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A taldlmény targya eljdrds tisztitott dezacet-
oxi-cefalosporin-C-szintetaz enzim el8allitasara.

A talalméany szerinti eljérdst az jellemzi, hogy

i) proteszgatlot, pH = 7,8 kémhatdst puffert
és GEDA-t tartalmaz6 sejtmentes, nyers vizes
enzimkivonatot gyenge anioncseréld gyantra
vissziik, az enzimet GEDA-t tartalmaz6 kélium-
-klorid vagy natrium-klorid, vagy Tris-HCl gradi-

enssel elualjuk, majd

ii) az i) 1épésbdl szarmaz6, az enzimet tartal-
maz6 eludtumot keresztkdtéses poliszaccharid-
gélen sz@rjiik, a gélt GEDA-val mossuk, és

iii) az i1) I¢pésb6l szdrmaz6, az enzimet tartal-
maz6 szdrletet hidroxilapatitra vissziik és az en-
zimet GEDA-t tartalmaz6 kélium-foszfat gradi-

enssel eluéljuk.

A GEDA jelentése: 5~1

5% glicerin vagy

szacchar6z, 5—15% 1—3 szénatomszdm@ egyér-
tékd alkohol, 1 —20 mM koncentrdci6ban szulf-
hidrilcsoportot tartalmazo6 redukaloszer és 120

mM koncentrécioban aszkorbét.

A leirds terfedeime: 9 oldal, 4 dbra
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A taldlmdny targya cljirds nagytisztasag dez-
acetoxi-cefalosporin-C-szintetaz cl6allitasara.

A cefalosporin-C biosztintézisében a dezacet-
oxi-cefalosporin-C-szintetdz (expandaz) végzi a
penicillin-N gylrd tagitdsat dezacetoxi-cefalo-
sporin-C-t (DAOC) eredményezve. Ez utébbit a
DAOC-hidroxildaz  dezacetil-cefalosporin-C-vé
alakftja (DAC).

A dezacetoxi-cefalosporin-C-szintetdz enzim
részleges tisztitdsat Cephalosporium acremoni-
um-bél és Streptomyces clavuligerus-b6l végez-
ték. Kupka, J. és munkatarsai [FEMS Microbiol,
Lett, 16: 1 —6 (1983)), Scheidegger, A. és mun-
katdrsai [J. Antibiot., 37: 522—531 (1984)] az
enzimet C. acremonium-bdl tisztftottdk, mig
Jensen, S. E. és munkatdrsai [Antimicro. Agents
Chemother., 24: 307-312 (1983)), valamint
Jensen, S. E. és munkatdrsai [J. Antibiot., 38:
263 —265 (1985)] a részleges tisztitast S. clavuli-
gerus-bol végezték. A részleges tisztitott enzim-
preparatumokkal végzett vizsgalatok alapjan fel-
tételezik, hogy a gydrdtagitast (dezacetoxi-cefa-
losporin-C képzését) és a hidroxilalast (dezacet-
il-cefalosporin-C képzését) a prokariodta S. cla-
vuligerus-nal két kilonboz8 enzim végzi, mig az
eukaridta C. acremoniumnal egy, expandiz és
hidroxilaz aktivitassal rendelkezé, bifunkcionalis
enzim,

A taldlmény eljardsa szerint tisztitott enzim
expandiz és hidroxildz aktivitassal rendelkez
bifunkcionalis enzim.

Az dbrdkon az aldbbiakat mutatjuk be:

1A abra: az enzimet tartalmaz6 nyers extrak-
tum gyenge anioncseréld gyantan kapott kroma-
togramija,

1B abra: a gyenge anioncseréld gyantarél ka-
pott, az enzimet tartalmaz6 eludtum gélszdréssel
nyert kromatogramja,

1C 4bra: a gélsz(résnél nyert, az enzimet tar-
talmazo eluens hidroxiapatiton kapott kromato-
gramja,

1D 4bra: a hidroxiapatiton végzett kromato-
grafia enzimet tartalmaz6 eluatumanak FPL
kromatogramja (FPLC: gyors protein folyadék-
kromatografia),

2A abra: A penicillin-N 4talakitdsa dezacet-
oxi-cefalosporin-C-vé az expand4z aktivitsssal és
a dezacetoxi-cefalosporin-C 4talakit4sa dezacet-
il-cefalosporin-C-vé a hidroxilaz aktivitassal,

2B 4bra: a dezacetoxi-cefalosporin-C 4talaki-
tésa dezacetil-cefalosporin-C-vé,

3A dbra: az enzim expandiz aktivitdsdnak
HPLC kromatogramja,

3B é4bra: az enzim hidroxildz aktivitasdnak
HPLC kromatogramja.

A 1aldlmény szerint a Cephalosporin arcre-
moniumb6l nyert enzimet gyenge anioncserél§
antdn kromatografilva, majd gélszfiréssel és

roxiapatiton végzett kromatografélassal tisz-
titjuk, majd tovabbi tisztitast végezhetiink erfs
anioncseréld gyantdn torténd kromatografalds-
sal. Az enzimet 95% koriili tisztasdggal nyerjiik
ki, és ¢z az cozim mutatja a nyers enzimextrak-
tum dezacetoxi-cefalosporin-C-t és dezacetil-ce-
falosporin-C-t termeld bifunkcionalis aktivitds4t.
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A kromatogréfis tisztfts sordn a dezacetoxi-
-cefalosporin-C-szintetazt stabilizdlja a glicerin-
b6l vagy szacchar6zb6l, 1-—-3 szénatomszdmg,
egyértékd alkoholb6l, példaul etil-alkoholbél,
szulfhidrilcsoportot tartalmaz6 redukélészerbdl,
példaul ditiotreitb8l és aszkorbatb6l (GEDA)
all6é kozeg.

A taldlminy szerint a tisztftott dezacetoxi-ce-
falosporin-C-szintetdzt olyan tobblépéses kro-
matografids folyamattal nyerjiik, abol a koriilmé-
nyeket Ggy alakitjuk ki, hogy az enzim stabil ma-
rad.

Az igy kapott tisztftott enzim egy monomer
protein, melynek géplszfiréssel megéllapitott
molekulatdmege 43000-nek adédott. A natrium-
dodecil-szulfat/poliakrilamid gélelektroforézis-
sel (SDP - PAGE) megéllapitott minim4lis mo-
lekulatdmege: 41000. A tisztitott dezacetoxi-ce-
falosporin-C-szintetaz izoelektromos pontja; 6,0
+ 0,5. A tisztftott enzim fajlagos aktivitésa: 0,2
- 0,8 egység/mg.

