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Sposób wydzielania z mięśni szkieletu ssaków, zwłaszcza królików,
wysoko aktywnej piruwatkinazy wolnej od miokinazy

Wynalazek dotyczy sposobu wydzielania z mię¬
śni szkieletu ssaków, zwłaszcza królików, wysoko
aktywnej piruwatkinazy wolnej od miokinazy.

Sposoby wytwarzania piruwatkinazy (PK) by¬
ły już często opisywane. Polegają one na tym, że
dokładnie rozdrobnione mięśnie szkieletu ekstra¬
huje się wodą lub silnie rozcieńczonym roz¬
tworem buforowym, a następnie ekstrakt zawiera¬
jący enzym oczyszcza się przez frakcjonowane
strącanie acetonem, alkoholem, siarczanem amo¬
nowym albo przez kombinację tych sposobów
strącania.

Przy stosowaniu frakcjonowanego strącania
siarczanem amonowym wydajność piruwatkinazy
jest mała, a poza tym jest ona zanieczyszczona
miokinazą, tak że preparat PK nie może być sto¬
sowany do analiz enzymochemicznych. Inny spo¬
sób otrzymywania piruwatkinazy polega na frak¬
cjonowanym strącaniu jej acetonem i następnej
obróbce żelem fosforanu wapniowego. Przy tym
uzyskuje się preparat piruwatkinazy wolny od
miokinazy, lecz o niskiej aktywności właściwej,
wynoszącej zaledwie około 3 000 jednostek (we¬
dług Buchera). Również znane jest kombinowane
strącanie enzymu PK siarczanem amonowym i al¬
koholem ale również ta metoda daje tylko słabo
oczyszczony preparat PK.

Według dotychczasowych metod nie można więc
otrzymać preparatu PK, o wymaganym stopniu
czystości do celów analizy enzymatycznej, gdyż

piruwatkinaza wykazuje zbyt małą aktywność
właściwą albo jest zanieczyszczona szkodliwą mio¬
kinazą.

Celem niniejszego wynalazku jest sposób wy¬
dzielania piruwatkinazy o takiej czystości, ażeby
nadawała się do podstawowych badań enzyma¬
tycznych, a zwłaszcza do enzymatyczno-chemiczne-
go oznaczania dwufosforanu adenozyny (A.D.P.).
Do tego celu preparat musi być bardzo czysty,
a zwłaszcza wolny od miokinazy, ponieważ
w obecności miokinazy oznaczenie ADP jest nie¬
możliwe.

Stwierdzono, że z mięśni szkieletu ssaków,
15 zwłaszcza z mięśni królików, można otrzymać pi-

ruwatkinazę, wolną od miokinazy, jeśli po eks¬
trakcji wodą rozdrobnionych mięśni otrzymany
wyciąg podda się najpierw dwukrotnemu frakcjo¬
nowanemu strącaniu acetonem, otrzymany w ten

20 sposób osad, zawierający enzym wysuszy w sta¬
nie zamrożenia, suchy proszek rozpuści w desty¬
lowanej wodzie, roztwór podda działaniu ciepła
i dalszemu oczyszczaniu. Dalsze oczyszczanie pro¬
wadzi się przez adsorpcję na żelu fosforanu wap¬
niowego i eluację piruwatkinazy za pomocą bu¬
forowego roztworu fosforanu, zawierającego siar¬
czan amonowy. Z eluatu strąca się piruwatkina-
zę siarczanem amonowym i w ^końcu krystalizu¬
je z roztworu zawierającego siarczan amonowy.
Otrzymany w ten sposób preparat ma wyższą
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aktywność właściwą od dotychczasowych prepa¬
ratów i jest wolny od miokinazy.

