



mutatja be, hogy a taldlmany szerinti PLA2 Caz+—nggé, €s maxi-
malis enzimaktivitdsat lfimél/l alatti CaQ+ koncentrdcidndl éri
el.

A 4. dbra a taldlmdny szerinti PLA2 cianogén-bromidos hasi-
tisi termékeit mutatja be, miutdn e termékeket SDS poliakrilamid
gélelektroforézisnek vetettik ald.

Egyik kiviteli mdédjdban a Jelen taldlmdny olyan eljdrdst
nydjt, amellyel a citoszdl PLA2 tobb, mint 10000-szeres tiszti-
tdsdt érhetjik el az U937 human monoblaszt sejtvonalbdl kiindulva.

A PLAz—nek ez az Uj formdja olyan modellvizsgdlatokhoz alkalmas,
amelyek gyulladdsellenes vagy anti-iszkémids tulajdonsdgokkal
biré vegyilleteket azonositanak. A szakterilet jelenlegi dllédsa
arra utal, hogy azok a vegyiletek, amelyek a lizofoszfolipidek
képzodésében, valamint az eikozanoidok és PAF-ok bioszintetikus
(tjdban szabdlyozdé helyet elfoglald specidlis PLAZ—t szelektiven
gdtoljdk, gyulladdsgdatld és anti-iszkémids gydgyszerek kivdlé
jeloltjei lehetnek.

A taldlmény szerinti eljdrds azzal kezd6dik, hogy 1lizdéljuk

azokat a sejteket, amelyek a citoszdl PLAZ—t tartalmazzdk. Minden

sejt tartalmazza a PLA, valamilyen formdjédt, és annak kivdlaszté-
sa, hogy melyik sejttipust haszndljuk, nagy mértekben figg a sejt
dltaldnos szeerepétdl a testben. A citoszdl PLA2—t illetben, amely
részt vesz az eikozanoid és PAF termelés szabdlyozdsdban, azok a
sejtek az eldnydsek, amelyek az immunrendszert alkotjdk. Meg
elénydsebb sejttipusok a mieloid eredetd sejtek, amelyek kozvet-
leniil érdekeltek a gyulladdsos vdlaszban. A vérlemezkék, neutro-

filok, makrofdgok, monocitdk és az ilyen sejtekb0l szdrmazd sejt-

vonalak jé példdk a nagy mértékben eldnyos sejtekre. A sejtvona-



lak gyakran nem az érett sejttipusbdél szdrmaznek ; ezek gyakran in-
kdbb olyan sejtekb6l fejlodnek ki, amelyek a differencidlédé
bssejtekbOl alakulnak ki. A differencidldddsi folyamat sokféle
sejtet foglal magdban, amelyek az dssejtekb6l alakulnak ki és az
érett sejttipusban érik el cslcspontjukat. Ennek a leirdsnak a
céljdra a differencidldddsi folyamaton beliili sejteket prekurzor
sejteknek nevezzik.

A kivdlasztott sejttipust megfelelé'mennyiségben kell bizto-
sitani, hogy képesek legylink megtisztitani az ebben a sejttipus-
ban taldlhatd adott citoszél PLAZ—t. A sziikséges sejttomeg ter-
mészetesen fiigg a keresett PLA2 koncentrdcidjdtol a sejten belil.
Mivel a citoszél PLA2 igen csekély koncentrédcidban taldlhaté a

11 12

sejten belll, tipikusan 10°"-10 Osszes sejt sziikséges, hogy

nekikezdhessilink a taldlmany szerinti eljdrdsnak. fgy az in vitro
sejttenyésztés az eldnyds eljdrds arra a célra, hogy nagy szamd
sejthez jussunk a taldlmdny gyakorlati kivitelezéséhez. Az ilyen
technikdk j61 ismertek a szakterlileten és sokféle mddon kivitelez-
het6k. A véraddsbdl szdrmazd vérlemezkék izoldldsa azonban szin-
tén eldnyds eljdrds megfeleld mennyiségl olyan sejt beszerzésére,
amellyel a taldlmdny szerinti eljdrds gyakorlatilag megvalésit-
hatg.

Miutdn novesztettik és kinyertik, a kivdlasztott sejteket
kilonbdz6 eljdrdsokkal lizdlhatjuk, beleértve (de nem csak
ezekre korldtozva) az enzimes bontdst, kémiai 1iz414st, ozmotikus
éokkot, mechanikus zuzdst, ultrahangos kezelést, és nyomdsi sok-
kot. El6nyGs 1izdldsi eljdrédsok a mechanikus eljdrdsok, és kii-
1dndsen eldnyds a nyomdsi sokk. A nyomdsi sokk legelénydsebb
formdja a sejtek szétzizdsdra a nitrogén kavitdcid. A nitrogén

kavitacidval a lizist dgy hajtjuk végre, hogy a sejtszuszpenzidt



kevertetett sejtzizdo bombdba helyezzik és nitrogénnel 20 percre
nyoméds ald helyezzik mintegy 4.106Pa értéken. A nyomdst azutdn
hirtelen kiengedjik, €s ezzel a sejtek szétrobbandsat ideézzik el6.

A lizdldsi munkamenetet (a.) 1épés) a legjobban egy vagy tobb
protedz inhibitor jelenlétében hajtjuk végre fizioldgids puffer-
ban. Ha igy tesziink, a rendkiviil csekély mennyisegl citoszdl
PLA2 denaturdldddsa és lebomldsa minimdlis lesz. Sokféle, keres-
kedelmi forgalomban kaphatdé protedz inhibitor 4&ll rendelkezésre.
Ezekre (a korlétozds igénye nélkiil) példdk lehetnek az antipain,
alfal—antitripszin, aprotinin, besztatin, kimosztatin, cisztatin,
leupeptin, pepsztatiﬁﬁ, fenil-metdnszulfonil-fluorid (PMSF), és
a tripszin inhibitor (Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana).
Az eldnyds protedz inhibitor kombindcidé a PMSF (1 mmél/1), leu-
peptin (1ookmmél/1), €s pepsztatié& (100 Mmé1/1), 2 mmél/1 etilén-
diamin-tetraecetsav jelenlétében.

A b.) lépésben a 1lizdtumbdél oldhatd és szemcsés frakcidkat
készitiink, hogy megkonnyitsiik az ez utdn kdvetkezd tisztitasi
1épé§eket. A sejttormelék és az organellumok eltdvolitdsa az old-
hatd frakcidébdél a citoszol fehérjék (beleértve a PLAz—t) olyan
oldatdt eredményezi, amelyet tovdbb lehet tisztitani. Az elo-
nyos frakciondldsi technika az ultracentrifugdlds, bdr az elkilo-
nités més modszerei is beleillenek a taldlmdny szerinti eljdrds-
ba, pl. a tdbbszori szires.