Aminosavosszetételét az 1. t4blszatban mutat-
juk be.

1. t4bldzat
A dezacetoxi-cefalosporin C-szintetdz
aminosavosszetétele

Aminosav 41000 Daltonra
es@ savmaradék szdma

Asx (Asp + Asn) 37
Thr 24
Ser 26
Glx (Glu+Gln) 35
Pro 21
Gly 31
Ala 34
Val 32
Cys 6
Met 5
Ile 8
Leu 27
T 10
’l[’zc ' 20
His 6
Lys 17
Arg 29
Trp 3
Osszesen n

Amint azt az 5. dbra reakciéfolyamatén bemu-
tatjuk, a tisztitott expand4z/hidroxildz enzim a
penicillin-N-et dezacetoxi-cefalosporin-C-v¢, ez
ut6bbit dezacetil-cefalosporin-C-vé alakftja.

A tisztftott enzim egyardnt vas(Il)-iont, a-ke-
toglutdrsavat &s oxigént igényel a penicillin-N-
nek dezacetoxi-cefalosporin-C-vé, és a dezacet-
oxi-cefalosporin-C-nek  dezacetil-cefalosporin-
C-vé vald dtalakitdsshoz viszonyftott ardnya 0,15
+ 0,04

A tisztitott enzim mindkét funkci6jét (cxpan-
déz és hidroxildz) fokozza a reakciokeverékben
jelenlevs ditiotreit, aszkorbét és az ATP. Az en-
zim expandaz és hidroxildz aktivitdsdt reverzibi-
liscn rcaktivélja a ditiotreit és az aszkorbét.

2.
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Az enzim mindkét funkci6jat gitolja a cinkion
- &s az 5,5'-ditio-bisz|2-nitro-benzoesav]. Mind-
kett6r8l ismert, hogy szulfhidrilcsoporthoz két6-
dik, ezek szerint az enzim aktiv llapotdban egy
vagy tdbb szabad szulfhidrilcsoportot tartalmaz.

A talilmdny szerint tisztftott enzimnél megha-
tdroztuk néhdny peptidfragmens aminosavsor-
rendjét. Cianogén-bromidos és tripszines hasf-
tast kovetS forditott fazisi kromatogréfisval az
aldbbi oOsszetételd, 13 aminosavbol 4ll6 frag-
menst nyertitk:

Ala-Val-Leu-Asn-Ser-Val-Gly-Ala-Pro-Leu-
-Ala-Gly-Gin.

. Tripszines emésztést kovetS forditott faziso
HPLC-vel az alabbi sorrendd, 12, 8 és 7 amino-
savbol 416 fragmenscket kapjuk:

Gly-Phe-Glu-Asp-Val-Trp-Glu-Asp-Tyr-Phe-
-Asp-Arg;

Val-Ala-Glu-Glu-Glu-Pro-Leu-Arg;

Ala-Val-Thr-Leu-Ala-Asp-Arg.

A taldlmény eljirast nyGjt dezacetoxi-cefalo-
sporin C-szintetdz nagyfoki tisztasdgban torténd
kinyerésére is. Az eljaras kulcsfontossagi jellem-
z6je, hogy a tobblépéses kromatografia alatt sta-
bilitdst biztosit az enzimnek. A stabilitést agy ér-
jik el, hogy a tisztitdst az al4bbi anyagok jelenlé-
tében végezzik: redukiloszerek, példaul g-mer-
kapto-etanol, ditiotreit (DDT) vagy ditioeritreit
és nétrium- vagy kalium-aszkorbat, mindketts
1-20 mM koncentraciéban; 5—15% 1-3 szén-
atomszamu, egyértékd alkohol, példdul metil-al-
kohol vagy etil-alkohol; 5—15% glicerin vagy
szacchar6z. A tisztitasi folyamat sordn maximalis
enzimstabilitdst nydjt6 eldnyos dsszetételd elegy
a kovetkezd: 10% (térf.) etil-alkohol, 10%
(térf.) glicerin, 10 mM ditiotreit és 10 mM nétri-
um-aszkorbdt. A stabilizdci6s elegyet a tovaboi-
akban GEDA-ként roviditjik. A GEDA nyilvan-
val6 szerepe, hogy redukélt dllapotban tartja az
enzimet, azaz szabad szulfhidrilcsoportokkal
rendelkezik, valamint hidrof6b kornyezetet te-
remt az enzim szdméra, ami Ggy latszik kedvez a
maximalis aktivitasinak. Az eljarashoz elBnyo-
sen frissen elkészitett GEDA elegyet haszna-
lunk. Az aldbbiakban ismertetett eljdrasban a
GEDA elegyet pufferben, példdul pH = 7,5 kém-
hatasa foszfat vagy Tris-HCI pufferben hasznal-
juk. A tovibbiakban hasznalt "GEDA puffer” ki-
fejezés alatt ilyen puffert értiink.

A 1aldlmdny szerinti tisztitasi folyamatban az
enzimet tartalmaz6 nyers sejtextraktumot
GEDA jelenlétében pH = 7—8 kémhatdsa puf-
ferben vessziik fel és protedz inhibitorral kezel-
jik. A sejiextraktumot el6szor gyenge anioncse-
t€l6 gyantin kromatografaljuk, amit el6zSleg
GEDA pufferben ckvilibraltunk. A gyantarél az
enzimet GEDA pufferben levs kélium-klorid-
dal, vagy natrium-kloriddal vagy Tris-HCl-dal
cludljuk és a frakciok aktivitasat HPLC-vel 4lla-
pitjuk meg. Az aktivitdsi csicsot tartalmazé
frakciokat gélszdrésnck vetjitk als. Az igy tovabb
tisztitott enzimet hidroxiapatiton (hidralt kalci-
um-foszfat) kromatografsljuk GEDA-ban kiala-
kitott kdlium-foszfat gradienssel. A haromlépé-
scs folyamat utdn az enzim a dodecil-szulfat/po-
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liakrilamid elektroforézis (SDS —PAGE) sze-
rint 80— 85% tisztaségh.

Az enzimet az aldbbiak szerint tisztfthatjuk
tovabb: az dsszegydjtott eludtumot adott esetben
szerin-proteéz-gatloval kezeljiik, majd gyors pro-
tein folyadékkromatogrifidval (Fast Protein
Liquid Chromatography, FPLC) kromatografél-
juk erés anioncseréls gyantdn, az elucibhoz is-
mét a GEDA-ban kialakitott kdlium-klorid vagy
Tris-HCI gridienst bhasznélva. Az igy nyert en-
zim 95% tisztasgh.

