: \
POLSKA - OPIS PATENTOWY 133371

RZECZPOSPOLITA -
LUDOWA PATENTU TYMCZASOWEGO

Patent tymczasowy dodatkowy ' oL €L CI2N 9/02
do patentu nr - ——— :

Zgtoszono: 83 02 29 (P. 241281)

Pierwszenstwo ———

URZAD
PATENTOWY

PRL Opis patentowy opublikowano: 1986 06 30

Zgtoszenie ogloszono: 84 07 16

Twércy wynalazku: Henryk Siemieniewski, Jadwiga Golgbiowska, Marian Wolny

Uprawniony z patentu tymczasowego: Akademia Medyczna,
Wroctaw (Polska)

Sposob wytwarzania dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania dehydrogenazy aldehydu 3-fosfogliceryno-
wego, ktorej nazwa systematyczna brzmi: E.C.1.2.1.12, Oksydoreduktaza aldehyd 3-
fosfoglicerynowy: NAD, fosforylujgca. Preparat ten jest enzymem stosowanym do celow
diagnostycznych w analityce klinicznej.

Dehydrogenaza aldehydu 3- fosfoglicerynowego jest produkowana dla celéw komercjalnych z
migsni krélika i drozdzy. Z publikacji: Gy. Jecsai: XIII. Isolation of D-glyceraldehyde-3-phosphate
Dehydrogenase from Heart Muscle, Acta Physiol. Acad. Sci Hung. XVII, 161, 1960; znany jest
sposob otrzymywania dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego z mig¢$nia sercowego wotu
przez ekstrakcj¢ woda ochtodzonej miazgi i frakcjonowanie siarczanem amonu oraz poddawanie
dzialaniu zmiennej temperatury podczas krystalizacji. Rozdrobnione mig¢énie zalewa si¢ dwukrot-
nie woda i ekstrakty laczy, a nast¢pnie wysala siarczanem amonu do 0,7 nasycenia i saczy przez
bibul¢. Do supernatantu dodaje si¢ 0,1 objgtosci nasyconego siarczanu amonu i pozostawia przez
tydzien, zmieniajac cyklicznie temperaturg otoczenia od 277 do 293 K, przy pH = 6,7. Uzyskuje si¢
w ten sposob krysztaly, ktOre rozpuszcza sig¢ i wytragca ponownie siarczanem amonu i znowu
poddaje dzialaniu zmiennej temperatury, jak poprzednio. Nie podano aktywnosci specyficznej
otrzymanego tym sposobem enzymu. Ze wzgledu na dlugi czas preparacji mozna przyjaé, ze
wytworzony enzym ma niskg aktywno$¢ specyficzng, zas$ tak przeprowadzone frakcjonowanie
wskazuje na znaczne zanieczyszczenia innymi enzymami.

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego, z
mi¢$nia sercowego wotu, przez ekstrakcj¢ oraz frakcjonowanie biatek siarczanem amonu i rozdzie-
lanie biatek przy pomocy chromatografii kolumnowej z zastosowaniem buforu ze wzrastajacym
stezeniem chlorku sodowego.

Istota wynalazku polega na tym, ze ekstrakcj¢ przeprowadza si¢ buforem ztozonym z tréjhyd-
roksymetyloammometanu, kwasu solnego i soli sodowej kwasu wersenowego przy pH=17,5, po
czym supernatant frakcjonuje si¢ i otrzymang frakcj¢ w zakresie 0,62-0,8 nasycenia siarczanu
amonu wprowadza si¢ na kolumng¢ chromatograficzng wypetniong fosfoceluloza i usuwa biatka
balastowe wyzej wymienionym buforem zawierajacym chlorek sodowy najkorzystniej o stezeniu
60 mM, a nastgpnie uwalnia si¢ enzym wlasciwy wymienionym buforem ze wzrastajacym st¢zeniem
chlorku sodowego, do ste¢zenia koficowego co najmniej 400 mM i stabilizuje si¢ go przez dodanie
dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego. Wyizolowany wlasciwy enzym oczyszcza si¢ przez
naniesienie na kolumng chromatograficzng wypetniona karboksymetyloceluloza, usuwa biatka
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balastowe buforem ztozonym z betamerkaptoetanolu i soli sodowej kwasu wersenoweg) o
pH=7,0, natomiast wiaéciwy enzym uwalnia si¢ tym samym buforem ze wzrastajacym st¢Zeni:m
chlorku sodowego do stgzenia koncowego co najmniej 300 mM, stabilizuje przez dodame dwmu-
kleotydu nikotynamidoadeninowego i wysala siarczanem amonu. /