A c.) lépés folytatja az izoldlést, a PLAZ—t tartalmazé ol-
datot érintkezésbe hozva valamely anioncseréld gyantdval. Azok
a7z elkilonitési technikdk, amelyek a moleula ion-toltéseit hasz-
nositjsk, a szakterileten jél ismertek. Egy alapvetd munka, amely

leirja a technika 411dsdt a fehérjetisztitdsban, és amely hasznos



a jelen taldlmdny megértésében, a kovetkezd: Scopes R.K.: Pro-
tein Purification. Springer-Verlag Inc., New York (1982). A c.)
lépést egyedi tételekben 1is végrehajthatjuk; azok azonban, akik
a szakterilleten jartasak, tudjdk, hogy ezt é lépést a legjobban
oszlopkromatogrdafidval (column chromatography; CC) lehet elvégez-
ni. Sza&mos anioncseréld gyanta van kereskedelmi forgalomban, €s
alkalmazhaté a jelen taldlmdny céljaira. Az ilyen gyantédkra pél-
ddk lehetnek a Fast Flow Sepharose Q (Pharmacia), Cellfine A-800
(Amicon) és Silica PAE (Amicon). A legeldnyosebb gyanta a Fast
Flow Sepharose Q. Az eldnyds kotd és mosdé puffer az alabbi:
150 mmél/1 NaCl, 2 mmdl/1 2-merkapto-etanol (2-ME), 1 mmél/1 eti-
lén-bisz(oxi-etilénnitrilo)tetraecetsav (EGTA), és 25 mmél/1
trisz.HC1 (pH 8).
| Miutdn a keresett PLAZ—t ionocs Gton a gyantdhoz kotottik

és a szennyez0 fehérjéket kimostuk, a PLAZ—t eludlni kell a
gyantdbol. A d.) lépést ugy hajtjuk végre, hogy megvdltoztatjuk
a puffer ionos tulajdonsdgait olyan médon, hogy a puffer ionok
kiszoritsdk a PLAZ—t a gyantdbdél. A puffer lépésenkénti
megvdltoztatdsa az elucids korilményekhez a taldlmany szerintl
eljarasnak megfelel. Azok azonban, akik a szakteriileten jdrtasak,
tudjék, hogy az elucidés puffer gradiens elonyGsebb, mivel nagyobb
elvdlasztds érhetd el az eludlt fehérjék kozott. A legeldnyOsebb
gradiens 100 % kitd és mosdé pufferral kezd6dik és linedrisan ha-
lad a 100 % elucidés putfer felé | 500 mm61/1 NaCl, 2 mmél/1 2-ME,
1 mmél/1 EGTA, 25 mmél/1 trisz.HC1(pH 81]. Az oszlop eludléséat
eléonyosen kivetjik 280 nm-nél mért abszorbancidval a frakciodk
szedése kozben.

A d.) lépésben kapott frakcidkat vizsgdlhatjuk PLA2 aktivi-

tédsra, és standard technikdkkal koncentrdlhatjuk. Az eldnyds kon-



centrdldsi technikdk olyan gyengédek, hogy az enzimek nem dena-
turidldédnak és oldott ionok eldnydsen nem koncentrdlddnak. El6Gnyo-
sek azok a standard koncentrdldé munkamenetek, amelyek molekulame-
ret szerint szétvdlasztd és somentesitd géleket alkalmaznak; ilye-
nek pl. a Sephadex G-25 vagy 6G-50, vagy a Biogel P30 vagy P60.

A kilonosen elényds koncentrdld eljdrdsok az ultraszdrési techni-
kédkon alapulnak. A kereskedelmi’® forgalomban szdmos ultraszire-
ses koncentrdld egység taldlhatd, pl. egy kevertetettcella YM30
membrénnal (Amicon).

A PLAZ—ﬁ tartalmazd koncentrdlt mintdt tovdbb tisztitjuk
az e.) lépésben egy hidrofob kolcsdnhatdé gyanta segitségével.

Az ilyen gyantédk j61 ismertek a szakterlleten, ezeket arra hasz-
néljak, hogy a fehérjéket a hidrofdb tulajdonsdgaik alapjan
tiszitsdk, amely tulajdonsdgok hozzdtartoznak a szdéban forgo
molekuléhoz. Az ilyen gyantédkra példdk lehetnek (a korldtozds szdan-
déka nélkiil) a Phenyl-Superose (Pharmacia), Phenyl-Sepharose
(Pharmacia), és Hydropore HIC (Rainin). Megfeleld pufferoldsi
kortilmények kozott a PLA2 a hidrofdb kdlcsonhaté gyantdhoz kotd-
dik és‘a nem kotddd egyéb fehérjék kimosdsa utdn, eludlhato az
oszloprél kdéros bomldsi hatdsok nélkul.

Azok, akik a szakteriileten jértasak, tudjdk, hogy az e.)
1épést a CC eljdrdssal (oszlopkromatogrdafia) eldnyds végrehajtani.
Az elfdnyds hidrofob kGlcsdnhaté gyanta a Phenyl-Superose, és az
elonyts koto pufferdsszetétele az aldabbi: 500 mmdl/1 NaCl, 2 mmél/1
2-ME, 1 mmél/1 EGTA, 25 mmél/1 trisz.HC1(pH B8). El6ny8s, ha az
f.) lépésben a PLAZ-t linedris gradiens alkalmazdsdval eludljuk,
100 % kotd pufferral kezdve és kifejlesztve 100 % elucids puf-

terig [50 % etilénglikol vizben, 2 mm61/1 2-ME, 1 mmél/1 EGTA,
25 mmél/1 trisz.HC1(pH B)T. Az oszlop eludldsdt elonydsen kovet-




jik 280 nm-nél mért abszorbancidval, mikOzben frakcidkat gylj-
tink. A kapott frakcidkat meg kell vizsgdlnunk PLA2 aktivitdsra
6s koncentrdalnunk kell, amint fentebb leirtuk, mieldtt belekez-
denénk a taldlmdny szerinti eljdrds kdvetkezd lépéseébe.