Az enzim aktivitdsit, ami tisztasdginak kifeje-
z6je, aktivitds-egységekben (U) adjuk meg. Egy
egységnyi dezocetoxi-cefalosporin  C-szintetéz
aktivitdsnak tekintjiik azt az enzimmennyiséget,
mely a_penicillin-N-b6l egy perc alatt 1 pmo6l
dezacetoxi-cefalosporin-C-t és dezacetil-cefalo-
sporin-C-t készit. Egy egységnyi hidroxilaz akti-
vitdsnak tekintjilk azt az enzimmennyiséget,
mely ahhoz sziikséges, hogy a dezacetoxi-cefalo-
sporin-C-bSl egy perc alatt 1 um6l dezacetil-ce-
falosporin-C-t készitsen.

A taldlmény szerinti eljirast egy hAromlépéses
folyamatnak ‘tekinthetjik, Az els6 Iépésben a
Cephalosporin acremonium friss sejtszuszpen-
zi6jabsl pH= 7-—8 kémhatast pufferben, el6-
nydsen pH= 7,5 kémhatdsd 50 mmoélos Tris-
HCI pufferben, GEDA jelenlétében ultrahangos
feltdrassal elkészitjuk az enzimet tartalmazé
nyers sejtkivonatot. Az ultrahangos kezelés alatt
szerin-prote4z-gatlot, példdul fenil-metil-szulf-
onil-fluoridot (PMSF) vagy diizopropil-fluor-
-foszfatot (DFP) adunk a rendszerhez, hogy a
sejtbsl kiszabadulé enzimet megvédjitk. Az ult-
rahangos feltdrast koveten a sejttormeléket és
mds oldhatatlan részeket centrifugéilassal eltdvo-
litjuk, és az igy nyert felillisz6t, ami az enzimet
tartalmazza, nevezziik "nyers sejtkivonatnak”.

Gyenge anioncserél6 gyantat ekvilibrdlunk
GEDA pufferrel és révissziik a nyers sejtkivona-
tot. A gyantat GEDA pufferrel, példaul GEDA-
t tartalmaz6 pH= 7,5 kémhatdsd 15 mmoélos
Tris-HCl vagy natrium- vagy kalium-foszfat puf-
ferrel mossuk 4t. A mosott gyantérdl az enzimet
grédiens eluciéval oldjuk le. A GEDA pufferben
kialakitott linedris gradienst 50 mM-t6l 600
mM-ig novekv6 kalium-klorid vagy 15 mM-i6l
500 mM-ig novekv Tris-HCl koncentrici6val
hozzuk létre. A frakciokat az alabbiakban ismer-
tetett médon HPLC-vel analiziljuk. A 40 mM és
60 mM kalium-klorid koncentracié vagy a 80
mM és 100 mM tris-HC1 koncentraci6 kozott le-
jovs frakciok tartalmazzdk az expanddz aktivités
egy f6 és két kis cslicsat. Az 1A 4brén szemléltet-
jilk a gyenge anioncserél6n végzett tisztitds ered-
ményeit.

Gyenge anioncseréld gyantaként hasznélha-
tunk celluléz-szdrmazékokat, mint példdul a ke-
reskedélmi forgalombo6l beszerezhet$ dietil-ami-
no-etil-cellulézt (DEAE-celluléz, Whatman,
Inc.) vagy akril kopolimer gyantdkat, példdul az
N-[trisz( hidroxi-metil)metil]-akril-amid kopoli-
mereket, mint amilyen a dietil-amino-etil-trisz-
akril (DEAE-trisacryl LS, LKB Instruments
Inc.), stb.

3-



. HU 199897 B 2

Az aktivitdssal rendelkez6, a f6csiicsot kitevs foszfétos GEDA pufferben ekvilibraljuk. Az en-
frakcidkat egyesftjiik, és a folyamat méisodik 1é- Zimet vagy lépcsSzetes gradienselucival — 30,
péscként gélszdrésnek vetjitk al4. 40, 60, 80 és 100 mM kéalium-foszfst eluenssel —

Hogy nc kelljen nagy mennyiségd gélt hasz- vagy linedris gradienseluciéval — a kalium-fosz-
néljunk, az egyesitett frakci6 térfogatdt elényos 5 fét koncentraci6jat 20 mM-r6l folyamatosan 100
csokkenteni, példdul ultraszdréssel, hogy kb. 50 mM-ra viltoztatva — oldjuk le. Az enzim egy f6-
mg/ml koncentraciéja proteinoldathoz jussunk, csticsban €s néhény kis csicsban jon létre. A f6-

A gélt eldz6leg GEDA pufferben ekvilibrél- csicsot alkotéd frakcibkban a fajlagos aktivitds
juk, mieldtt az elsé 1épésbol szarmaz6 egyesitett nagyobb, mint 0,500 egység/mg. A frakci6kat
frakciokat, vagy a betoményitett proteinoldatot 10  egyesitjilk vagy killon-kiilon hasznaljuk. Adott
rivinnénk. A gélr6l az enzimet GEDA pufferrel esetben a frakcidszedés vagy egyesités utédn az
mossuk le, és a frakcickat HPLC-vel analizéljuk. enzimoldatot  szerin-protedz-gatléval, példaul
Az 1B 4bran mutatjuk be a 2. 1épés, a gélszfrés fenil-metil-szulfonil-fluoriddal (PMSF) kezel-
eredményeit. A 2. lépéshez sz4mos, a kereskede- jik. A PMSF gatloszert 4ltaldban 0,25 mM kon-
lemb6l beszerezhetd keresztkotéses poliszaccha- 15 centracioban alkalmazzuk.
rid-gélt alkalmazhatunk. fgy példaul haszndlha- A nyers enzimkivonat elkészitését és a kroma-
tunk keresztkotéses dextransokat, mint amilyen a tografids folyamatokat tandcsos 0 — 10 °C kozotti,
Sephadex, keresztkotéses agar6zt, mint amilyen el6nydsen 4 °C h6mérsékleten végezni.

a Sepharose és kovalens kotott akrildextranokat, A hdromlépéses tisztitasi folyamatban nyert
mint amilyen a Sephacryl. Ezek a gyantdk a 20  enzim tisztasaga megfeleld a penicillin-N dez-
Pharmacia, Inc., cégtdl beszerezhetsk. acetoxi-cefalosporin-C-vé és dezacetil-cefalospo-

A gélszdrés azon frakcioit, amelyeknek a faj- rin-C-vé val6 hatékony 4talakit4sara.
lagos aktivitasa legalabb 0,3 egység/mg, egyesft- Az 1C 4bra mutatja a hdromlépéses tisztftasi
juk, és a hidralt kalcium-foszftra, péid4ul hidr- eljdrss eredményeit. A 3. 1épés ut4n az enzim 4l-
oxiapatitra vissziik. Ez a folyamat 3. 1épésc. A 25  taldban 80—85%-0s tisztasaga.
hidroxiapatitot fethasznélés eltt 20 mM kalium- A 1L ébldzat mutatja az enzim tisztuldsat a

nyers extraktumboél kiindulva.

