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Sposob oczyszczania wodnego ekstraktu z materialu roslinnego,

zawierajacego aktywng 5’-fosforodiesteraze, stosowanego do otrzy-

mywania 5’-mononukleotydéw z kwaséw nukleinowych

1
Przedmiotem wynalazku jest sposOb oczyszcza-
mnia wodnego ekstraktu z materialu ro$linnego, za-
wierajacego aktywnag 5-fosforodiesteraze, stosowa-
nego do otrzymywania 5-mononukleotydéw z kwa-
s6w nukleinowych.

Wiadomo, ze kwasy nukleinowe mozZna rozszcze-
. pi¢é na 5-mononukledtydy za pomocg enzymoéw.
Jako substancje, zawierajace enzymy odpowiednie
do tego celu, nalezy wymienié obok pawnych mi-
. kroorganizméw przede wszystkim jad wezy. Jed-
nakze wadg stosowania jadoéw wezy jest to, ze
w wyniku zawarto§ci w nich réznego rodzaju en-
zyméw rozpad jest trudny do kontrolowania i czg-
sto przebiega az do wytwarzania nukleozydéw. Tak
daleko posuniety rozpad w wiekszoSci przypad-
kéw jest niepozadany. Dlatego tez usilowano osta-
bié enzymatyczne dzialanie jadéw wezy przez
utrzymanie wysokiej aktywno$ci 5’-fosforodieste-
razy i ré6wnoczesne obniZenie aktywno$ci 5-nukle-
otydazy. Mozna to osiggngé réznymi drogami. Jad
‘weza np. oczyszczano stosujac réznego rodzaju
operacje wytracajace lub poddawano go dziataniu
wysokiej temperatury. Jest takze rzeczg wiadoma,
%e jony pewnych metali wykazuja zdolno§é dez-
aktywizacji. Znane sg réwniez kombinacje opisa-
nych metod dezaktywizacji.
Metody te wykazuja jednak wady, gdyz sg zmud-
Tne, czasochtonne i dajg sie zastosowaé tylko przy
zachowaniu okre§lonych warunkéw. Nadto uzys-
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kanie jadu wezowego, potrzebnego jako material
wyjSciowy, jest kosztowne i niebezpieczne,

Wiadomo, Ze mozna uzyskaé 5-mononukleotydy
w spos6b prosty i tani, je§li enzymatyczny rozpad
kwas6w nukleinowch prowadzi sie za pomoca wod-
nych ekstraktéw fosforodiesterazy, uzyskanych
z materialu roflinnego w obecno§ci rozpuszczal-
nikéw organicznych w ilo§ci od 5 do 20%, ko-
rzystnie 10% calkowitej objeto§ci plynu, po czym
z mieszaniny reakcyjnej oddziela si¢ powstate
5’-mononukleotydy. Stwierdzono bowiem, ze ma-
terial roflinny r6znego pochodzenia zawiera 5'-fos-
forodiesteraze, kt6éra mozna uzyskaé w postaci
czynnego ekstraktu enzymatycznego przez wylugo-
wanie tego materialu woda, réwniez w obecnojci
ro‘zpuszczalnikéw organicznych.

Jako materiat roSlinny nalezy rozumieé przede
wszystkim ro§liny nadziemne i/lub podziemne cze§-
ci ro§lin, jak owoce, nasiona, bulwy, korzenie ro-
§lin zwyktych i/lub okopowych, dalej zarodki ro-
§linne, jak réwniez mieszaniny rozmaitych ro$lin
lub ich czeSci, ewentualnie z zarodkami. Jakq spe-
cjalnie odpowiednie okazaly sie surowe wyciagi
z nasion, zarodkéw i/lub cze§ci sktadowych zarod-
kéw roSlin dwu- lub jednoli§ciennych, jak np. ro$-
lin motylkowych, pszenicy, ryzu, jeczmienia i/lub
traw, jak réwniez z odpadkéw otrzymywanych
przy stodowaniu. )

