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Enzym aminoacylasa se izoluje z vodného
extraktu ledvin savcl tak, Ze se extrakt za-
h¥ivd 5 aZ 15 minut p¥i 60 aZ 80 °C. Teplem
zpracovand smeés se odstredi. K supernatan-
tu se pFida 200 aZ 300 g/litr amonné soli,
vyhodng siranu amonného. Vznikld suspen-
ze se odstfedi, oddélend sraZenina se roz-
pusti ve vod8, roztok se dialysuje proti vo-
ds. Zdialysovany roztok nebo roztok enzy-
mu izolovaného z dialysdtu v puiru o pH
6,5 aZ 8,5 se popPipadé podrobi chromato-
grafii na anexu. Potom se popfipadé podro-
bi aktivni frakce ziskané chromatografii,
nebo roztok enzymu vysrdZeného z aktiv-
nich frakci pFiddnim amonné soli v pufru
o pH 6,0 aZ 8,0, gelové chromatografii na ge-
lovém filtru, jehoZ horni hranice frakcio-
novanych molekuldrnich hmotnosti je vy3si
ne? 70000. Enzym se z aktivnich frakel
vysrdZi amonnou soli.

Surovych, prediSténych a €istych pevnych
enzymovych produktl lze pouZivat pro pfi- -
pravu imobilizované aminoacylasy, kterd se
pouZiva p¥i §tépeni DL-aminokyselin.
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Vyndlez se tyka zlep3eného zplisobu izo-
lace aminoacylasy z ledvin savcé, zvlasts
vepid.

Je znamo, Ze enzym aminoacylasa se vy-
skytuje v nejvys8ich koncentracich v led-
vindch veprl, a proto se p¥i popsanych zpl-
sobech izolace aminoacylasy pouZivd jako
suroviny téchto ledvin.

Podle metody popsané v Casopisu ]J. Biol.
Chem.t178, 503 (1949) se aminoacylasa izo-
luje z kiiry vepfovych ledvin néasledujicim
zptisobem: vodny extrakt z klry vepiovych
ledvin se smisi se 78% ethanolem tak, aby
konetna koncentrace ethanolu byla 15%,
smés se nechd stadt 12 hodin p¥i —6 °C, pak
se odstfedi a mnoZstvi ethanolu v super-
natantu se upravi na obsah 30 %. Kapalina
se okysell na pH 6,3 a sm8s se nechd stat
dal3ich 12 hodin p¥i' —15 °C. Vyloudena 14t-
ka se odcentrifiguje, pH supernatantu se
upravi na hodnotu 5,1 a smé&s se opét nechd
stdt 12 hodin. Vylou€end sraZenina, Kkteré
obsahuje aminoacylasu, se izoluje odstfedé&-
nim. Specifickd aktivita ziskaného produktu
je asi ¢tyFnédsobné vy38i neZ aktivita v§cho-
ziho extraktu, coZ odpovidd velmi nizkému
stupni ¢iSténi.

V asopisu ]. Biol. Chem. 194, 455 (1952}
je pro izolaci aminoacylasy z vodného ex-
traktu vepfovych ledvin popséana série ope-
raci sestdvajici ze B3esti frakcionaénich
stuptit a nésledujictho lyofilizatniho stup-
né. Touto metodou lze pFipravit Zaddany en-
zym asi ve tFicetindsobném stupni &istoty
(to je jeSté v relativné nizkém stupni), pii-
demZ je tento zpfisob mnohem pracné&jsineZ
shora uvedend prvni metoda. Specifickd ak-
tivita lyofilizovaného produktu jest pouze
4 640 jednotek/mg.

Aminoacylasu lze izolovat ve velmi &istém
stavu, o specifické aktivité 15 686 jednotek/
/mg, z vodného extraktu z vep¥ovych ledvin
metodou zveFejnénou v ¢asopisu Biochem.
Z. 336, 162 (1962). Nevyhodou této metody
v8ak je, Ze se sklada z deviti zdlouhavych,
asové ndrofnych a pracnych separa&nich
a Cisticich stupiid.