Az eljards g.) lépése tovdbb tisztitja a PLAZ—t tartalmazé
mintat molekulaméret szerinti szétvdlasztdsi technikdkkal. Ezt a
lépést csak akkor eldnyds lefolytatni, ha minimum 5 mg feherjet
izoldltunk az f.) l1épésb6l. Ha a g.) lépés eldtt szikségessé
vdlik a mintdk Osszegyiljtése, az izoldlt anyagot kdros hatdsok
nélkiil tdrolhatjuk 4°C hémérsékleten akdr harom hétig is, ha a
koncentrdcidé 2 mg/ml-nél nagyobb. Az enzimesen aktiv fehérjek
molekulaméret szerinti szétvdlasztdsdn alapuld tisztitdsat sok-
féle eljdréssal valdsithatjuk meg, igy pl. (a korldtozéds szan-
déka nélkiil) szlréssel, dializissel, sdrliség-gradienssel vagy
gélelektroforézissel.

Az elényds molekulaméret szerinti szétvdalasztasi eljédrds a
gélsziirés. Szdmos kereskedelmi forgalomban levd gyanta é€s oszlop
alkalmas erre a célra és haszndlhatdé ebben a taldlmdany szerinti
eljérasban. Az ilyen gyantdk kozott taldljuk (a korldtozds szén-
déka nélkiil) a Superose 12, Superose 6, Sephadex G-200 (Pharmacia),
6a Bio-Gel P-300 (BioRad) gyantdkat. A legeldnyodsebb gyanta a Su-
perose 12. Sokféle kilonbozd puffer elfogadhatd a gélsziréses
el jérdsokhoz, a tisztitandd molekula jellemz6itdl fiiggden. A ta-
14lmény szerinti PLAZ—hbz az elényds gélszGrd puffer az aldbbi:
30 % etilénglikol vizben, 150 mm61l/1 NaCl, 2 mmél/1 2-ME, 1 mmél/1
EGTA, 25 mm6l/1 trisz.HC1(pH 8).

A molekulaméret szerinti szétvdlasztds el6tt az f.) lépés-

ben kapott koncentralt, PLA2 -t tartalmazé mintdn az olddszert



ugyanarra az oldészerre csereljik le, mint amellyel a molekula-
méret szerint szétvdlasztdé oszlopot elb-egyensilyoztuk. A PLAQ—t
tartalmazd mintan az olddszert sokféle ismert technikdval lecse-
rélhetjik, pl. (a korldtozds szdndéka nélkil) dializissel

6s a koncentrdldst kovetd higitdssal.

A h.) lépés az eljdrds utolsé lépése; ez a taldlmdny szerinti
PLA,-1 homogenitdsig tisztitja. A g.) lépésben kapott, PLA,-1
tartalmazé oldatot hidrofdb kolcsdnhatd gyantdval hozzuk érint-
kezésbe olyan pufferoldsi koriilmények kozott, amelyek csak gyenge
kolcstnhatdst tesznek lehetdvé a PLA2 €s a gyanta kozott. Azok
a hidroféb kdlcsonhatd gyantdk és oszlopok, amelyek megfeleldk €s
eldnydsek voltak az e.) lépésben, ebben a lépésben is alkalmasak.
Optimélis pufferoldsi korilményeket alkalmazva a PLA2 dtjutdsa a
gyantdn keresztil gdtolt, mikOzben a szennyezd molekuldk vagy a
gyantdhoz kotodnek, vagy akaddlytalanul keresztildramlanak a
gyantén. Akik a szakterileten jdrtasak, tudjdk, hogy a h.) 1é-
pés végrehajtdsdra az oszlopkromatografia (CC) az elényds eljdrds.
Az eldnyds puffer, amelyben a PLA,-1 tartalmazd mintdt a h.) 1é-
péshez elbkészitjlik, és amellyel az oszlopot futtatjuk, az aldb-
bi: 150 mmél/1 NaCl, 2 mmél/1l 2-ME, 1 mmdl/1 EGTA, 25 mmdl/1
trisz.HC1(pH B). Fontosnak tartjuk megjegyezni, hogy a PLA2 ezek
kozott a pufferoldsi korilmények kozott gyengén kotddik a gyan-
tdhoz, és a mosédsi fdzis sordn elhagyja a gyantdt. A mosdsi fo-
lyamatot kigvetdo gradiens elucid nem esszencidlis lépése az elja-
rédsnak, és csak akkor feltétlenil szikséges, ha az oszlopot meg
akarjuk tisztitani a kovetkezd felhaszndldshoz. Akdrcsak az el6z6
1épésekben, az oszloprol lejovd frakcidkat meg kell vizsgdlni PLA2
aktivitasra, és azokat a frakcidkat, amelyek cslics-aktivitdast mu-

tatnak, egyesiteni és koncentrdlni kell, amint fentebb tdrgyaltuk.



Az aktiv citoszdl PLAZ—t, amelyet a taldlmany szerinti elja-
réssal homogenitdsig tisztitottunk, sokféle mdédon tarolhatjuk.
Azok az eldnyds téroldsi eljdrdsok, amelyek nem hatnak kdrosan a
tisztitott PLA2 enzimaktivitdsdra. A szakterileten szdmos téro-
14si eljdrds ismeretes, beleertve pl. a tdroldst tartdsitd puffer-
ban, vagy a tdroldst liofilezett porkent 4°c,-20°C vagy -70°C hé-
mérsékleten. A taldlmany szerinti PLA, tdroldsdnak legelGnyOsebb
médja a tarolds oldatban -20°C hémérsékleten, ahol az oldatot e
célra az aléabbi mdédon készitjik el. Egy rész végsO oszlop puf-
fert (amely a PLAz—t tartalmazza) Osszekeverink 2 rész aldbbi ol-
dattal: 75 % glicerin/25 % puffer [150 mmé1/1 NaCl, 1 mmél/1 EGTA,
25 mm6l/1 trisz.HC1(pH 8)]. Ehhez 2-ME-t adunk olyan mennyiségben,
hogy végs6 koncentrdcidja 2 mmé1l/1 legyen.

Az alébbi kiviteli példdk segitenek megismertetni a taldl-
many szerinti eljdrds gyakorlati kivitelezéset és bemutatjdk a
taldlmdny dltal oltalmazott PLA2 enzimek jellemzOit.