11. tablazat

A folyamat lépése Ossz- Osszaktivitas Fajlagos Tisztuldsi

protein  (egys.) (% kinyert) aktivitas ardny
(mg) (egys/mg)

nyers sejtkivonat 12500 485 100 0,039 1,0

gyenge anioncseréls’

krom. (1. lépés) 900 138 29 0,154 39

gélszlirés (2. lépés) 260 119 25 0,453 11,7

hidroxiapatit

(3. lépés) 90 57 12 0,633 16,2

“Kivant esetben az enzimet tovabb tisztitjuk

erSs anioncserélS gyantdn 95%-os tisztasagig. A 45 Az 1D 4bra mutatja az FPLC aktivitési és pro-
hidroxiapatitos kromatografilds f6cstcsdnak teinelucios kromatogramijat.

legmagasabb fajlagos aktivitasa frakcioit (altala- A tisztftdsi folyamat 1. Iépését modosithatjuk
ban 0,8 egys/mg vagy magasabb) gyors protein gy, hogy a nyers sejtkivonatot el6zetes tisztit4s-
folyadékkromatografidval (FP1.C) kromatogra- nak vetjilk ald gyenge anioncserél6 gyantdn. A
féljuk erSs anioncserél gyantan. ElSnyos gyanta 50 szennyez$ proteineket péiddul elvalaszthatjuk
a Mono Q (Pharmacia, Inc.,) polimer anioncse-- Ggy, hogy az enzimet GEDA-t tartalmazé S0
ré13 gyanta. A gyantét el6zetesen GEDA puffer- mMolos Tris-HCI pufferrel lemossuk a gyant4-
ben ekvilibraljuk, majd ravissziik a 3. 1épés enzi- rél. Ennél a koncentrdciénél az enzim nem ma-
met tartalmazé frakci6jit. Az enzimet 0-t61 0,4M - rad a gyantdn, viszont a szennyez§ protein igen,
koncentréciéig novekvs kilium-kloriddal vagy 55 €5 ezzel 1,6-szoros tisztitdst ériink el. Az enzimet
nitrium-kloriddal vagy Tris-HCl gradienssel tartalmaz6 moséeluenst a fent ismertetett 1. 1¢-
clusljuk. ' pés szerint gyenge anioncserél§ gyantdra visz-

sziik.
60
4
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Folytatva a 3. 1€péses folyamatot, a tisztit4s ki-
vént esctben alkalmazott 4. 1épését végezhetjitk
keresztkotéses poliszaccharid-tfpust gyantdn —
példaul keresztkotéses agar6zon, mint amilyen a
DEAE Sepharose (Pharmacia, Inc.,) — végzett
kromatografalassal. El6nyosen a 3. lépés nagy
aktivitasa frakcidit egyesfijilk, és ezt vissziik a
gyantéra. A gyantdt GEDA pufferrel ekvilibral-
juk és az enzimet linedris gradiens elucioval elu-
dljuk GEDA pufferben a kalium-klorid vagy a
nétrium-klorid koncentréci6jat 0,05 M-r6l 0,6
M-ra emelve.

A taldlmény szerinti eljérassal 0,2—0,8 egy-
ség/mg fajlagos aktivitasa tisztitott dezacetoxi-
cefalosporin C-szintet4zt nyeriink.

A folyamart egy példajaban 600 g friss sejtb6l a
fentiek szerint nyert nyers enzimkivonatot 2,5x41
cm-es DEAE celluléz oszlopon kromato-
grafaljuk, amit el6z8leg a GEDA pufferrel ekvi-
libralunk. A gyantat elszor 0,05M kéalium-klori-
dot tartalmaz GEDA pufferral mossuk.

Az enzimet GEDA pufferben kialakftott kali-
um-kloridos linedris gradienssel elualjuk, a kali-
um-klorid koncentraci6jit 0,04 M-rél 0,6 M-ra
novelve, 10 milliliteres frakciokat gydjtink. Az
dramlési sebesség 25 ml 6ranként. A frakciokat
HPLC-vel analizdljuk az alabbiakban ismerte-
tend6 médon. Az enzim 0,04 és 0,06 M kélium-
klorid koncentréci6 kozott jon le egy f6csicsban
¢és két mellékcsaesban, Az enzim dsszaktivitasé-
nak kb. 85%-a van a f6csticsban.

A fBcesiics azon frakcibit, melyekben a fajlagos
aktivitas nagyobb, mint 0,088 egység/mg, egyesit-
jiik €s ultraszdréssel betdményitjilk. A koncent-
ritumot ¢l6z8leg GEDA pufferrel ekvilibralt
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Sephacryl S-200 gyantdn (Pharmacia, Inc.,
Piscataway, NJ, USA) kromatografaljuk. Az ak-
tivitdst GEDA pufferral elualjuk az oszloprél, 10
milliliteres frakci6kat gyfjtve 40 ml/6ra dramlési
sebesség mellett. A legaldbb 0,33 egység/mg
fajlagos aktivitdsi frakcidkat egyesftjiik.

Az egyesitett frakciokat el6z6leg 20 mM kélium-
foszfstos GEDA pufferben ekvilibrélt hidr-
oxiapatiton kromatografaljuk. Az expandézt 16p-
cs6s gradiens eluciéval kromatografaljuk, elu-
ensként 30, 40, 60, 80 és 100 mM kalium-foszfs-
tos GEDA puffert hasznélva. 15 ml/6ra dramlési
sebesség mellett 5 milliliteres frakciokat gydj-
tink. A dezacetoxi-cefalosporin C-szintetdz egy
fScstcsban €s néhany mellékescsban jon le az
oszloprél. A f6csics — mely az dsszaktivitds
80%-4t tartalmazza — frakci6iban a fajlagos ak-
tivitds 0,558 egység/mg értéknél magasabb.

A frakcibkat protedzgatloval, példéul fenil-
-metil-szulfonil-fluoriddal kezeljiik. A gatlészer
0,25 mM koncentraci6ja.