Sposdb wedtug wynalazku charakteryzuje si¢ tym, ze otrzymang drogg ekstrakcji i lrakcymo-
wania biatek zaggszczana frakcje zawierajaca dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego ticzy
sie z fostocelulozg w warunkach zapewniajacych wigzanie z nig wlasciwego enzymu, dzigki c;.amu
mozliwe staje si¢ maksymalne usunigcie innych bialek. Zwigzany z fosfoceluloza whasciwy em)m
po uwolnieniu i wytraceniu oczyszcza si¢ przez chromatografi¢ z zastosowaniem karboksymetylo-
celulozy w warunkach zapewniajacych wigzanie z nig wlasciwego enzymu i usuwa reszte biatek
balastowych, a potem uwalnia si¢ wlasciwy enzym. Dzigki tak przeprowadzonym procesom:
ekstrakcja-frakcjonowanie-rozdzielanie dwukrotne z zastosowaniem réznych buforé6w uzyskuje
si¢ dehydrogenazg aldehydu 3-fosfoglicerynowego o aktywnosci apecyficznej nie mniejszej niz 130
jednostek na 1 mg biatka, przy przyjeciu za jednostk¢ enzymatyczng wytwarzanie 1 mikromola
produktu w ciggu 1 minuty w temperaturze 298 K wobec 1,3 difosfoglicerynianu jako substratu,
wedtug: Biochemica Information, Boehringer, Mannheim, str. 105 oraz oznaczenie biatka spektro-
fotometrycznie przy 280 nm przyjmujace E 1%/ 1 cm = 10. Trwalo$¢ zawiesiny enzymu w roztworze
siarczanu amonu wynosi 12 miesigcy przy przechowywaniu w temperaturze 277 K.

Tak otrzymany enzym jest praktycznie wolny od aktywno$ci nieswoistej; nie wykazuje aktyw-
nosci izomerazy fosfotriozowej, aktywnosci dehydrogenazy fosfoglicerolu, natomiast aktywnos¢é
dehydrogenazy mleczanowe;j nie przekracza 0,01%, aktywno$¢ kinazy 3-fosfoglicerynianowej nie
przekracza 0,02% i fosfogliceromutazy 0,05% w przeliczeniu na aktywnos¢ dehydrogenazy alde-
hydu 3-fosfoglicerynowego. Ze wzgledu na wysoka aktywnos¢ specyficzng i trwato$¢, otrzymany
enzym moze by¢ uwazany za odpowiednik enzymu mig$niowego produkowanego przez firmg
Boehringer. Oczyszczanie na karboksymetylocelulozie gwarantuje uzyskanie enzymu o wysokiej
aktywnosci, praktycznie wolnego od aktywnosci nieswoistych. Zastosowanie w celu stabilizacji
enzymu dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego zapewnia trwatosé enzymu w okresie przynaj-
mniej jednego roku.

Przyktad. Do 500 gsurowca w postaci oczyszczonych z thuszczu i tkankifacznej rozdrobnio-
nych i zamrozonych migéni sercowych wotu dodaje si¢ 1000 ml buforu ztozonego z trojhydroksy-
metyloaminometanu o st¢Zzeniu S0 mM, kwasu solnego i soli sodowej kwasu wersenowego o
st¢zeniu 1mM 1 pH=7,5 i miesza mechanicznie przez 30 minut w temperaturze 277-279 K.
Wszystkie dalsze operacje wykonuje si¢ w tej temperaturze. Homogenat wiruje si¢, supernatant
poddaje si¢ frakcjonowaniu siarczanem amonu w zakresach 0-0, 62-0,8 nasycenia, utrzymujac
pH=17,5. Uzyskana frakcj¢ biatkowa zawarta pomigdzy 0,62-0,8 nasycenia siarczanem amonu w
postaci osadu rozpuszcza si¢ w 150 ml wyzej wymienionego buforu o pH= 7,5, odsala si¢ na sicie
molekularnym i wprowadza na kolumng chromatograficzng wypetniona fosfoceluloza wyréwno-
wazong tym samym buforem. Kolumng ptucze si¢ 5 objgtosciami tego buforu z chlorkiem sodo-
wym o st¢zeniu 60mM, az do uzyskania absorbancji wyptywu mierzonej przy 280 nm mmejszej niz
0,05, co jest miara usunigcia biatek balastowych.