Na og6t celowe jest wzbogacenie otrzymanego
ekstraktu w enzym na drodze niewielu zabiegéw
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oczyszczajacych. W tym celu mozna np. obsorbo-
waé enzym na zelu fosforanu wapniowego, kto6-
ry dodaje sie do klarownego roztworu, po czym
odwirowuje sie i wymywa roztworem siarczanu
amonowego i roztworem buforowym fosforanu,
a nastepnie wytragca z roztworu metanolem, etano-
lem, acetonem lub podobnymi rozpuszczalnikami
organicznymi. Przez nastepujgce po tym chroma-
tografowanie usuwa sie takze obecng jeszczz 5-nu-
kleotydaze. Poza znacznym nakladem materiato-
wym i wymaganym dlugim czasem prowadzenia
procesu istnieje niebezpieczefistwo utraty czeSci
eennej 5-fosforodiesterazy w poszczegblnych fa-
zach procesu.

-Przedmiotem - wynatazku jest spos6b oczyszcza-
nia ' wodnego ekstraktd materialu roélinnego, za-
wierajacego aktywng 5'-fosforodiesteraze, stosowa-
nego ‘do ~, otrzymywania 5’-mononukleotydow
z kwaséw nukleinowyeh przez krétkotrwale pod-
dawanie dzialaniu~ ‘etépla wodnych ekstraktéw
z materialu roflinnego. Ogrzewanie prowadzi siz
korzystnie w obecnofci soli metali ciezkich.

Ekstrakty z materiatu ro§linnego, do ktérych do-
daje sie organiczne rozpuszczalniki trudno rozpusz-
czalne lub nierozpuszczalne w wodzie, jak np. to-
ulen lub chloroform w .ilo§ci od 0,5 do 3%, ko-
rzystnie 1 do 1,5% objetoSci plynu, podgrzewa sic
przed ich zastosowaniem do rozszczepiania kwasow
nukleinowych do temperatury 45—70°C, korzystnie
55—65°C, w ciggu 5—40 minut, najkorzystniej 15—
25 minut,.

Ogrzéwanie mozna prowadzié réwniez w obec-

no$ci soli metali ciezkich., Szczegélnie korzystne
jest zastosowanie soli nieorganicznych, takich jak
chlorki, siarczany i azotany cynku, niklu i miedzi.
Stezeme molowe soli metali ciezkich w wyciggach
powinno wynosié od 10—2 do 10-5.
"~ Nieoczekiwanie stwierdzono, ze warto§¢ pH en-
zyméw moze wahaé sie w szerokich granicach.
przy czym ze zrozumialych wzgledéw nalezy uni-
kaé obszaréw krancowo kwasnych lub alkalicznych.
‘W celu daleko idgcego zdezaktywowania 5-mono-
nukleotydazy okazalo sie szczegllnie korzystne
sprowadzenie pH ekstraktu do warto§ci 4—17. Proces
mozna prowadzi¢é réwniez w obecno$ci roztworu
buforowego, jak na przyklad fosforanowego, ftala-
nowego, octanowego lub tro;oksyme‘pyloammome-
tanowego.

Zachowujac powyzsze warunki utrzymuje sie
mozliwie maksymalng aktywno§é 5-fosforodieste-
razy przy réwnoczesnej jak najdalej posunietej d--
zaktywizacji 5-nukleotydazy. Jednocze$nie metoda
jest szybka i nie wymaga duzego nakladu materia-
towego.
~ Jezeli proces prowadzi sie bez dodatku soli me-
tali ciezkich, to dla osiggniecia daleko idacej d--
zaktywizacji 5-nukleotydazy szczegbOlnie celowe
jest sprowadzenie pH ekstraktu do warto§ci 4—7.
Stwierdzono jednakze, ze ro§liny podczas procesu
ekstrakcji nie musza byé traktowane roztworem
wodnym, nastawionym do okre§lonej warto§ci pH.

Ekstrakty oczyszczone sposobem wedlug wyna-
lazku uzywane sg bezpoSrednio do rozszczepiania
kwaséw nukleinowych.