A nyers enzimpreparatumot kilonféle, cefalo-
sporin-C-t termel6 mikroorganizmusb6l nyer-
hetjitkk. El6nydsen a sejtkivonat elkészités€hez
olyan mikroorganizmusokat hasznalunk, ami
magas cefalosporin-C termelSképességgel ren-
delkezik. Alkalmas enzimforrds lehet a
Cephalosporium acremonium (chrysogenum)
ATCC 11550, C. acremonium (chrysogenum)
ATCC 36225 és a C. acremonium (chrysogenum)
ATCC 48277 tbrzsek. Ugyancsak alkalmas
enzimforrds az ismert cefalosporin-C termels
Slreplom%'ces clavuligerus.

- A tisztftott enzim (3. 16pés) expanddsz, illetve
hidroxildz tevékenységének optimalis kdriilmé-
nyeit foglaljuk dssze a I11. tdblazatban.

I11. tablazat
Az enzimtevékenység optimélis koriillményei

Reakciokorillmények aktivitds
expandéz hidroxildz
H optimum 75-18 7,3
Omérsékletoptimum (°C) 26—34 3638
[Fe?*) minimalis telitett-
ség (uM) 50 50
maximélis reaktivaci6/
/stimul4cio’
ditiotreitel (1,0 mM) 0-r6] 50-re 0-r610,23-ra
aszkorbittal (0,25 mM) 0-r61 90-re 0-r610,81-re
ATB-vel (0,05 mM) 38-r61 52-re 0,57-r610,61-re

*megadva a kezdeti és végs aktivitds; egység x 1073
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A tisztitott enzim bifunkcionalitdsa kovetkez-
- tében a penicillin-N-et dezacetoxi-cefalosporin-
C-vé és dezacetil-cefalosporin-C-vé alakitja 4t 60
perces  reakci6 alat. A DAOC +
DAC/penicillin-N sztochiometrikus arénya 1:1.

Hasonléképpen, a tisztitott enzim 60 perces
reakci6 alatt kvantitative 4talakitotta a dezacet-
oxi-cefalosporin-C-t dezacetil-cefalosporin-C-vé,
megerdsftve az 1:1 sztochiometrikus ardnyt.

A dezacetoxi-cefalosporin-C szintet4z instabi-
litdsa miatt, ezt megel6zGen nem kaptak meg az
enzimet tisztitott allapotban. Mint mar fentebb
cmlitettiik, a taldlmany eljarast nyijt az enzim
tisztitisdra, melynek lényege, hogy a kromato-
grafids lépéscket GEDA jelenlétében végezziik
és ezzel stabilizaljuk az enzimet a tisztitsi folya-
mat alatt.

A GEDA jelenlétében tisztitott enzim a har-
madik 1épés utdn, tovdbbi tisztitds nélkil 4 °C
hémérsékleten 4 napig tartva aktivitdsanak 96%-
4t, 7 napig tartva, aktivitdsanak 87%-4t §rzi meg.
A talalmény szerint tisztitott enzimet késdbbi
felhasznalashoz GEDA pufferben taroljuk —70
°C hémérsékleten.

A taldlmany lehet8séget nyijt a dezacetoxi-ce-
falosporin C-szintetaz enzim stabilizalas4ra is.
Ez abbdl all, hogy a pH= 7-8 kémbhatasii en-
zimoldatot vagy szuszpenziét glicerint vagy
szacchardzt, 1—3 szénatomszdmi egyértékd al-
koholt, szulfhidrilcsoporttal rendelkezd reduks-
16szert és aszkorbatot tartalmazo eleggyel kever-
jik ossze. A kozegben a koncentraci6k a kovet-
kez6k: szaccharoz 5—15% (10meg); glicerin és
az 1-3 szénatomszdmii alkohol mindegyike
5—15% (térfogat); a szulfhidrilcsoportot tartal-
maz6 redukalészer és az aszkorbit végkoncent-
réci6ja egyardnt 1 mM —20 mM. Az enzimpre-
pardtumot az ismertetett elegyben —70 °C és §
°C kozotti hGmérsékleten tarjuk.

Az enzim vizes oldata vagy szuszpenzitja le-
het a nyers sejtkivonat, egy részlegesen tisztitott
vagy a taldlmany eljarasa szerint tisztitott enzim-
prepardtum. Az enzim nyers sejtkivonatat el6-
nyds szerinprotedz-inhibitorral, példaul fenil-
metil-szulfonil-fluoriddal vagy diizopropil-fluor-
-foszfétial is kezelni.

Az aszkorbiton az aszkorbinsav egy s6jat, pél-
déul a natrium- vagy kéliumsojat értjitk.

Eldoyosebb a szacchar6z helyett glicerint
hasznélni és az etil-alkobol elénydsebb a metil-
alkoholnal. Mindkett6t elényds 10%-ban (térf.)
alkalmazni. A ditiotreit elényos szulfhidriltartal-
m0 redukél6szer. A ditiotreitet és az aszkorbatot
cl6nydsen 10 mM koncentréiciéban alkalmazzuk
a stabilizal6 elegyben.

A stabilizalt enzimpreparstum eldnyos kém-
hatdsa pH= 7 és 8 kozott van, legelnyosebb
pH = 7,5 értéknél. A kivant kémbhat4st alkalmas
?uffcrrel, péiddul Tris-HCl pufferrel tartjuk
enn.

Az enzimstabilizal6 m6dszer hatékonysagat a
nyers sejtkivonaton szemléltetjiik. Egy tipikus
scjtkivonatban az erzim S0 mmblos Tris-HCI
pufferben van, melynek kémhatdsa pH= 7,5, a
scjtkivonat: a fenil-metil-szulfonil-fluoridot 2°
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mM, az etil-alkoholt 10%, a glicerint 10%, a di-
tiotreitet 1 mM és az aszkorb4tot 1 mM kon-
centréci6ban tartalmazza. Ebben a kdzegben, 4
°C h8mérsékleten tartva, az enzimaktivitds 7 nap
clteltével 100%-ban megmaradt.

Az el6Gallftott stabilizdlt enzimkészfimény az
alabbi osszetételd: pH= 78 kémhatést vizes
enzimoldat, 5—15% végkoncentriciéban glice-
rin vagy szacchar6z, 5—15% végkoncentréci6-
ban 1-3 szénatomszdmi, egyértékd alkohol,
1-20 mM végkocentraci6ban szulfhidriltartal-
m redukal6szer és aszkorb4t.

Az el6nydsen elkészitett készitmény mind a
ditiotreitet, mind az aszkorbitot 10 mM kon-
centricidban tartalmazza.