1. pelda

U937 sejtek tenyésztése

A huméan leukémia monoblasztoid sejtvonalat az American Type
Culture Collection-t6l (ATCC) szerezziik be. A sejtvonal a tdrzs-
gyiijtemény &llandd tagja, €s bdrki szdmdra rendelkezésre all
ATCC CRL 1593 depondlési szdmon. Az U937 sejteket DMEM/F-12 te-
nyészetben tartjuk fenn (kereskedelmi termék: GIBCO Laboratories,
Grand Island, New York), amely az aldbbiakkal van kiegészitves
5 % borjdembrié szérum (HyClone Laboratories, Logan, Utah), 4 mmél/1
L-glutamin (Tanabe USA, San Diego, Kalifornia), 0,02 % Pluronic
F-68 (BASF Corporation, Parsippany, New Jersey), 1 mmdl/l CaCl,,
SO‘Wg/ml tobramicin (Eli Lilly and Company, Indianapolis, In-

diana), 20 mm6l/1 HEPES (USB, Cleveland, Ohio), 2,2 g/1 NaHCO3>



lOOIwmél/l etanol-amin (Sigma Chemical, St.lLouis, Missouri).
A.) Felengedtetési munkamenet.

Az ATCC-t6l kapott ampulldt, amely 1 ml sejtszuszpenzidt
tartéhmt, kivesszik a szdrazjeges tartdlybdl és élénken keverte-
tett 37°C homérsékletd viszrdébe'helyeZZUk, és ott tartjuk, amig
a jég felolvad. Ett61 a ponttdl kezdve minden miveletet steril
technikdkkal végzink. Az ampulldt kinyitjuk, tartalmét kivesszik,
¢s 15 ml-es, steril kupos centrifugacsdbe visszik dt. 9 ml tédp-
kozeg hozzdaddsa utdn (37°C homérsékleten) a csdévet 1000 fordu-
lat/percnél centrifugdljuk 10 percen &t asztali centrifugén
(Bamon/IEC DBivision, Needham Heights, Massachussets). A tdpkd-
zeget dekantéljuk €s a sejtiledéket djra szuszpenddljuk 50 ml
t4pkozegben (37°C homérsékleten), majd dtvisszik egy T-75 tipusd
szbvettenyészt6 lombikba (Corning Glass, Corning, New York); ezt
azutéan 37°C homérsékletd inkubdtorba helyezzik, amely 5 % C02—95 %
levegd arédnyra van kiegyensllyozva (Forma Scientific, Marietta,
Ohio).
B.) A sejtek nidvesztése

Amikor a sejtszam eléri a 1—1,5.106

sejt/ml-t, amint ezt
Coulter Counterrel meghatdrozzuk (Coulter Electronics, Hialeah,
Florida), a tenyészetet dtvisszik 450 ml friss ndvesztd tépkb—
zegbe (igy oOsszesen 500 ml lesz), 500 ml-es steril mikrohordozd
keverd lombikba (Bellco Biotechnology, Vineland, New Jersey), és
50 fordulat/perccel kevertetjik mikrohordozé mdgneses keverd al-
kalmazdsdval, 5 %-o0s C02 inkubdtorban 3508 homérsekleten. Amikor
a sejtslrGség eléri az 1—1,5.106 értéket, az 500 ml-es sejtszusz-
penzidt 5,5 liter tdpkozegbe visszik &t 379C hémérsékleten 6 1i-

teres mikrohordozd keverdlombikba (Bellco). A keverdlombikba

0,2 mikron nyildsd szlGrok illeszkednek (Gelman Sciences, Ann
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Arbor, Michigan) udgy, hogy a fejteret folyamatosan el lehessen
14tni gdzzal, mégpedig az aldbbi keverékkel: 5 % szén-dioxid,

25 % oxigén, 70 % nitrogén. A keverést 50 fordulat/perccel vé-
gezzuk 379C homérsékleten. Amikor a sejtsirliség eléri az 1-1,5.106
sejt/ml értéket, az 5 liter sejtszuszpenzidt mintegy 36 liter tép-
kozegbe helyezzik 37°C homérseékleten steril 36 literes rendszer-

ben [Biotech Overhead Drive System (Bellco) . A tenyészeten gazt,
mégpedig 70 % nitrogént, 25 % oxigént, és 5 % szén-dioxidot tar-
talmazd gdzt dramoltatunk, egy sterilitdst biztositd nyildsd
szGr6n keresztil. Az oldalnyildsok egyikén keresztil Pasteur pi-
petta illeszkedik, ezen keresztiil is gézt dramoltatunk, az dram-
14st 5-10 buborék/mésodperc mennyiségre dllitva be. A tenyészetet
6-7 fordulat/perccel kevertet]jik és 37°C homérsékleten inkubdaljuk.
Naponta végzink sejtszédmldlédst, és amikor a sejtsiriség eléri a
mintegy 1.106 sejt/ml-t, a tenyészeten nagyon kis sebességgel
100 % oxigént dramoltatunk at.
C.) Kinyerési munkamenet

Amikor a tenyészet eléri a 2-3.10° sejt/ml sdrdséget, a no-
veszt6 edény tartalmét steril, 50 literes ballonba (Nalgene,
Rochester, New York) visszik 4t. A ballont lefedjik es 49C ho-
mérsékleten tdroljuk mintegy 48 d6rdn at, hogy a sejteket hagyjuk
a tartdly fenekére leiilepedni. Ezutdn minden lépést 4°C homérsék-
leten végzink, és steril miveletek nem szikségesek. A tdpkdzeg
legnagyobb részét a ballon tetejérdl leszivjuk és eldobjuk, €s
csak 5-6 liter sejtszuszpenzidt hagyunk meg. A ballont megfor-
gatjuk, hogy a sejteket uUjra szuszpenddljuk a tédpkozegbe, €s a
sejtszuszpenzidt 6 db 1 literes centrifugaedénybe (Nalgene,

Rochester New York) ontjiik dt. Az edényeket 30 percen 4t cent-

rifugdljuk 2500 fordulat/percnél IEC centrifugdban (Damon/IEC,



Needham Heights, Massachussets). A feliiliszét eldobjuk, és a
sejteket két liter alabbi Osszetételld oldattal mossuk: 140 mmél/1
NaCl, 5 mmél/1 KCl, 2 mmdl/l etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA),
25 mmél/1 trisz.HC1 (pH 7,4). A mosott sejtiledékeket egyesit-
jiik és Ujra szuszpenddljuk 108 sejt/ml srdségre (mintegy 10 mg/ml
fehérje) az alabbi oldatban: 150 mmél/1 NaCl, 2 mmél/1 EDTA, 50
mmél/1 trisz.HCl, 100 mdl/1 leupeptin (pH 8); ilyen mdédon mintegy
500 ml sejtszuszpenzidt, vagyis 5 g sejtfehérjét kapunk.