Nast¢pnie nanosi si¢ zndw wymieniony bufor ze wzrastajacym st¢zeniem chlorku sodowego
do st¢zenia koncowego 400 mM chlorku sodowego, co powoduje uwolnienie wlasciwego enzymu.
Aktywne frakcje majace powyzej 70 jednostek na 1mg laczy si¢ i dodaje 20 krotny nadmiar
dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego w stosunku molowym i wysala siarczanem amonu do
st¢zenia koncowego 0,75 nasycenia i pH=7,5. W celu oczyszczenia enzymu zawiesing wiruje sig,
osad rozpuszcza w buforze ztozonym z betamerkaptoetanolu o stgzeniu 5 mM i soli sodowej kwasu
wersenowego o stgzeniu SmM i pH=7,0, dializuje do tego buforu i wprowadza na kolumng
. chromatograficzna wypelniona karboksymetyloceluloza uprzednio wyrdwnowazona tym samym
buforem. Kolumng ptucze si¢ 5 objgtosciami tego samego buforu, az do uzyskania absorbancji
wyplywu mierzonej przy 280 nm mniejszej niz 0,05, co jest miarg usunigcia biatek balastowych.
Wiasciwy enzym uwalnia si¢ przez na naniesienie wymienionego buforu ze wzrastajacym st¢zeniem
chlorku sodowego do stgzenia koncowego 300 mM. Aktywne frakcje zawierajace powyzej 100
jednostek na 1 mgtaczy sig, dodaje 20-krotny nadmiar dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego
w stosunku molowym i wysala siarczanem amonu do st¢zenia koncowego 0,75 nasycenia i
pH=17,5. Otrzymuje si¢ 0,075 g dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego.
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Zastrzezenie patentowe

Sposob wytwarzania dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego, z mig$nia sercowego
wotu, przez ekstrakcj¢ oraz frakcjonowanie bialek siarczanem amonu i rozdzielanie bialtek przy
pomocy chromatografii kolumnowej z zastosowaniem buforu o wzrastajacym stg¢zeniu chlorku
sodowego. znamienny tym, ze ekstrakcj¢ przeprowadza si¢ buforem ztozonym z tréjhydroksymety-
loaminometanu, kwasu solnego i soli sodowej kwasu wersenowego przy pH= 17,5, po czvm super-
natant {rakcjonuje si¢ 1 otrzymang frakcj¢ w zakresie 0,62-0,8 nasycenia siarczanu amonu
wprowadza na kolumng chromatograficzng wypetniong fosfoceluloza i usuwa biatka balastowe
wyzej wymienionym buforem zawierajacym chlorek sodowy, najkorzystniej o st¢zeniu 60 mM, a
nast¢pnie uwalnia si¢ enzym wtasciwy wymienionym buforem ze wzrastajacym stgzeniem chlorku
sodowego do stg¢zenia koncowego co najmniej 400 mM i stabilizuje si¢ go przez dodanie dwunu-
kleotydu nikotynamidoadeninowego, za$ tak wyizolowany wiasciwy enzym oczyszcza si¢ przez
naniesienie na kolumng¢ chromatograficzng wypetniong karboksymetyloceluloza, usuwa biatka
balastowe buforem zlozonym z betamerkaptoetanolu i soli sodowej kwasu wersenowego o
pH = 7,0, natomiast wlasciwy enzym uwalnia si¢ tym samym buforem ze wzrastajacym st¢zeniem
chlorku sodowego do stg¢zenia koficowego co najmniej 300 mM, stabilizuje przez dodanie dwunu-
kleotydu nikotynamidoadeninowego i wysala siarczanem amonu.
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