PFi metod& popsané v ¢&asopisu Biochi-
miya 22, 838 (1957) se jako vychozi 1atky
k izolaci aminoacylasy pouZivd acetonové-
ho odparku ziskaného extrakci vepfovych
ledvin. Rozméln&ny acetonovy odparek se
extrahuje fosfdtovym pufrem, extrakt se
nasyti ve dvou stupnich siranem amonnym
a ziskand suspenze se dialyzuje. Roztok
ziskany po dialyse se zahiivd 5 minut na
60 °C a pak se frakcionuje ve dvou stupnich
nasycenych roztokem siranu amonného. Zis-
kand sraZenina se rozpusti ve vodég, roztok
se opét dialysuje a pak se frakcionuje ve
dvou stupnich acetonem. SraZenina ziskané
v poslednim frakciona&nim stupni se roz-
pusti ve vodé, roztok se dialysuje proti desti-
lované vodé& a pak se lyofilisuje. Touto me-
todou, skéadajici se ze 12 operaci, lze zis-
kat produkt o specifické aktivitd asi 15 000
jednotek/mg.
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Jak je zFejmé ze shora uvedeného popisuy,
spolednou nevyhodou zndmych metod je, Ze
poskytuji Z24dany enzym v nizké nebo stied-
ni Cistoté, a priprava pFimérené ¢istého pro-
duktu wvyZaduje komplexni série operaci,

- sklddajici se z 9 aZ 12 ¢&isticich stupiid.

PfedloZeny vynélez je zamé&fen na odstra-
néni zminénych nevyhod zndmych metod.
Novy zpisob izolace aminoacylasy podle vy-
nélezu se skladéd jen z nékolika maéalo Eisti-
cich operaci, které lze snadno provadét, a
poskytuje Zadanou aminoacylasu o vysoké
specifické aktivitg.

Podstata vyndlezu spolivd v poznatku,
Ze kdyZ se vodny extrakt z vepfovych led-
vin podrobi plsobeni tepla, pak se odstiedi,
supernatant se nasyti soli jednomocného
kationtu s minerdlnf kyselinou, sraZenina
ze vzniklé suspenze se oddéli, rozpusti ve
vod®, roztok se dialysuje proti vod& a en-
zym se z dialyzovaného roztoku izoluje,
ziskd se praSkovitd aminoacylasa o speci-
fické aktivit& asi 3 000 aZ 3 600 jednotek/mg,
kterd se da pouZivat pFimo, bez dalSiho ¢&i§-
t&ni, p¥i vyrobé prepardti s imobilizovanou
aminoacylasou. Podrobi-li se v8ak shora po-
psanym zp@sobem ziskany prasdkovity enzym
dvéma dalSim chromatografickym ¢&isticim
stupiifim, ziskd se velmi Cistd aminoacylasa
o specifické aktivité asi 15 000 jednotek/mg.
Uvedenym zplsobem, ktery se skladd pou-
ze ze tf1 separacnich a dvou ¢isticich stup-
Iid, se ziskd Zddany enzym aminoacylasa v
mimofadné Cistém stavu. Bylo rovnéZ zjis-
t&no, Ze shora popsanym zpisobem lze izo-
lovat velmi Cistou aminoacylasu ve vynika-
jicich vytéZcich z ledvin jinych savcl (jako
napfiklad z kofiskych, hovézich nebo kréli-
¢ich ledvin), které obsahuji zmin&ny en-
zym v mnohem niZSich koncentracich a do-
provdazeny mnohem v&tSim podilem balast-
nich bilkovin neZ veptrové ledviny.

Vynédlez se podle shora uvedeného tyka
zlep3eného zplsobu izolace enzymu amino-
acylasy z ledvin savcli. Podle vyndlezu se
pfi izolaci enzymu postupuje tim zplsobem,
Ze se vodny extrakt z ledvin, p¥ipraveny o
sob& zndmym zplisobem, zahfivd p¥i 60 aZ
80 °C po dobu 5 aZ 12 minut. Teplem zpra-
covand smeés. se odstfedi, k supernatantu
se pfidd 200 aZ 300 g/litr amonné soli, vy-
hodn& siranu amonného. Vznikld suspenze
se odstfedi, oddé&lend sraZenina se rozpusti
ve vodé. Roztok se dialysuje proti vodé& a
popfipadé se podrobi dialysovany roztok
nebo roztok enzymu izolovaného z dialysé-
tu v pufru o pH 6,5 aZ 8,5, chromatografii
na anexu. Ddle se popfipad& podrobi aktiv-
nf frakce ziskané z chromatografického
stupné&, nebo roztok enzymu vysrdZeného z
aktivnich frakci amonnou soli v pufru o pH
6,0 aZ 8,0, gelové chromatografii na gelo-
vém filtru, jehoZ horni hranice frakciono-
vanych molekularnich hmotnosti je vy33i
nez 70 000. Enzym se z aktivnich frakci vy-
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srézi amonnou soli.
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V prvnim stupni zplsobu podle vynélezu