2. példa

A foszfolipdz A2 tisztitdsa

A.) Az U937 citoszdél frakcid el6dllitdsa:

1 mmél/1, illetve 100 m6l/1 PMSF és pepsztatin hozzdadédsa
utédn (olyan kombindlt metanolos todrzsoldatbsl, amely 200 mmél/1,
illetve 20 mmdl/1 koncentrdcidjd), a sejteket dtvisszik egy eld-
hdtétt Parr sejtzuzé bombdba (Parr Instr.Co., Moline, Illinois),
magneses keverdvel kevertetJjuk 4°C hémérsékleten 20 percen ét'a.loé
Pa nitrogénnyomédson, és lizdljuk a nyomds kiengedésével. A sejt-
lizdtumot centrifugdljuk (1500 000 xg, 60 perc, AOC), és az igy
létrejovd felildszot Osszegylijtjik. Az oszlopkromatogrdfia eldott
ezt a sejt-extraktumot szlrjiik el6szor sejtkenddn keresztiil, majd
Millipak-40 szdrén (0,22J&m, Millipore, Bedford, Massachussets),
vdltoztathatd sebességl perisztaltikus szivattydt alkalmazva.

B.) Sepharose Q anioncseréld kromatogrdfia

A citoszél frakcidt (2-3 g fehérje) 3,2 x 14 cm-es Fast Flow
Sepharose Q oszlopra (Pharmacia) visszik fel, amely oszlopot el6-
z6leg 6 ml/perc sebességgel kiegyensilyoztunk az aldbbi oldattal:
150 mmé1/1 NaCl, 2 mmél/1 2-ME, 1 mmél/1 EGTA, 25 mmél/1 trisz.HCI
(pH 8). Az oszlopot 500 ml ugyanilyen Osszetételd pufferral mos-

suk, és az eluciét dgy végezzik, hogy 1500 ml linearis ségradienst



fejlesztink ki 2 mmél/1 2-ME-t, 1 mmél/1 EGTA-t és 25 mmél/1
trisz.HCl-t tartalmazd oldatban, 150 mmdl/1 és 500 mmél/1 NaCl
hatdrok kozott, és 12 ml-es frakciokat gyidjtink. Az oszlop-elud-
tumokat 280 nm abszorbancidndl mérjik (AUF 2,0), és az egyes
frakciokbdl 2 vl-es alikvotokat meérink PLA2 aktivitédsra. A PLA2
mintegy 380 mmdl/1 NaCl-nél eludlddik, a 47-56. frakciodkndl %120 ml).
Ezeket a frakcidkat Osszegyijtjik és 25 ml-re koncentrdljuk, Ami-
con ultrasz(rd kevertetett celldt alkalmazva YM 30 membrénnal.
C.) Hidrofdb kolcstnhatd kromatogrédfia

Az anioncseréld gyantdrol lejovd koncentrdalt csidcsfrakcidé-
kat Phenyl-Superose HR 10/10 oszlopra (Pharmacia) visszik fel,
amelyet az aldbbi oldattal eld-egyensdlyozturk: 500 mm6él/1 NaCl,
2 mm6l/1 2-ME, 1 mmé1l/1 EGTA, 25 mm6l/1 trisz.HC1(pH 8); 1 ml/perc
dramléasi sebességet alkalmazunk és 4 ml-es frakcidkat gyujtink.
Miutén az - oszlopot dtmostuk 120 ml azonos oOsszetételd puffer-
ral, 120 ml linedris gradienst alakitunk ki 0,75 ml/perc dramlési
sebességgel, 1 rész oszlop-puffert és 1 rész elucids puffert
[50 % etilénglikol, 2 mmél/1 2-ME, 1 mmél/1 EGTA, 25 mmél/1 trisz.
HC1 (pH B)j alkaléazva . Az oszlop eludtumdt 280 nm-es abszorban-
cidval kovetjik, és az egyes frakcidkbdl 2 +{1l-es alikvotokat
vizsgdlunk PLA2 aktivitdsra. A PLA2 széles cslcsként eludldédik a
15-45 % etilénglikol tartomdnybdl, a 32-52. frakcidkbdl (40 ml).
Ezeket a frakcidkat Osszegytijtjlik, eldszor Amicon kevertetett
celldakban (YM 30 membrdnnal), majd Centricon -30 mikrokoncentrd-
torokban (Amicon) koncentrdljuk, Ujra szuszpenddljuk 15 térfogat
alabbi ©sszetételd oldatban: 30 % etilénglikol, 2 mmdl/1l 2-ME,
150 mmo6l/1 NaCl, 1 mmdél/1 EGTA, 25 mmél/1 trisz.HC1(pH 8), majd

Gjra koncentrdljuk 2 ml-re.



D.) Superose 12 gélszlrés

A hidroféb kdlcsonhatd oszlopokbdl kapott koncentrdlt csdcs-
frakcidkat (mintegy 5 mg fehérje) dsszegyiujtjlik és kromatografdl-
juk egymdssal sorba kapcsolt Superocse 12 oszlopokon (mindegyik
1,6 x 50 cm), amelyeket eldz6leg az aldbbi oldattal egyensidlyoz-
tunk ki: 30 % etilénglikol, 2 mmél/1 2-ME, 150 mmél/1 NaCl, 1 mmdl/1
EGTA, 25 mm6l/1 trisz.HC1(pH 8);az dtdramldsi sebesség 0,15 ml/perc,
és 1,5 ml-es frakcidkat gyujtink. Az oszlop-eludtumokat 280 nm-nél
mért abszorbancidval kdvetjiik, és az egyes frakcidkbdl 2all-es
alikvotokat mérink PLA2 aktivitdsra. Az enzimaktivitds a 38-47.
frakcidkban eludldédik (15 ml). Ezeket a frakcidkat 0sszegyijtjlk
és mikrokoncentrdtorokban (Amicon) koncentrdljuk. A koncentrdlt
mintdkat (mintegy 80 M1 koncentrdtoronként) egyenként Gjra szusz-
penddljuk 2,5 ml aldbbi Gsszetételd oldatban: 150 mmél/1 NaCl,
2 mmél/1 2-ME, 1 mmél/1 EGTA, 25 mmél/1 trisz.HC1(pH 8) (igy a
végsd etilénglikol koncentrdcid £1 %), djra koncentrdljuk mintegy
Smel—re, majd Osszegyiljtjiik, 1Igy kapunk £ 650 /1 végsé térfogatot.
E.) Hidroféb k&lcsdnhatdé kromatogréfia