Sposobem według wynalazku postępuje się na¬
stępująco:

Mięśnie szkieletu królika natychmiast po zabi¬
ciu spreparowane w chłodni, posiekane w ozię¬
bionej maszynie do siekania homogenizuje się
z potrójną w stosunku do ich wagi ilością lodo¬
watej wody destylowanej, następnie miesza jedno¬
rodną masę i jednocześnie chłodzi do tempera¬
tury 0°C w ciągu około 1 godziny. Otrzymany lekko
mętny, różowo zabarwiony surowy wodny eks¬
trakt odwirowuje się, po czym strąca z niego
najpierw" proteinowe substancje balastowe, towa¬
rzyszące'piruwptkinazie, a następnie piruwatkina-
zę. W tym celu do ekstraktu wprowadza się pod¬
czas mieszania i chłodzenia tyle oziębionego ace¬
tonu, ażeby nie spowodować wytrącenia się piru-
watkinazy. Normalnie wystarczające jest dodanie
30—35% objętościowych acetonu. Wytrącający się
przy tym Osad odwirowuje się i odrzuca, nato¬
miast z przesączu przez dalszy dodatek zimnego
acetonu w ilości do około 40—50% objętościowych
strąca się osad zawierający piruwatkinazę. Od¬
dzielony osad rozpuszcza się w małej ilości zim¬
nej wody destylowanej. Z zimnego roztworu po
kilkugodzinnym odstaniu wydziela się osad nie¬
aktywnej proteiny, który odrzuca się. Enzym (PK)
pozostały w roztworze oczyszcza się dalej na dro¬
dze drugiego frakcjonowanego strącania acetonem,
przy czym korzystne jest, ażeby stężenie enzymu
w roztworze było wyższe aniżeli w przypadku
pierwszego strącania. W tym celu stosuje się
mniejszą objętość cieczy, korzystnie roztwór o ob¬
jętości wynoszącej około 7—10% objętości suro¬
wego ekstraktu. Po dodaniu acetonu w ilości oko¬
ło 20—25% objętościowych wytrąca się nieaktyw¬
ny osad białka, który odrzuca się. Po dalszym
wprowadzeniu acetonu do zawartości 30—45% ob¬
jętościowych wytrąca się enzym PK, który od¬
dziela się i suszy w stanie zamrożenia. Różowo
zabarwiony suchy produkit jest trwały przez kil¬
ka dmi. Waga tego proszku wynosi około 1% wa¬
gowych w stosunku do wagi użytych mięśni. Su¬
chy proszek rozpuszcza się następnie w zimnej
wodzie destylowanej (około 1 g suchego proszku
w 25 ml wody) d dodaje się tyle czterooctanu dwu-
sodowego etylenodwuaminy (EDTA-NA2) ażeby je¬
go stężenie w roztworze wynosiła 0,01 mola. Roz¬
twór w trakcie umiarkowanego mieszania przez
poruszanie naczynia ruchem kołowym ogrzewa się
szybko w ciągu 7 minut do 56—60°C i następnie
studzi. Przy tym wytrąca się większa część zde-
naturowanej proteiny towarzyszącej, przede wszy¬
stkim miokinazy, którą oddziela się. Ogrzewanie
nie powoduje strat PK.

Następnie prowadzi się dalsze oczyszczanie roz¬
tworu, zawierającego piruwatkinazę przez adsor¬
pcję na żelu fosforanu wapniowego. Szczególnie
przydatny okazał się żel fosforanu wapniowego
opisany w „Biochemical preparation" 6, 57 (1958)
do otrzymywania „starego, żółtego fermentu"
z drożdży browarnianych. 100 ml wstępnie oczysz¬
czonego przez obróbkę cieplną roztworu, zawie¬
rającego enzym rozcieńcza się 350 ml roztwo-
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ru buforowego o wartości pH=6,8 zawierającego
w 1 1 około 0,06 mola fosforanu. Roztwór ten za¬
daje się żelem fosforanu wapniowego (w ilości
odpowiadającej około 4,5 g suchej substancji). Pi-