se vodny extrakt z Iadvin zah¥ivd na 60 aZ
80°C po dobu 5 aZ 15 minut, vyhodné na
70°C po dobu 10 minut. Timto pésobenim
tepla se denaturuje vétSina bilkovin dopro-
vazejicich enzym, ktery se ma izolovat. De-
naturované bilkoviny se odd#li z vodného
roztoku jako sraZenina o velké povrchové
plode. Tato sraZenina pilisobi rovnéZ jako
gistici slofka, nebot absorbuje vétSinu ne-
Cistot, keeré zfistaly v rozpuSténém stavu.
Tim lze vysvétlit, pro¢ stupeil Cistoty zis-
kany po Hesti separacnich stupnich podle
postupu popsaného v Casopisu J. Biol. Chem.
194, 455 (1852) lze porcvnat s Cistotou pro-
dulktu ziskaného zpdsobem podle vyndlezu
jiZ po tFech separac¢nich stupnich (pésobe-
tepla, sréZeni, dialysa).
K vodnému roztoku ziskanému po odstra-
néni denaturcvanych bilkovin se za ugelem
vysrazeni surového enzymu ptfidd 200 aZ
300 g/litr, vyhodn& 250 aZ 280 g/litr, ob-
zvla§td vyhodng 260 aZ 270 g/litr, amonné
soli. Jako sraZeciho ¢inidla se vyhodné po-
uZivda siranu amonného, aviak lze rovnéz
pouZit i jinych solf, jako chloridu amonné-
ho, chloridu sodného a podobnych. Vznikla
sraZenina se oddéli, rozpusti ve vodé a vod-
ny roztek se o sob& zndmym zplsobem dia-
lysuje proti vodé.

7 dialysovaného roztoku se miZe popii-
padg& izolovat o sché zndmym zpfisobem, ja-
ko lyofilisaci, suSenim za rczpraSovéni, od-
patfenim a podobné&, pevny produkt obsa-
hujic! enzym. Specifickd aktivita takto zis-
kaného produktu, stanovend pri 37 °C, je
asi 3000 aZ 3600 jednotek/mg, coZ odpovi-
da 20- aZ 25nAsobné GCinnosti ¢isténi Uve-
deny produkt lze pouZivat jako takovy, bez
jakéhokoliv dal3itho &ist&ni, pro riizné pri-
myslové nufely, na pfiklad pro vyrobu pii-
pravk{ obszhujicich imobilizovany enzym.

M4-1i se shora popsanyin zplscbem zis-
kat svrovy enzym ddle Cistit, neni naprosto
nutné izolovat enzym z dialysovaného roz-
toku v pevné formé. Dialysovany roztok lze
pfimo, popFipadé po tpravé jeho pH, apli-
kovat na sloupec anexové pryskyrice. Jako
anercevé pryskylice se s vyhodou pouZiva
Sephaderovych pryskyfic, jako DEAE-Sepha-
dexu A-50. PouZije-li se pf¥i chromatografii
na anexové pryskyfrici jako vychozi latky
pevného surového enzymu, aplikuje se ten-
to produkt na sloupec anexu ve formé roz-
toku ve vhodném pufru, na piiklad v 0,05
molarnim vodném pufru fosforeCnanu dra-
selného (pH = 7,0). Sloupec se ekvilibruje
pFed nanesenim enzymu stejnym pufrem.
Ientomé&nicové kolona se eluuje s vyhodou
0,05 molarnim vodnym pufrem fosforeénanu
draselného o pH 7,0, obsahujicim rovné&Zz
chlerid sodny, vyhodné v mnoZstvi 0,3 molu
chloridu sodného na litr roztoku; k uvede-
nému i¢elu v8ak lze pouZit i roztokdl jinych
soli s prisluSnou iontovou silou.