A gélsz(rd oszlopbdl kapott koncentrdlt mintdt (mintegy 1 mg
fehérje) 1 ml-re higitjuk az aldbbi oldatot alkalmazva: 150 mmél/1
NaCl, 1 mmél/1 2-ME, 1 mmdél/1 EGTA, 25 mmél/1 trisz.HC1(pH 8). A
mintdt Phenyl-Superose HR 5/5 oszlopra (Pharmacia) visszik fel,
amelyet eldzdleg ugyaanolyan pufferral egyensidlyoztunk ki, mint
amelyet a higitdshoz haszndltunk; 0,25 ml/perc dramlédsi sebessé-
get alkalmazunk és 0,5 ml-es frakcidkat gyijtink. Az oszlop moséd-
sa utdn B8 ml ugyanilyen pufferral 10 ml linedris gradienst al-

felhaszndlva

kalmazunk 0,25 ml/perc dramldsi sebességgel,\egy rész oszlop-

puffert és .egy rész elucids puffert [50 % etilénglikol, 2 mmdl/1

2-ME, 1 mmél/1 EGTA, 25 mmél/1 trisz.HC1(pH B8)|. Amint korébban



tdrgyaltuk, elucid csak akkor szilkséges, ha helyre akarjuk 4lli-
tani az oszlopot az Gjabb felhaszndldshoz. Az oszlop eludtumot .
280 nm-nél mért abszorbancidval kovetjik, és az egyes frakciokbol
2 Ml-es alikvotokat merink PLA2 aktivitdsra. A PLA2 aktivitds a
7-20. frakcidkban tdnik fel (7 ml). Ezeket a frakcidkat Ossze-
gyijtjlk, koncentrdljuk mintegy 60 ptl-re, eldszor Centricon-30 .
mikrokoncentrdtorokat (Amicon), majd Ultrafree-MC 10000 NWWL szd-
réegységet (Millipore, Bedford, Massachussets) alkalmazva. Mintegy
100 A9 fehérjét nyertnk ki.
F.) Eredmények

Az 1. tdblézat Osszefoglalja a taldlmdny szerinti 1. és 2.
példakban ismertetett eljdras eredményeit. Az adatokat kombindlt
tisztitdsokbdl alakitottuk ki, két 40 literes készitményyt tisz-
titva az f.) lépésig, majd ezeket egyesitve a g.) és h.) 1lépé-

sekhez.



1. TABLAZAT

Az 1. igénypont lépései Fehérje Fajlagos Osszes kit@r— tisztitds

(mg teszes)  (nE/mg) PLA, ' e"/ol) o (hényszor os)

(vE)

2 N, kavitacic 15621 0.05 748 - _
b) UC 150,000xg 6066\ 0.31 1882 100 3
c)éesd) Q-SEpharose 292 3.74 1095 58 31
eg)és f) Phenyl-Superose 6.3 76.0 529 29 630
g) Superose 12 0.5 517 265 14 4289

h) Phenyl-Superose < 0.1 >1722 172 9 14278
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Az 1. édbra egy 12 %-os redukald korilmények kozt végzett SOS

poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) futtatds reprodukcidja
Laemmli szerint LLaemmli: Nature 227,

680 (1970)1. A gél egyes vonalai azokat e fehéerjemintdkat mutat-
jdk, amelyeket a taldlmdny szerinti egyes tisztitdsi lépések
eredményeként izoldltunk. A 7. vonal azt mutatja, hogy a taldl-
many szerinti eljdrds eredményekeppen izoldlt PLA2 lényegében
tiszta, és molekulatdmege mintegy 100 kD.

A 2. 4bra a taldlmdny szerint tisztitott PLA2 nem-denaturdlo
poliakrilamid gélelektroforézisét mutatja be. Egy pdrhuzamos, fes-
tetlen F’LA2 vonalat 20 szeletre hasitunk €s az egyes hasitékok
tartalmdt eludljuk a gélrol 4°C homérsékleten egy €jszakdn dt az
alabbi oldatban: 1 % CHAPS, 150 mmél/1 NaCl, 2 mm6l/1 2-ME, 1 mmél/1
EGTA, 25 mmél/1 trisz.HC1(pH 8) + 2 mg/ml szarvasmarha szérum al-
bumin. Az eludtumokat PLA2 aktivitdsmérésnek vetjik ald, hogy a
taldlmény szerinti eljdrdssal tisztitott fehérje valdban a PLA2
enzim. A 2. 4bra bemutatja, hogy a primer fehérje-csik a gélen
vildgosan egybevag a PLA2 cstics aktivitdsdval.

A 3. dbra a PL/-\2 aktivitds-vizsgdlat eredményeit abrdzolja,
ahol vizsgdljuk az izoldlt termék Ca2+ igényét. A filiggvénygorbe
két kilonbozod vizsgdlatot képvisel, amelyek vildgosan mutatjék,

hogy a taldlmdny szerinti PLA2 Ca2

Tt igényel az aktivitédshoz, és
maximumdt mintegy 800 nmdl/1 Ca 2+ koncentrdciondl éri el. Ez az
észlelés egyedi a taldlmédny szerinti PLAz—rﬁl leirtédk, hogy
maximdlis aktivitdsa 1 mmdl/1 Ca2+ koncentrdcié folott van.

3. PELDA

Aminosav szekvenciaelemzés

Egy modellkisérlet megdllapitotta, hogy az izoldlt PLA2 ami-

notermindlisa blokkolva van, és ez nem teszi lehetdévé az N-termi-



ndlis aminosav-szekvenciaelemzést. Ez az észlelés nem vdratlan,
mivel jél1 ismert, hogy a citoplazmds fehérjék gyakran el vannak
z4arva az ilyen tipusd elemzéstdl. Részleges aminosav-szekvencid-
kat kapunk olyan mdédon, hogy az enzimet SDS-PAGE utdn cianogén-
bromiddal (CNBr) hasitjuk. A hasitott PLA,-t azutdn djbdl fut-
tatjuk SDS-PAGE-on, elektromos udton at visszik a foltokat fehér-
jekotd membrdnra, majd aminosav szekvenciaelemzésnek vet]ik ald.
A. SDS-PAGE