A készitményt hidegen, el6nyosen 0— 5 °C h6-
mérsékleten készitjiik el. Az alkot6részeket bar-
milyen sorrendben, egyenként adjuk az enzimol-
dathoz. Eljdrhatunk agy is, hogy a stabilizal6
anyagokbol eldszor egy elegyet készitiink és ezt
adjuk kivant koncentréciéban az enzimoldathoz.

A glicerin eldnyosebb a szacchar6znél, az al-
koholok kozt legeldnyosebb az etil-alkohol.

A talalmény eljardsa szerint nyert tisztitott en-
zim alkalmas a dezacetoxi-cefalosporin-C el64l-
litdsara, ami a cefalosporin-vazé 7-amino-dez-
acetoxi-cefalosporin-C (7-ADCA) ¢lGanyaga. A
7-ADCA-t ismert eljarasokkal acilezve 3-metil-
cefalosporin antibiotikumokat, példaul cefalex-
int nyeriink. A dezacetil-cefalosporin-C felhasz-
nalhat6 a 3-aciloxi-cefalosporin antibiotikumok
elballitasara. A tisztitott enzim felhasznéalhat6 az
enzim aminosavsorrendjének meghatérozisshoz,
aminck ismerete kl6nozasi kisérletekben fontos.
Felhasznalhatjuk a tisztitott enzimet a penicilli--
nek antibiotikus aktivitassal rendelkez8 cefalo-
sporinokka valo 4talakitdséra is.

Az alabbiakban ismertetetjilk az eljarasunk
sordn alkalmazott meghatarozasi médszereket:

Enzimaktivitasi vizsgilat — Az enzim tiszta-
saganak megallapitdsara, a tisztitasi folyamat
nyomonkovetésére a kromatografias frakciok ex-
pandaz és hidroxilaz aktivitasit HPLC analizis-
sel hatdrozzuk meg, illetve a kromatografias
frakciok protein Osszetételét nétrium-dodecil-
szulfdtos poliakril-amid elektroforézissel (SDS-
—PAGE) analizaljuk. Az expandazaktivitas
meghatdrozasihoz a reakcioelegyet 30 °C hé-
mérsékleten inkubaljuk 15 percen keresztiil. Az
1 ml 50 mM Tris-HC1 pufferben, pH= 17,5,
0,0003 - 0,003 egység enzimet tartalmazé oldat-
ban az alkot6részek koncentrici6ja a kovetkez§
0,28 mM penicillin-N-szubsztrat, 0,60 mM a-ke-
toglutarat, 0,06 mM vas(1l)-szulfat, 0,67 mM
aszkorbét, 1,00 mM ditiotreit és 0,05 mM ATP,
A hidroxil4zaktivitdss meghatiroz4sihoz az en-
zim-katalizdlta reakciot 36 °C h6mérsékleten vé-
gezziik a fent ismertetett reakcidelegyben, azzal
a kiilonbséggel, hogy szubsztratként a penicillin-
N helyett dezacetoxi-cefalosporin-C-t haszné-
lunk, 0,05 mmélos koncentriciéban.

Az enmzimreakciot 1 ml etil-alkohol hozz4-
adéséval ledllftjuk. A csapadékot 4000 g-n S per-
cig torténd centrifugéldssal elvélasztjuk, és a fe-
lildsz6t, ami az enzimreakcid termékét tartal-
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mazza, HPLC-vel analizdljuk az alsbbiakban is-
- mertetett médon. Az expanddzaktivitds megélla-
pitdsdnal a dezacetoxi-cefalosporin-C-t és a dez-
acetil-cefalosporin-C-t egyardnt mérjiikk az en-
zim bifunkcionilis jellegébSl kovetkezbleg. A
hidroxildzaktivitas vizsgalatdnal a dezacetoxi-ce-
falosporiin-C-bdl keletkez dezacetil-cefalospo-
rin-C-t hatdrozzuk meg,

20—-100 ul felilldsz6t hasznilunk a dezacet-
oxi-cefalosporin-C és a dezacetil-cefalosporin-C
HPLC-vel tortén6 meghatdrozasdhoz, kiilss
standardot alkalmazva.

El6nyos HPLC rendszer: Model 721 rendszer
irdnyfté egység, Model 730 adatfedolgozo,
Model 710B  Waters Intelligent Sample
Processor, Model S10EF pumpak és egy
Lambda-Max Model 481 LC spektrométer
(Waters Assoc., Milford, MA, USA).

A dezacetil-cefalosporin-C-t és a dezacetoxi-
cefalosporin-C-t  el6nyosen uBondapak-NH,4
oszlopon (0,8 x 10 cm) (Waters Assoc.) valaszt-
juk el. Mozgdfazis: 2% ecetsav/0 —4% metil-al-
kohol/6 — 7% acetonitril/87 - 92% viz; pH = 3,8;
dramlasi sebesség: 1,5—2,0 ml/perc; detektalas
260 nm-en (cefalosporin kromofor). A meghata-
rozisok mind az expanddz, mind a hidroxil4z
meghatdrozisénal 2%-os szréssal reprodukél-
hat6k.

A 3. 4bra a két aktivitas tipikus HPLC kroma-
togramjat mutatja. Az expand4z vizsgilatnal a
DAC mennyiségét — a koelucié miatt — a peni-
cillin-N mennyiségével korrigaljuk.

Molckulatomeg meghatarozasa — A gyenge
anioncseréld gyantarol szdrmazoé (2. 16pés) aktiv
expandaz molekulatomegét Bio-Gel A 0,5m osz-
lopon (1,6x100 cm) torténd gélszdiréssel hataroz-
zuk meg. Az oszlopot el6z8leg ekvilibraljuk 50
mM Tris-HCI pufferrel, pH= 7,5, ami 1 mM
koncentricioban ditiotreitolt és 1 mM koncent-
raciéban aszkorbatot is tartalmaz. A rendszer
kalibralasihoz élesztd  alkoholdehidrogendzt
(MS: 80000), borjia szérum-albumint (BSA, MS:
66200), ovalbumint (MS: 450000) karbonat-de-
hidratdz (MS: 31000) és ribonukledzt (MS:
13700) hasznilunk.

A FPLC-vel tovibb tisztitott enzim minimalis
molekulatomegét a néatrium-dodecil-szuiftos
poliakrilamid gélelektroforézissel hatdrozzuk
meg protein molckulatomeg standardokat alkal-
mazva.

Izoclektromos fokuszalds — A tisztitott en-
zim izoelekirom., pontjat Anderson, N. G. és
Anderson N. L. mddszerével hataroztuk meg
[Anal. Biochem., 85: 331340 (1978)].