Aktivni frakce eludtu se spoji a popfipa-
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dd se z nich vysraZi pevny produkt obsahu-

jici enzym zplisobem popsanym vySe. Jako
srdZeci ¢inidlo se priddva obvykle 200 aZ
300 g, vyhodné 250 aZ 280 g, zvlasté vyhod-
né 260 az 270 g amonné soli na jeden litr
roztoku. Pro tento uéel se s vihodou pouZi-
va siranu amonného. Specifickd aktivita
vysrazeného produktu, stanovend pri 37 °C,
je 6000 aZ 6600 jednotek/mg, coZ odpovida
40- aZ 45nasobné Gcinnoesti ¢iSténi vzhledem
k vychozimu extraktu.

Ma-li se CAastefné vyCiStény enzym ziska-
ny shora popsanym zplisobem déle ¢€istit,
neni absolwiné nutné izolovat enzym z aktiv-
nich frakci eludtu v pevné formé&. Aktivni
frakce lze na sloupec gelu aplikovat piimao,
popiipadé po upravé jejich pH. Pri ¢&iSténi
gelovou chromatografii se s vyhodou po-
uZivd Sephadexovych gell, jako Sephadexu
G-200. V tomto &isticim stupni lze v3ak po-
vZivat pouze takovych geldl, jejichZ horni
hranice frakcionovanych molekuldrnich
hmotnosti je vyS8i neZ 70 000. PouZije-li se
pii gelové chromatografii jako vychozi lat-
ky pevného produktu obsahujiciho enzym,
aplikuje se tato latka na sloupec gelu ve
formé& roztoku v pufru, jako v 0,05 moldrnim
vodném pufru fosforefnanu draselného o
pH 7,0. Sloupec gelu se pred aplikaci en-
zymu ekvilibruje stejnym pufrem. Enzym se
ze sloupce gelu eluuje s vyhodou 0,05 mo-
larnim vodnym pufrem fosforetnanu dra-
selného o pH 7.0; 1ze v8ak pouZivat i jinych
ziedénych vodnych pufrd. Aktivni frakce
efluentu se spoji a enzym se z roztoku izo-
luje vysrdZenim shora popsanym zplsobem.
Jako sréaZeci €inidlo se pridava obvykle 200
aZ 300 g, vyhodné& 250 aZ 280 g, zvlasté vy-
hodné 260 aZ 270 g amonné soli na jeden
litr roztoku. Pro tento udel se s vyhodou po-
uZiva siranu amoného. Specificka aktivita
takto ziskaného enzymu, stanovend p¥i 37 °C,
je asi 15 000 jednotek/mg, to je stupeil Cis-
toty je vynikajici.

Surovych, ¢astedné pirecisténych a €istych
pevnych produktdi obsahujicich enzym, zis-
kanych zplisobem podle vyndlezu, lze s vy-
hodou pouZivat pro piipravu imobilizované
aminoacylasy. Jak je zndmo, preparitil s imo-
bilizovanou aminoacylasou se $iroce pouZiva
pii §tépeni DL-aminokyselin.

Zpisob podle vyndlezu je podrobng& ob-
jasnén v nasledujicich prikladech provede-
ni, které vSak rozsah vyndlezu Zddnym zpl-
sobem neomezujl.

Priklad 1

1 kg pretisténych veprfovych ledvin se
rozmélni a pak zhomogenizuje se 2 litry
chladné (+4°C) destilované vody. Zhomo-
genizovand smés se michd jednu hodinu
v ledové lazni a pak se odstfedi. Superna-
tant se zahfeje na 60 °C, udrZuje se na této
teploté 15 minut, pak se smés ochladi v
lazni s ledovou vodou a odstfedi. K super-
natantu se pFidd 280 g siranu amonného,
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smés se ponechd stdt pFfes noc a vznikla
suspenze se odstfedi. Oddélend sraZenina
se rozpusti v malém mnoZstvi chladné (+4°
Celsia) destilované vody a roztok se dialy-
suje aZ je prosty soli proti destilované vo-
dé. Zdialysovany roztok se pak zfiltruje a
filtrat se lyofilizuje; ziskd se 4,2 g amino-
acylasy. Aktivita: zhydrolyzovdni 1 000 ymo-
14 N-acetyl-L-methioninu/hodinu/mg  bilko-
viny.