20 M1 koncentrdlt (4x) minta puffert_[B % SDS, 40 % glice-
rin, 20 % 2-ME és 400 mmdl/1 trisz.HC1(pH 8)] osszekeveriink 60 m1,
a Phenyl-Superose 5/5 oszloprdél szdrmazd koncentrdlt frakcidval,
és inkubdl juk 60°C homérsékleten 20 percen dat, majd a mintédkat
SDS—PAGE—nék vetjik ald Laemmli szerint. 20 Ml-es alikvotokat
(mintegy 25 g fehérje) viszink fel 9 % SDS poliakrilamid szepa-
rdld gélt és 5 % szdlas gélt tartalmazd minigélre (5x7 cm), és
elektroforézist végzink 20 mA konstans dramerfsségnel 90 percen
4t. Az elektroforézis utédn a PLA2 csikot ldthatévd tesszik egy-
lépéses, gyenge hdtterld Coomassie festési eljdrdssal [Zehr B.D.,
Savin T.J. és Hall R.E.: Anal. Biochem. 182, 157(1989)], és ki-
metsszik a gélb6l. Az egyes gélszeleteket kétszer mossuk 1 ml ol-
dattal, amely 10 % ecetsavat és 5 % metanolt tartalmaz, és Eppen-
dorf csdvekben taroljuk -20°C homérsékleten.
B. Cianogén-bromidos hasitds

Az egyes poliakrilamid gélszeleteket, amelyek taldlmany sze-
rinti PLAz—t tartalmaznak, 10 percig mossuk 1 ml vizzel, majd
CNBr-nek tessziik ki (100 mg/ml) 1 ml 0,1 n HCl-ben, amely 20 %
hangyasavat is tartalmaz. A CNBr-t 500 mg/ml-es, 90 % hangyasav-

ban levd, frissen készitett, 500 mg/ml-es tdrzsoldatbdl higitjuk.

Az el nem reagdlt CNBr-t tobbszori er8teljes mosdssal tdvolitjuk



el. Egy 5 perces inkubdlds 1 ml vizzel, két Ot perces inkubdlds
1 ml 100 mmél/l-es trisz.HCl-1lel(pH 8,8), egy ot perces inkubdlds
1 ml 100 mmél/l-es trisz.HCl-lel (pH 6,8), és egy 10 perces in-
kubdlas 379C homérsékleten AOOﬁtl minta—pufferral[z % SDS, 10 %
glicerin, 5 % 2-ME és 100 mmdl/1 trisz.HC1(pH 6,8), az oldat
0,002 % brémfenolkéket 1is tartalmaz] eltdvolitja a CNBr-t a gél-
szeletekb6l. A szeleteket -70°C hémérsékleten tdroljuk, amig
ezeket elektroforézisnek vethetjik ald.
C. SDS poliakrilamid gelelektroforézis es fehérje-dtvitel

A gélszeletekrdl szdrmazd fehérjéket elektroforézisnek vet-
jiik ald 5 % szdlas gélt és 14 % szeparalo gelt tartalmazd SOS po-
liakrilamid gélen. Az elektroforezis utan a gélt transzfer puf-
ferban [10 mmél/1 3-(ciklohexil-amino)-1-propdnszulfonsav, 10 %
metanol (pH ll)] dztatjuk 5 percig é€s elektromos foltdtvitelt
végzink 4°C homérsékleten polivinilidén-difluorid (PVDF) memb-
rdnra (Immobilon; 45 ¢ pérusméret, Millipore, Bedford, Massa-
chussets) 2 éréan 4t 250 mA dramerfsséggel [Matsudaira P.: J.
Biol. Chem. 262, 10035 (19875}. A CNBr peptideket a PVDV memb-
r4dn Coomassie Blue-250-nel végzett festésével tesszik ldthatd-
vd. A membrdnt erdteljesen leoblitjik ionmentesitett vizzel, meg-
szaritjuk és ~209C homérsékleten taroljuk. A 4. dbra mutatja be
az atvitt hasitdsi termékeket és a molekulatomeg-standardokat.
Hét elkilonilt csik 1dthatd a PLA, voralban, jelezve, hogy a
taldlmany szerinti PLA,-t a CNBr kezelés csak részben hasitja.
C. Aminosav szekvenciaelemzés

Hiarom f6 csikot (2., 3. és 4. peptidek), amelyek az elekt-
roforézis és elektromos folt dtvitel utdn 14dthatdvd vdltak, kimet-

szink és automatizdlt Edman lebontdsnak vetjik ald, Applied Big-

systems 477A Pulsed Liquid Sequencer berendezést alkalmazva, amely
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fel van szerelve 900 A tipusdu adatrendszerrel[:Hewick R.M. és
munkatdrsai: J. Biol. Chem. 256, 7990 (1981)]. A foltokban dtvitt
CNBr peptidet (amely a teljes PLA2 készitménybdl szdrmazik) tar-
talmazd PVDF membrdnokat polibren-nel kondiciondlt szlrd tete-
jére helyezziik, amint ezt a fehérje szekvenciaelemzd készilék
gyartéja javasolja. Az igy kapott fenil-tio-hidantoin aminosava-
kat on-line elemezziik, Applied Biosystems 120A PTH aminosav elem-
76 berendezésen, amely PTH-C18 oszloppal (2,1x220 mm) van felsze-
relve. A 4. peptid 26 amino-termindlis aminosava Leu-Lys-lLeu-
Asn-Pro-Thr-Ile-Iie-Tyr-Phe-Val-Leu-Ala-Asn-Ile-Asn-Phe-Arg-Lys-
Tyr-Lys-Ala-Pro-Gly-Val-Pro. A 3. peptid kisérleti szekvencidja
az aldbbiank adhaté meg: Leu-lLys-Leu-Pro-Phe-Pro-Tyr-Val-Glu-Leu-
Phe-Ile-Glu-Lys-Ile-Pro-Arg. A 2. peptidnek, tgy tdnik, azonos a
szekvencidja, mint a 4. peptidnek.

4. PELDA

PLA2 aktivitdsméreés

A szubsztrétumot’az—i—palmitoil—2~[}4d] arachidonoil-sn-
glicero-3-foszfokolint ( [iAQ]PC; 55 mCi/mmél; NEN Research
Products) és sn-1,2-dioleoglicerint (DG, Avanti Polgr Lipids,
Birmingham, Alabama) 2:1 mdlardnyban tartalmazd liposzdmdkat, az
aldbbiak szeint 411itjuk el6. A LIAC]PC—t (20 nmél, l.lO6 dpm,
100 mCi/ml toluol/etanolban) és DG-t (10 nmél, 100 rg/ml kloro-
formban) nitrogén alatt szdritjuk. A lipideket 1 ml alabbi
Gsszetétell oldatban diszpergdljuk: 150 mmé1/1 NaCl, 50 mmél/1
HEPES (pH 5) (vizsgdlati puffer), a diszpergdldst 4°C homérseék-
leten MicrosOn vizsgdld ultrahangberendezésen (Heat-systems,
Ultrasonics) ultrahang-kezeléssel végezve 4x15 mdsodpercig, 45