5 ruwatkinaza zostaje żaadsorbowana na żelu fos¬
foranu wapniowego, podczas gdy miokinaza zo¬
staje w roztworze. Preparat PK zawarty w od¬
dzielonym żelu wymywa się na zimno W ciągu
około pół godziny roztworem zawierającym w 1

io litrze 0,2 mola buforu fosforanowego i 1,6 mola
siarczanu amonowego. Z eluatu strąca się enzym
roztworem siarczanu amonowego, o stężeniu oko¬
ło 2,8 molowym. Osad, który stanowi prawie czy¬
sty preparat enzymu, oddziela się i rozpuszcza

15 w małej ilości wody. Piruwatkinazę krystalizu¬
je się z 0,05 molowego buforowego roztworu octa¬
nu o wartości PH około 5,2, który korzystnie po¬
winien zawierać 11 mg proteiny na 1 ml roztwo¬
ru oraz stężenie 1,9 molowe siarczanu amonowe-

20 go, przez powolne, stopniowe podwyższanie stę¬
żenia siarczanu amonowego na skutek dodawania
stężonego roztworu siarczanu amonowego. Ko¬
rzystna dla krystalizacji okazała się temperatura
około 42°C, ponieważ preparat PK jest trudniej

25 rozpuszczalny na gorąco niż na zimno. Preparat
PK można ewentualnie przekrysłalizować zacho¬
wując wyżej podane warunki.

Sposobem według wynalazku otrzymuje się bar¬
dzo czystą piruwatkinazę, która wykazuje aktyw-

30 ność właściwą 9 000 jednostek (według Biichera)
na mg proteiny. Wydajność w odniesieniu do za¬
wartości PK w ekstrakcie z mięśni wynosi około
20%.

35 Zastrzeżenie patentowe

Sposób wydzielania z mięśni szkieletu ssaków,
zwłaszcza królików, wysoko aktywnej piruwatki-
nazy wolnej od miokinazy przez ekstrakcję roz¬
drobnionych mięśni królika, za pomocą wody, frak-

40 cjonowane strącanie enzymu acetonem, dalsze
oczyszczanie przez adsorpcję na żelu fosforanu
wapniowego i eluację roztworem buforowym i wy¬
trącanie produktu siarczanem amonowym, zna¬
mienny tym, że do ekstraktu wodnego wprowadza

45 się 30—35% objętościowych acetonu, wytrącając
przy tym substancje balastowe, po usunięciu któ¬
rych do ekstraktu wprowadza się dalej aceton
w ilości 40—50% objętościowych, przy czym wy¬
trąca się piruwatkinaza, którą rozpuszcza się

50 w takiej ilości wody, ażeby otrzymać roztwór
o 7—10% pierwotnej objętości, ponownie traktuje
acetonem przez wprowadzenie najpierw 20—25%
objętościowych acetonu, wytrącenie substancji ba¬
lastowych i oddzielenie ich, a następnie dalsze

55 wprowadzenie do roztworu acetonu w ilości
35—45% objętościowych, co powoduje wytrącanie
się piruwatkinazy, po czym osad oddziela się, su¬
szy w stanie zamrożenia, a następnie rozpuszcza
w 0,01 molowym roztworze czterooctanu dwuso-

60 dowego etylenodwuaminy i ogrzewa do tempera¬
tury 56—60°C w ciągu 7 minut, chłodzi, oddzie¬
la wytrącone substancje balastowe, a roztwór po
rozcieńczeniu roztworem buforu zawierającym
0,006 mola/l fosforanu i o pH=6,8 oczyszcza dalej

65 przez adsorpcję na żelu fosforanu wapniowego
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i piruwatkinazę eluuje 0,2 molowym roztworem cieńcza roztworem buforu octanowego o pH = 5,2
buforu fosforanowego o pH= 6,8 i o zawartości 1,6 i o zawartości 1,9 mola/l siarczanu amonowego
mola/l siarczanu amonowego, po czym wytrąca ją i wytrąca stopniowo przez dodawanie nasyconego
z eluatu około 2,8 molowym roztworem siarczanu roztworu siarczanu amonowego,
amonowego, rozpuszcza w małej ilości wody, roz-
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