10

15

20

25

35

45

50

55

60

65

4

Przytoczcme ponizej przyklady wyjasniajg spo=-
s6b wedlug wynalazku. -

Przyktad 1. W celu otrzymania ekstraktu
z materialu roflinnego, np. z kielk6w oczyszczo-~
nego stodu jeezmiennego, wprowadza sie 10 czeSci.
wagowych materialu roflinnego do 100 czeSci wa-—
gowych wody, a nastgpnie miesza w temperaturze
pokojowej przez dwie godziny i odwirowuje. Eks-
trakt wykazuje warto§é pH = 5+6 i zostaje za po—
mocg lugu sodowego lub kwasu octowego sprowa-
dzony do pozadanej wartoSci pH, podanej w ta-
blicy I. Nastepnie wyciagg podgrzewa sie w kapieli
wodnej w temperaturach i odstepach czasu po-
danych w tej tablicy. Po ogrzewaniu ochtadza si¢
i warto§é pH sprowadza do 8.

15 czeSci objetoSciowych wyciggu z klelkéw
z oczyszczonego stodu jeczmiennego, otrzymanego
w wyzej opisany sposé6b, albo wyciagu z innego
materialu ro$linnego, np. z kieltkéw pszenicznych,.
dodaje sie do 10 cze$ci objetoSciowych roztworu nu-
kleinianu sodowego (2%-go roztworu kwasu nu-
kleinowego) i 12 czeSci objetoSciowych wodnego
roztworu, zawierajacego 0,1 mola tréj-(oksymety-
lo)-aminometanu jako buforu o wartoSci pH = 8,0
z dodatkiem 0,5—3%0 toluenu. W §lepych prébach
zastepuje sie roztwér kwasu nukleinowego 10 cze§-
ciami objetoSciowymi wody. Czas trwania roz-
szczepiania enzymatycznego wynosi okolo 20 go-
dzin przy temperaturze 37°C.

Wyniki podane sg w kolumnach 5 i 6 ponizszej
tablicy 1.

Tablica I
Koltmna 1 2 3 ' 5 6
Wstepna obrébka Kwas
ekstraktu nukleinowy
— e
9 ogrzewanie v o
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= oo o g ° 0Bg ORX
2 oL Q = + 1 N w
o =2 g aN g ) w QY 99
g Sx ol Nt om 883 | o=
a] =) % oo B cMo |l oM
. |
1 kielki
Z 0CZySZCzZOo-
nego stodu
jeczmiennego 55 20 4 81 2,0
2 . 65 20 5 87 1,6
3 1 65 15 6 92 2,3
4 kielki
pszenicy 65 20 5 78 5,3
5 s 65 15 6 84 6,1
W dalszej tablicy II przytoczono przyklady..

w ktoérych uzyto wyciggéw z materialéw roSlin-
nych ogrzewanych w obecno$ci soli metali ciezkich..

Przyktad II. Wytwarzanie ekstraktu z zarod--
koéw: 10 czeSci wagowych kielkéw z oczyszezonego-
stodu jeczmiennego i 100 czeSci objeto§ciowych wo-
dy, o wartoSci pH doprowadzonej na poczatku
ekstrakcji tugiem sodowym do 8,0, miesza sie dwie
godziny w temperaturze pokojowej i nastepnie od--
wirowuje. Ekstrakt sprowadza sie¢ za pomocg tu-
gu sodowego lub kwasu octowego do pozadanej
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warto§ci pH, podanej w tablicy II. Nastepnie do-
daje sie tyle roztworu soli metalu cigzkiego, azeby
osiagngé pozadang ilo§¢é w molach, podang réw-
niez ‘w tablicy II, i ogrzewa w kapieli wodnej
w temperaturach i okresach czasu po'danych_ w -ta-
blicy II. Po zakonczeniu ogrzewania ekstrakt
ochladza sie i sprowadza warto§¢ pH z powrotem
do 8,0 (kolumny 1—6 w podanej dalej tablicy II).