médsodperces intervallumokkal. Szarvasmarha szérum albumint



(1ényegében zsirsavmentes, 100 mg/ml-es vizes tdrzsoldatbsél; Sigma)
adunk hozzd 4 mg/ml végsd koncentrdcidig. A PLA2 aktivitésra
vizsgdlandd mintéakat SOJql liposzémdval (0,5 nmél[lagJPC, 50 000
cpm, amely 0,25 nmdl DG-t tartalmaz) inkubdljuk 0,2 ml teljes tér-
fogatban, 1 mm6l/1 CaCl,-t és 1 mmél/1 2-ME-t is tartalmazé vizs-
gdlati pufferban, 37°C homérsékleten inkubdlunk 15 percen 4t, és

a reakciét 2 ml Dole-reagens hozzdaddsdval dllitjuk le (2-propa-
nol/heptdn/0,5 m6l/1 kénsav 40:10:1, és 10 mg/ml sztearinsavat

is tartalmaz). Ezutdn hozzdkeverink 1,2 ml heptdnt, majd 1 ml
vizet. A keverékeket rovid ideig Vortex-kezelésnek vetjik aléd,

és a felsd fdzist 2 ml heptant és 150 mg, haszndlat eldtt 130°¢C
homérsékleten aktivalt Bio-Silt (BioRad Laboratories) tartalmazd
csObe vissziik dt. A csoveket alaposan atkeverjuk Vortexen, majd
centrifugdljuk (1000xg 5 percen &t). A felilildszdt szcintilldcids
csGvekbe dekantdljuk. 10 ml folyadékszcintilldcids koktélt (Ready
Protein+, Beckman) adunk hozzd4, majd mérjlik a radioaktivitédst
Packard 150 modell folyadékszcintilldcidés szémldldn. A nagy ra-

dioaktivitds érték korreldcidban van az enzimaktivitdssal.



SZABADALMI IGENYPONTOK

1.) Eljdrds lényegében tiszta formdjud citoszol foszfolipédz A2 izo-

14l4sdra bioldgiai sejtekbdl, azzal jellemezve, hogy

a.) az emlitett sejteket 1izdljuk;

b.) a sejtlizdtumot frakciondljuk, igy sejttormeléktdl, or-
ganellumoktdl és membrdnoktdl lényegeében mentes, fehérjeszeri
oldatot kapunk;

c.) az emlitett fehérjeszer(G oldatot olyan anioncseréld
gyantdval hozzuk érintkezésbe, amely a fehérjeszer( oldatban
levd foszfolipdz megkotésére képes;

d.) az emlitett foszfolipdz A2—t eludljuk az emlitett anion-
cseréld gyantdrdl;

e.) a d.) lépésben kapott, foszfolipdz Az—t tartalmazé olda-
tot érintkezésbe hozzuk olyan hidroféb kolcsdnhatd gyantdval,
amely az emlitett foszfolipéaz A2 megkotésére képes;

f.) az emlitett foszfolipdz Az—t eludljuk az emlitett hid-
rofdb kdlcsonhatdéd gyantdrdl;

g.) a foszfolipdz A, ét tartalmazd oldatot molekulaméret
szerinti kromatografdldssal elkilonitjik az egyltt eludlddd
szennyezbdésektdl; és

h.) a g.) lépésben kapott, foszfolipdz A2—t tartalmazé
oldatot érintkezésbe hozzuk valamely hidrofdb kdlcsonhatd gyan-
tdval olyan korilmények kozott, amely csak gyenge kolcsonhatdst
tesz lehetdvé a PLA2 €s a gyanta kozott.

2.) Az 1. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemezve, hogy bio-
16giai sejtként U937 humdn leukeémia monoblasztoid sejtet alkal-

mazunk.

3.) Eljdréds citoszal PLA2 inhibitorok dtvizsgdldsdra azzal jelle-

mezve, hogy

oo

| i skl i
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a.) a vélt citoszdl PLA2 inhibitort jelzett citoszdl PLA2——
liposzdma szubsztratum vizes szuszpenzidjdba helyezzik;

b.) a jelzett citoszol PLszliposzéma szubsztrdtumot a vizes
fdzisbdél elkilonit]jik; és

c.) a jelzés meglétét vagy tdvollétét kimutatjuk.
4.) Polipeptid azzal jellemezve, hogy Leu-Lys-Leu-Asn-Pro-Thr-
Ile-1le-Tyr-Phe-Val-Leu-Ala-Asn-Ile-Asn-Phe-Arg-Lys-Tyr-Lys-Ala-
Pro-Gly-Val-Pro aminosavszekvencidat foglal magdban, PLA2 aktivi-
tdssal bir, molekulatomege mintegy 100 kilodalton, és maximdlis
enzimaktivitdsdt 1 mikromdél/1 értéknél kisebb kalcium-koncent-
rdciondl éri el.
5.) Polipeptid azzal jellemezve, hogy Leu-Lys-Leu-Pro-Phe-Pro-Tyr-
Val-Glu-Leu-Phe-Ile~Glu-Lys-Ile-Pro-Arg aminosavszekvenciat fog-
lal magdban, PLA2 aktivitédssal bir, molekulatomege mintegy 100
kilodalton, és maximdlis enzimaktivitdsdt 1 mikromdl/1l értéknél
kisebb kalcium-koncentrdciondl éri el.
6.) Polipeptid azzal jellemezve, hogy Leu-Lys-Leu-Asn-Pro-Thr-Ile-
Ile-Tyr-Phe-Val-Leu-Ala-Asn-Ile-Asn-Phe-Arg-Lys-Tyr-Lys-Ala-Pro-
Gly-Val-Pro és Leu-Lys-Leu-PTo-Phe-Pro-Tyr-Val-Glu-Leu-Phe-Ile-
Glu-Lys-Ile-Pro-Arg aminosavszekvencidkat foglal magdban, PLA2
aktivitdssal bir, molekulatomege mintegy 100 kilodalton, és maxi-
malis enzimaktivitdsdt 1 mikromél/1 értéknél kisebb kalcium-kon-

centrdcidndl éri el.




8 -

e VIYCH

FIG. |

KOZZETETELL CARY
PELDANY -

TV R N A
e '
I P B NR

Stds

a bcdefgh




FIG. 2

HUNGARY

AANANANARANANAN
UANANANANANARANANARARARANRY
ANAN

150000

v v v v  §

|

100000 A

PLA2




iR ;i\!G}.’\QY '.‘. . --. oonz .".

FIG. 3

6000

2000

0 +——r—rT—rr T T———r———————r——
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Ca2+ (nM)




HUNGARY




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