Priklad 2

1 kg pre¢isténych vepfovych ledvin se
rozmélni a pak zhomogenizuje se 2 litry
chladné (+44°C) destilované vody. Zhomo-
genizovand smés se michd 1 hodinu v ledo-
vé ldzni a pak se odstfedi. Supernatant se
zahfeje na 80 °C, udrZuje se na této teploté
5 minut, pak se smés ochladi v lazni s le-
dovou vodou a odstfedi. K supernatantu se
pridd 359 g siranu amonného, smés se po-
nechd stat pfes noc a vznikld suspenze se
odstfedi. Oddé8lend sraZenina se rozpusti v
malém mnoZstvi chladné (+4°C) destilova-
né vody a roztok se dialysuje proti destilo-
vané vodé aZ je prosty soli. Zdialysovany
roztok se zfiltruje a filtrat se lyofilizuje;
ziskad se 1,1 g aminoacylasy. Aktivita: zhyd-
rolyzovdni 800 ymold N-acetyl-1-methioni-
nw/hodinu/mg bilkoviny.

P¥iklad 3

8 kg preCidténych vepfovych ledvin se
rozmélni a pak zhomogenizuje se 16 litry
chladné (+4°C) destilované vody. Zhomo-
genizovand smés se michd 1 hodinu v ledo-
vé ldzni a pak se odstfedi. Supernatant se
zahfeje na 70 °C, udrZuje se na této teploté&
10 minut, pak se smés ochladi v lazni s le-
dovou vodou a odstFedi. K supernatantu se
pridd 2 554 g siranu amonného, smés se ne-
chéd stdt pres noc a vznikld suspenze se
odstfedi. Oddé&lend sraZenina se rozpusti v
malém mnoZstvi chladné (+4°C) destilova-
né vody a roztok se dialysuje proti destilo-
vané vodé aZ je prosty soli. Zdialysovany
roztok se zfiltruje a filtrdt se lyofilizuje;
ziska se 7,2 g aminoacylasy. Aktivita: hyd-
rolysa 2 735 umoll N-acetyl-L-methioninu za
hodinu/mg bilkoviny.

P¥iklad 4

3,6 kg predis§ténych hovézich ledvin se
rozmélni a pak zhomogenizuje se 7,2 litry
chladné (+4°C) destilované vody. Zhomo-
genizovand smés se michd jednu hodinu v
ledové ldzni a pak se odstiedi. Supernatant
se zahfeje na 70°C, udrZuje se na této tep-
loté 10 minut, pak se smé&s ochladi v 14azni
s ledovou vodou a odstfedi. K supernatantu
se pridd 1234 g siranu amonného, smés se
neché stat pfes noc a vznikld suspenze se
odstfedi. Oddélend sraZenina se rozpusti v
malém mnoZstvi chladné (+4°C) destilova-
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né vody a roztok se dialysuje proti destilo-
vané vodé aZ je prosty soli. Zdialysovany
roztok se zfiltruje a filtrdt se lyofilizuje;
ziska se 3,4 g aminoacylasy. Aktivita: hydro-
lysa 791 pmol N-acetyl-L-methioninu/hodi-
nu/mg bilkoviny.

P¥iklad 5

2,5 kg prefiSténych kofiskych ledvin se
rozmé&lni a pak zhomogenizuje s 5 litry
chladné (+4°C) destilované vody. Zhomo-
genizovand smés se michd jednu hodinu
v ledové lazni a pak se odstfedi. Superna-
tant se zahfeje na 70 °C, udrZuje se na této
teploté 10 minut, pak se smés ochladi v 14z-
ni s ledovon vodou a odstfedi. K superna-
tantu se pridd 1200 g siranu amonného,
smés se nechd stat pfes noc a vznikld sus-
penze se odstredi. Oddé&lend sraZenina se
rozpusti v malém mnoZstvi chladné (+4 °C)
destilované vody a roztok se dialysuje pro-
ti destilované vodé& aZ je prosty solil. Zdia-
lysovany roztok se zfiltruje a filtrat se lyo-
filizuje; ziskd se 3,8 g aminoacylasy. Akti-
vita: hydrolysa 319 umolti N-acetyl-L-me-
thioninu/hodinu/mg bilkoviny.