W celu otrzymania 5-mononukleotydéw, 3 czeSci
objetoSciowe ekstraktu z kielké6w z oczyszczonego
stodu jeczmiennego otrzymanego jak wyzej lub
wyciggu z innych ro§lin, np. z kielk6w pszenicz-
nych, dodaje si¢ do 2 czeSci objetoSciowych roz-
tworu nukleinianu sodowego (1,687% roztworu
kwasu nukleinowego) i 3 czeSci objetoSciowych
roztworu, zawierajacego 0,1 mola tr6j-(oksymety-
lo)-aminometanu jako buforu o warto§ci pH = 8,0
z dodatkiem 0,5—3% toluenu. W jednocze$nie pro-
wadzonych §lepych prébach zastepuje sie roztwor
kwasu nukleinowego dwoma czeSciami objetoScio-
wymi wody. Czas trwania rozszczepiania enzyma-
tycznego wynosi okolo 20 godzin w temperaturze
37°C.

Wyniki przedstawiono w kolumnach 7 i 8 nizej
podanej tablicy II.

Tablica II
Ke- | | I
lum- 1 2 3 4 |5 6 7 8
n | | |
Obrébka wstepna Kwas nu-
N ekstraktu kleinowy
E. _ -
= .o
o s61 metalu | O8rze- , °
- wanie ) S
it =t 9f | g
=1 7] - —_ © <] g0
$ S 5| B |5 |eE|E| 2% |2
~ o &N Q3 o
K [} S, 2 g |mB 9| 9" 3
- o oz =} 9 log| 0| 923 |39
B ] ] o 2 [,=| £| 820 | R
b4 b Qo N g£.,/88 5| agsw o
o ] N ¢ |50|8a N2o |5
s} E BE n PANOES 3 2MB |0
¢ kietki
Z OCZYSZCZO-
nego stodu
jeczmiennego| CuCl, | 0,002 65 )20 | 5 87 |11
7 » " 0,002 65|20 |5 91 |4
8 , NicCl, | 0,001 65|20 (5 100 (15
9 ”» ’ 0,00025 | 65 | 20 | 5 100 |18
10 ” ’ 0,001 65 (20| 6 100 |15
11 ” " 0,00025 |65 (20| C 100 |16
12 » ' 0,001 65420 | 7 9 (15
13 ’ " 0,00025 | 65 | 20 | 7 87 (g
14 ' ZnCl, | 0,01 65|20 | 4 96 |10
15 ' ' 0,001 6520 | 4 92 | 3,6
16 ”» " 0,01 g5 2|6 85 | 2,6
17 » : ' 0,001 652 |6 79 | 2,7
18 » ” 0,001 55| 5| 4 92 (32
19 » ” 0,001 55 (10| 4 [ . 97 |23
20 » ’ 0,001 55120 | 4 87 |16
21 - ’ 0,001 55|40 | 4 69 |2
22 ” » 0,001 5510 | 4 97 |23
23 » ”» 0,001 65| 10 | 4 80 | 05
24 »” " 0,001 65 20 | 4 75 |03
25 o " 0,001 65 | 49 | 4 59 | 0,1

Przyktad III. Wytwarzanie ekstraktu z za-
rodkéw: 150 g kielk6w pszenicznych miesza sie
z 1000 cm® wody w ciggu dwoéch godzin w tem-
peraturze pokojowej i przy warto§ci pH = 17,5
(uzyskanej przez dodatek roztworu wodorotlenku
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potasowegg. Nastepnie mieszanine edwirowuje sie.
Po doprowadzeniu ekstraktu do wartoci pH =35
przez dodatek kwasu solnego, dodaje si¢ roztworu
chlorku cynkowego tak, aby stezenie molowe wy-
nosito 0,005 mola ZnCly;. Na koniec ekstrakt utrzy-
muje sie¢ w temperaturze 65°C .pfzez 20 minut,
ochtadza i ponownie sprowadza otrzymany eks-
trakt z zarodkéw do warto§ci pH = 5.