Az elektroforézist 5% amfolittel (pH=
3-10; Pharmacia,, Inc.) végezziikk akrilamid-
gélben. A proteineket eziistsoval tessziik 1athat6-
va. .

Aminosavisszetétel — A tisztftolt enzimet
Mono Q erds anioncserél6 gyantén tovabb tisz-
titjuk FPLC-vel, ¢és az eluatum fehérjét haszn4l-
juk fel az aminosavosszetétel meghatdrozéséra,
Az cludtumot 6 n sésavban hidrolizaljuk, 110 °C
hOmérsékleten 24, 48, 72 és 96 6rdn 4t. Az ami-
nosavakat intcgratorral elldtott Beckman Model
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6300 aminosavanalizdtorral hatdrozzuk meg. A
treonin és a szerint mennyiségét a hidrolizis 0
idejére extrapoldljuk. A ciszteint, mint cisztein-
savat hatdrozzuk meg a dimetil-szulfoxidos oxi-
déci6 utdn. A triptofant tioglikolsavas hidrolfzis-
sel hatdrozzuk meg.

Proteintartalom — az enzimprepardtum pro-
teintartalmat Bradford, M.M. [Anal. Biochem.,
72: 248 -254 (1976)] mobdszerével hatérozzuk
meg standardként borji szérumalbumint hasz-
nélva.

Az elmondottak szemléltetésére az alabbiak-

ban egy példat adunk meg.
Példa :
Nagy cefalosporin-C  termelSképességd

Cephalosporium acremonium ATCC 36225 tdr-
zset 96 Ordn 4t tenyésztink S50 milliliteres
Erlenmeyer lombikokban Queener, S.W. é&s
munkatarsai altal leirt 6sszetett folyékony tépta-
lajon ("Cephalosporin C fermentation: Bio-
chemical and regulatory aspects of sulfur meta-
bolism", 141—170. old., in: E. J. Van Damme
(szerk): "Biotechnology of industrial antibiotics”,
Marcel Dekker, Inc,, New York).

A sejteket 20000 g-én 10 percen 4t centrifu-
galva Osszegydijtjuk, 50 mM Tris-HCI pufferrel,
pH= 7,5, 1,0 mM kalium-kloridot nem tartal-
maz6 pufferral mossuk.

A dezacetoxi-cefalosporin C-szintet4z tisztit4-
sat 0 —4 °C hémérsékleten végezzik.

600 g nedves tomeg( friss sejtet S0 mM Tris-
HCI pufferben, pH= 7,5, szuszpendilunk. A
puffer a tovabbi alkot6részeket is tartalmazza:
10% glicerin, 10% etil-alkohol, 10 mM ditiotre-
it, 10 mM aszkorbat. A szuszpenzi6 ossztérfoga-
ta 1 liter. A szuszpendalt sejteket ultrahanggal 4
°C vagy az alatti hdmérsékleten feltarjuk. A fel-
tards alatt 16bb adagban fenil-metil-szulfonil-flu-
oridot adunk a szuszpenzi6hoz, mig a végtérfo-
gat 2 mM nem lesz. 1 ug/ml koncentraciéban
dezoxi-ribonukleazt, 2 mM koncentraci6ban
magnézium-szulfétot adunk a prepardtumhoz. A
feltart szuszpenziét 40000 g-én 30 percen 4t
centrifugaljuk, és a feliilisz6t elvilasztva nyerjitk
a nyers enzimkivonatot. A nyers enzimkivonat
Osszesen 12500 mg proteint tartalmaz, fajlagos
aktivitasa 0,039 egység/mg, Osszaktivitisa 485
egység.

A nyers extraktumot DEAE-trisakril LS osz-
lopra (5x300 cm) visszilkk, melyet cl6z8leg
GEDA pufferrel ekvilibraltunk. Az enzim nem
marad az oszlopon, ha 50 mM Tris-HCI puffer-
rel eludlunk, de a visszamaradé proteinek kovet-
keztében a szdrletben kb. 1,6-szoroséra tisztul.
Az eludtumban az dsszprotein 6200 mg, fajlagos
aktivitds 0,063 egység/mg, osszaktivitds 393 egy-
ség.

Az " clustumot DEAE-celluléz oszlopra
(2,5x41 cm) vissziik, amit el6z6leg GEDA puf-
ferrel ekvilibraltunk. Az oszlopot 4-oszloptérfo-
gatnyi mennyiségd GEDA pufferrel mossuk 0,05
M kélium-klorid jelenlétében. Mosés utdn a
GEDA pufferben 0,05 M-t6l 0,60 M-ig kélium-
klorid linedris gréddienst kialakftva, eludljuk az
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oszlopot. A linedris grédienst 800 ml pufferben
- alakitjuk ki, 25 ml/6ra dtfolyasi sebesség mellett
10 milliliteres frakciokat gydjtiink. 0,04 M és
0,06 M kélium-klorid koncentraciok kozou elu-
416dik az enzim egy f8csiicsban és két mellék-
csticsban. Az osszaktivitdsnak kb. 75%-a van a
f6esticsban. A f8csiics frakceioit, melyekben a faj-
lagos aktivitas 0,088 egység/mg-nal magasabb,
egyesitjik és  Amico ultrafiltraciéval PM30
membranon 9,5 ml térfogatra toményitjitk. A be-
toményitett oldatot Sephocryl S —-200 oszlopra
(5x85 cm) vissziik, amit el6z6leg GEDA puffer-
ben ekvilibraltunk. 40 ml/6ra atfoly4si sebesség
mellett 10 milliliteres frakcikat gydjtink. A leg-
alabb 0,33 egység/mg fajlagos akuvitdst frakcio-
kat egyesitjik és hidroxilapatit oszlopra (1,6x95
cm) visszik, amit eldz8leg GEDA pufferrel ek-
vilibréltunk 20 mM kélium-foszfat jelenlétében.
Az oszlopot 2 oszloptérfogatnyi ugyanilyen puf-
ferrel mossuk. Az enzimet lépcsdzetes gradiens-
elucidval cludljuk 100 ml GEDA pufferrel, mely-
ben a kalium-foszfat koncentracié 30, 40, 60, 80,
illetve 100 mM. 5 milliliteres frakcikat gydjtink
15 ml/6ra atfolyasi sebesség mellett, Az enzim
egy {6 és egy mellékcsticsban jelenik meg. A f6-
cslics az odsszaktivitasnak kb. 80%-4t tartalmaz-
za. Az enzimet tartalmazé egyes frakcidkhoz
fenil-metil-szulfonil-fluoridot adunk 0,25 mM
koncentracioban. A fidcsics azon frakci6jat,
melyben a fajlagos aktivitds 0,827 egység/mg
Mono Q oszlopon gyors protein folyadékkroma-
togréfidval tovabb tisztitjuk (FPLC; Pharmacia
Inc., Piscataway, NJ. USA).

