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Opfindelsen angdr en fremgangsmdde til udvinding af maltosephosphorylase
og, B-phosphoglucosemutase som.rdekstrakt eller i beriget form af
mikroorganismer'og anvendelsen af de sidledes fremstillede ekstrakter.

Det er kendt, at maltosephosphorylase forekommer i Neisseria meningiti-
dis (J. Biol. Chem. 199, 153 (1952)), i ikke identificerede gllactoba-
ciller (Biochem. J. 78, 204 (1961)) og i Lactobacillus brevis IFO 3345
= ATCC 8287 (Agr. Biol. Chem. 37, 2813 (1973)) og kan udvindes heraf.
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Forekomst af B-phosphoglucosemutase er kendt i kaninmuskler, i gar og
Neisseria meningitidis (J. Biol. Chem. 236, 2186 (1961)), samt Lacto-
bacillus brevis ATCC 8287.

De to navnte enzymer er teknisk af interesse, da de sammen kan anvendes
til bestemmelse af a-amylase, et diagnostisk meget vigtigt enzym. Den-
ne bestemmelse er baseret p& hydrolyse af stivelse med a-amylasen under
dannelse af maltose. Den siledes dannede maltose bliver af maltosephos-
phorylase (MP) i narvarelse af phosphat spaltet i glucose og B-glucose-
l-phosphat, og sidstnavnte omdannes af B-phosphoglucosemutasen (BPGM)
til a-glucose-6-phosphat, som s& pd kendt made i narverelse af glucose-
6-phosphat~dehydrogenase (G6PGH) reducerer NAD til NADH og derved selv
overgar til 6-phosphogluconat. Det sé&ledes dannede NADH er dermed et mél

for a-amylaseaktiviteten.

Til kliniske prgver med kombinerede enzymatiske reaktioner, hvori der
siledes skal anvendes flere enzymer, spiller det en afggrende rolle, om
de ngdvendige enzymer er let tilgangelige og uden stort besver kan brin-
ges i en til analysen egnet form. For prisen for si&danne enzymatiske
bestemmelser afggres i det vasentlige af prisen pa de hertil anvendte
enzymer. Det er sarlig gunstigt, hvis der af et enkelt udgangsmateriale

kan opnds flere til en bestemt prgve anvendte enzymer samtidig.

Blandt de hidtil kendte udgangsmaterialer forekommer de to ovennavnte
enzymer ganske vist i Neisseria meningitidis sammen i en form, som mu-
ligggr deres anvendelse til en a-amylaseprgve uden forudgdende adskil-
lelse. Det er dog en betydelig ulempe, at det drejer sig om en yderst
farlig og virulent mikroorganisme, som kun under stérste forsigtigheds-
foranstaltninger kan anvendes som kilde til industrielt anvendte enzy-
mer. Desuden er de fundne aktiviteter af de navnte enzymer utilfredsstil-
lende i denne mikroorganisme. Lactobacillus brevis ATCC 8287 indeholder
desuden a-glucosidase, et ved anvendelsen forstyrrende enzym, séledes at

en oprensning her er uomgangelig.

Det er derfor den foreliggende opfindelses opgave at skaffe en fremgangs-
mé&de til samtidig udvinding af MP og B-PMG, som undgdr anvendelse
af den farlige Neisseria meningitidis, og som muligggr en simpel udvin-

ding af enzymerne ud fra let tilgzngelige,uskadelige udgangsmaterialer.
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Fremgangsmdden ifglge opfindelsen til udvinding af maltosephosphory-
laée og B~phosphoglucomutase sém réekstakt eller i beriget form uden-ad- -
skillelseafndkroorganismer,erﬂ@ovarensstemmeisehermedejendommeligved,
atekstrakten udvindes af Lactobacillusbrevis NCIB 8836, 8561, 8562,

DSM 20054, Lactobacillus plantarum DSM 20174 og DSM 43, Lactobacillus
reuteri DSM 20016, Lactobacillus fermentum DSM 20052, Streptococcus
spec. DSM 1118, DsM 1119, BSM 1120 ag/eller DSM 1121.

Overraskende har det vist sig, at de to navnte enzymer er indeholdt
sammen i de ovenfor anfgrte mikroorganismer i hgj aktivitet og let

kan udvindes deraf.