25 cm?® otrzymanego ekstraktu z kielkéw psze-
nicznych dodaje si¢ do 25 cm? 2% roztworu kwasu
nukleingwego, wytworzonego z mlecza rybiego
i zawierajagcego kwas dezoksyrybonukleinowy
i sprowadza te mieszanine do warto$ci pH = 17,5.
Warto§¢é pH utrzymywana jest przez stale doda-
wanie rozcienczonego roztworu wodorotlenku po-
tasowego. Zakonczenie rozszczepienia zaznacza sie
przez ustalenie sie wartoSci pH. Przecietny czas
trwania reakceji prowadzonej w*temperaturze 37°C
wynosi okoto 27 godzin. Rozszczepienie kwasu nu-
kleinowego wynosi 85%, oddzielenie P,O0.—6%.

Przyktad IV. Zastosowuje sie ekstrakt z za-
rodkéw sporzgdzony w spos6b taki, jak w przy-
kladzie II. Jako s6l metalu stosuje si¢ ZnCly; w ta-
kiej ilo§ci, aby stezenie wynosilo 0,001 mola/litr
i ogrzewanie prowadzi sie przez 20 minut w tem-
peraturze 65°C, przy warto$ci pH = 5.

40 cm?® otrzymanego wyciggu dodaje sie do 10
cm?® 2,5% zobojetnionego roztworu kwasu dezoksy-
rybonukleinowego. Warto§¢ pH mieszaniny dopro-
wadza sie do 8 przez dodanie lugu sodowego. Po
24 godzinach, w czasie ktérych utrzymuje si¢ war-
to§¢ pH = 8 przez biezgce dodawanie rozcienczo-
nego lugu sodowego oraz temperature inkubatora
37°C, rozszczepienie kwasu nukleinowego wynosi
75% przy oddzieleniu fosforanu sodu w 9,6%.

Przyktad V. 50 g wysuszonych w suszarce
prézniowej korzonkéw zarodkowych bobu (Vicia
faba) drobno miele si¢ i ekstrahuje 50 cm3 wody
utrzymujgc warto§é pH =8 (NaOH) w ciggu 5 go-
dzin. Ekstrakt ten przez dodanie ‘kwasu solnego
doprowadza sie do warto§ci pH =5 i dodaje do
roztworu CuCly tak, ze steZenie soli metalu ciez-
kiego w mieszaninie wynosi 0,0002 mola/litr. Mie-
szanine ogrzewa si¢ w ciggu 20 minut w tempera-
turze 60°C. Po ochlodzeniu doprowadza sie eks-
trakt z powrotem do warto§ci pH = 8 przez doda-
nie ugu sodowego. Do 50 cm3 tego wyciagu doda-
je sie 40 cm® roztworu, zawierajacego 0,1 mola
tr6j-(oksymetylo)-aminometanu jako buforu o war-
to§ci pH =8 z dodatkim chloroformu i 10 cm?
2,5% roztworu nukleinianu sodowego i ogrzewa
mieszanine do temperatury 37°C. Po 18 godzinach
rozszczepienie enzymatyczne kwasu nukleinowego

wynosi 92%.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b oczyszczania wodnego ekstraktu z ma-
terialu ro$linnego zawierajgcego aktywng 5-fo-
sforodiesteraze, stosowanego do otrzymywania
5’-mononukleotydéw z kwaséw nukleinowych,
znamienny tym, ze surowy ekstrakt poddaje sie
ogrzewaniu w obecnoS$ci metali cigzkich w cia-
gu krotkiego okresu czasu, a nastepnie ochla-

dza.
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2. Spos6b wedlug zastrz. 1 znamienny tym, ze
ekstrakt poddaje sie ogrzewaniu w ciggu 5—40
minut, korzystnie 15—25 minut do temperatury
45—170°C, korzystnie 55—65°C i nastepnie ochla-
dza do temperatury otoczenia. 5
3. Spos6b wedtug zastrz. 1 i 2 znamienny tym,

8
ze jako sole metalu cigzkiego stosuje si¢ chlorki
cynku, niklu lub miedzi.

. Spos6b wedlug zastrz. 1—3 znamienny tym, Ze

egrzewaniu poddaje sie ekstrakt, w ktérym stg-
zenie molowe soli metalu ciezkiego wynosi
10-2 —10-5,

KRAK 4, Sarego 7. — Zam. 830767 — 270
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