Priklad 6

K roztoku 3 g aminoacylasy z vepfovych
ledvin, pfFipravené zpilsobem popsanym Vv
pfikladu 3, v 0,05 moldrnim pufru fosforeé-
nanu draselného o pH 7,0 se pridd 50 g
DEAE Sephadexu A-50, pfedem ekvilibrova-
ného stejnym roztokem pufru. Suspenze se
michd 3 hodiny v ldzni s ledovou vodou a
pak se nechd stat pres noc v lednice pfi
+4 °C. PFisti den se pryskyfice promyje t¥e-
mi ddvkami po 1 litru shora uvedeného puf-
ru, pak se rozmichd v 1 litru stejného puf-
ru a suspenze se naplni do trubice o prii-
mé&ru 5,3 cm a o vySce 55 ¢m. Sloupec prys-
kyFice se pak vymyvd 0,05 moldrnim puf-
rem fosforenanu draselného (pH = 7,0),
ktery obsahuje 0,3 molu chloridu sodného,
pritokovou rychlosti 200 ml/hodinu. Eflu-
ent se jiméd ve frakcich po 100 ml. Frakce,
které vykazuji enzymatickou aktivitu, se
spoji a k roztoku se prida 80 g siranu amon-
ného; vylouti se 0,7 g aminoacylasy. Akti-
vita: hydrolysa 5240 umolti N-acetyl-L-me-
thioninu/hodinu/mg bilkoviny.

Pr¥iklad 7

25 ml suspenze enzymu ziskané zplisobem
popsanym v pfikladu 8, obsahujici 57 mg
bilkoviny, se odstiedi a odd&lend sraZenina
se rozpusti v 9 ml 0,05 moldrniho pufru
fosfore€nanu draselného o pH 7,0. Roztok
se nanese na horni konec trubice o priméru
2,4 cm a vySce 43 cm, naplnéné gelem Se-
phadex G-200, ktery byl pfedem ekvilibro-
van stejnym pufrem. Sloupec se pak eluuje
stejnym pufrem pritokovou rychlosti 60 ml/
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/hodinu; efluent se jima ve frakcich po 5 ml.
Frakce, které vykazuji enzymatickou akti-
vitu, se spoji a k roztoku se prida 9 g sira-
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nu amonného; ziskd se 25 mg aminoacylasy.
Aktivita: hydrolysa 10000 wmolt N-acetyl-
-L-methioninu/hodinu/mg bilkoviny.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob izolace enzymu aminoacylasy
z vodného extraktu ledvin savcll, vyznadu-
jici se tim, Ze se extrakt zahfivd pri 60 aZ
80°C po dobu 5 aZ 15 minut, teplem zpra-
covand smés se odstfedi, k supernatantu se
prida 200 aZ 300 g/litr amonné soli mineral-
ni kyseliny, vznikld suspenze se odstiedi,
oddélend sraZenina se rozpusti ve vodé, roz-
tok se dialysuje proti vod&, a popfipadé se
zdialysovany roztok, nebo roztok enzymu
izolovaného z dialysatu v pufru o pH 6,5 aZ
8,5 podrobi chromatografii na mé&niéi ani-
ontdi, a potom se popfipadé aktivni frakce
ziskané z chromatografického stupné&, ne-

bo roztok enzymu vysrdZeného z aktivnich
frakci pfidanim amonné soli v pufru o pH
6,0 aZ 8,0, podrobi gelové chromatografii
na gelovém filtru, jehoZ horni hranice frak-
cionovanych molekuldrnich hmotnosti je
vy§8§i neZ 70000, a enzym se z aktivnich
frakci vysrdZi amonnou soli.

2. Zpasob podle bodu 1, vyznaCujici se
tim, Ze se extrakt zahfiva pfi 70 °C po dobu
10 minut.

3. Zplisob podle bodu 1 nebo 2, vyznacu-
jici se tim, Ze se jako amonné soli pouZiva
siranu amonného.
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