A f8csics legmagasabb fajlagos aktivitast
frakcidjanak egy részét (5,6 mg protein) Mono
Q oszlopra (0,5x5 cm) visszitk, amit eldz8leg
GEDA pufferrel ekvilibraltunk. Az enzimet li-
neéris gradiens elucioval eludljuk, 32 ml GEDA
pufferben a kalium-klorid koncentraciét 0-rol
0,4 M-ra emelve. 30 ml/6rés atfolyasi sebességnél
1 milliliteres frakciokat gydjtink. A Mono Q
FPLC aktivitasat és a protein-kromatogramjat
az 1D abran mutatjuk be. Az enzim jellemzd
adatai megegyeznek a leflr6 részben megadot-
takkal, tisztasaga és fajlagos aktivitasa pedig a 1.
tablazatban leirtakkal.

A hidroxiapatit azon tovabbi frakci6it, me-
lyeknek a fajlagos aktivitdsa nagyobb, mint 0,558
egység/mg, egyesitjilk és DEAE-Sephar6z osz-
lopra (1,6x95 cm) vissziik, amit el§z8leg GEDA
pufferben ckvilibraltunk. Az oszlopot 2-oszlop-
térfogatnyi pufferrel mossuk 0,05 M kalium-klo-
rid jelenlétében. Az enzimet 400 ml GEDA puf-
ferben kialakitott linedris kalium-klorid gradi-
enssel elualjuk, a sdkoncentraciot 0,05 M-rél 0,6
M-ra emelve.

15 mV/6ra 4tfolyasi sebesség mellett 5 millite-
res frakciokat gytjtiink.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljarés tisztftott — expandaz és hidroxilaz
aktivitdssal rendelkez8 — dezacetoxi-cefalospo-
rin-C-szinletdz enzim el64llitasdra, mely egy mo-
nomer protein, melynck gélszdréssel megallaps-
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tott molekulatdmege 43000, nétrium-dodecil-
-szulft/poliakril-amid gélektroforézissel (SDS-
~PAGE) megéllapftott minimalis molekulatd-
mege 41000, izoelektromos pontja 6,0 + 0,5, és
aminosavosszetétele a kovetkezd:

Aminosav 41000 Daltonra

esd savmaradék szdma
Asx (Asp + Asn) 37
Thr 24
Ser 26
Glx (Glu +Gln) 35
Pro 21
Gly 31
Ala . 34
Val 32
Cys 6
Met 5
Ile 8
Leu 27
Tyr - 10
Phe 20
His 6
Lys ‘ 17
Arg 29
Trp 3
Osszesen 37

azzal jellemezve, hogy

i) protedzgétl6t, pH = 7,8 kémhatédst puffert
és GEDA-t tartalmazé sejtmentes, nyers vizes
enzimkivonatot gyenge anioncserél§ gyantéra
vissziik, az enzimet GEDA-t tartalmaz6 kalium-
klorid vagy nétrium-klorid, vagy Tris-HC! gradi-
enssel eludljuk, majd

il) az i) lépésbol szdrmazo, az enzimet tartal-
maz6 eludtumot keresztkotéses poliszaccharid-
gélen sz(rjiik, a gélt GEDA-val mossuk, és

iii) az ii) 16pésbd] szadrmazd, az enzimet tartal-
maz6 szdrletet hidroxilapatitra vissziik és az en-
zimet GEDA-t tartalmaz6 kalium-foszfat gradi-
enssel eludljuk, majd a kapott eludtumot kivint
esetben tovabb tisztitjuk, ahol a GEDA jelenté-
se: 5—15% glicerin vagy szacchar6z, 5—15%
1-3 szénatomszami egyértékd alkohol, 1—20
mM koncentréicioban szulfhidrilcsoportot tartal-
mazé redukélészer és 1—-20 mM koncentracio-
ban aszkorbit.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy az 1. igénypont iii) l€pésébdl szér-
maz0, az enzimet tartalmaz6 eludtumot er8s ani-
oncseréld gyantdra visszilkk, és az enzimet
GEDA-t tartalmazé kélium-kiorid, vagy nétri-
um-klorid vagy Tris-HCI gradienssel eludljuk.

3. Az 1. igénypont szerinti cljaras, azzal jelle-
mezve, hogy az i) lépés anioncserél§ gyantdjét, az
ii) 1épés géljét és az iii) 1épés hidroxiapatitjat
GEDA-val ekvilibrdljuk, miel6tt az enzimet ré-
vinnénk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljérds, azzal jelle-
mezve, hogy a nyers enzimkivonatot Tris-HCI
pufferral, pH = 7,5, pufferoljuk.

5. Az 1. vagy 3. igénypont szerinti eljarés, az-
2al jellemezve, hogy olyan GEDA-t alkalmazunk,
melyben a glicerin vagy a cukor kocentrécibja
10%, az 13 szénatomszama egyértékd alkohol

8-
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koncentrécitja 10%, a szulfhidrilcsoportot tar-
talmazé reduk4loszer és az aszkorbét mindegyi-
kénck a koncentrécitja 10 mM.

6. Az 1,2, 3. vagy 5. igénypont szerinti elja-
1&s, azzal jellemezve, hogy a glicerint, etil-alko-
bolt, ditiotreitet és aszkorbétot tartalmazo
GEDA-t alkalmazunk.

7. Az 1. vagy 3. igénypont szerinti cljards, az-
zal jellemezve, hogy az i) lépésben az enzimet
olyan kélium-klorid vagy nétrium-klorid line4ris

5

10

2.

gradienssel elusljuk, ahol a koncentracié 0,04
M-r610,6 M-ra emelkedik.

8. Az 1. vagy 3. igénypont szerinti eljdrds, az-
zal jellemezve, hogy az 1) 1épésben a gradienst
0,05 M-r6l 0,5 M-ra névekv6 koncentrécitjt
Tris-HCl-al alakftjuk ki.

9. Az 1. vagy 3. igénypont szerinti eljirés, az-
zal jellemezve, hogy az i) lépés anioncserél6 gyan-
tdja dietil-amino-etil-celluléz vagy dietil-amino-
-etil-poliakril gyanta.

-9-
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