Til anvendelsen til a-amylasebestemmelsen kan raekstrakten af de nsvnte
mikroorganismer anvendes direkte. Til dette formdl bliver mikroorga-
nismerne oplukket ved sedvanlige fysiske metoder, f.eks. med ultralyd,
ved hgjtryksdispersion, udrivning eller lignende, uoplgselige fragmenter
fraskilles, og den klare overliggende vaske anvendes som sddan eller i
frysetgrret form til bestemmelsen af a-amylase. Eventuelt kan disse ra-
ekstrakter ogsd underkastes en yderligere rensning. Da en adskillelse af
de to enzymer skal undgds til anvendelsen til a-amylasebestemmelsen,
sker den videre rensning fortrinsvis under anvendelse af en prgve, ved
hvilken den samlede aktivitet af de to enzymer bestemmes efter hvert
rensningstrin, idet man tilsztter en egnet stgdpude sdsom maltose, NADP
og G6PDH og miler dannelsen af NADPH. Fortrinsvis aktiveres herved en-
zymerne MP og B-PMG ved tilsatning af a-glukose-1,6-diphosphat og Mn2+—
ioner, f.eks. i form af mangansulfat eller et andet organisk eller uor-

ganisk mangansalt.

Opfindelsen angdr endvidere anvendelsen af maltosephosphorylase

og B-phosphoglucosemutase, som f&s ved fremgangsméden ifglge op-
findelsen,som r8ekstraktrakt eller i beriget form til bestemmelse af
a-amylase, eventuelt under tilsatning af a-glucose-1,6~-diphosphat

og/eller Mn2+-ioner.

Opfindelsen g¢r det muligt at udvinde de to nzvnte enzymer pad vasentligt
simplere og billigere mdde og i en form, hvori de kan anvendes direkte
uden forudgdende adskillelse til bestemmelse af oa-amylase. Udfgrelsen af

en sidan bestemmelse forenkles og lettes derved vasentligt.

Opfindelsen belyses narmere af fplgende eksempler.
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Eksempel 1

De i fglgende tabel anfgrte mikroorganismer dyrkes pé& et medium indehol-
dende 1% maltose ifglge Kamogawa (Agr. Biol. Chem. 37, 2813 (1973))
og'oplukkes derefter ved hgjtryksdispersion. Efter fracentrifugering af
de uoplgselige dele blev den fremkomne réekstrakt undersggt direkte

for sin egnethed til a-amylasebestemmelse efter fglgende skema:

a-amyl
Stivelse + HZO y_ase > maltose
Maltose + poz’ MPE glucose + B-glucose-l-phosphat

B-PG

B-glucose-l-phosphat lucose-6-phosphat

Glucose—-6-phosphat + NAD+ §§22§> 6-phosphogluconat + NADH +H+

Til konstatering af egnetheden af rdekstrakten blev anvendt fglgende

forsggssats:

3,4 ml 0,1 M phosphatstgdpude + a-glucose-1,6-diphosphat (¢ = 0,05),

pPH 6,5 : ’

0,1 ml MnSO4 1%

1,0 ml 0,2 M Maltose(Merck, til biokemiske formal)

0,5 ml rdekstrakt

Inkubation: 1 time ved 37°C

Stop: 1 ml prgve - 3 minutter/loooc, derefter centrifugering og
anvendelse af 0,25 ml overstdende vaske til fglgende be-

stemmelse:

modificeret a-glucose—-6-phosphatprgve:

2,54 ml 0,3 M TRA-stgdpude, pH 7,6
0,1 ml 0,1 M MgCL,

0,1 ml NADP (c = 10)

0,25 ml overstdende vaske.

Start:

0,01 ml G6PDH (c = 1)
o)

T = 2 ali
57, maling af AE366‘

Fglgende tabel viser de opndede resultater:
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Stamme AE (NADPH)1
Lactob. brevis NCIB 8836 0,850
Lactob. plantarum DSM 20174 0,675
Lactob. reuteri DSM 20016 0,252
Lactob. brevis NCIB 8561 ' 0,150
Lactob. brevis NCIB 8562 0,100
Lactob. plantarum DSM 43 0,090
Streptococcus spec. DSM 1118 0,115
Streptococcus spec. DSM 1119 0,125
Streptococcus spec. DSM 1120 0,210
Streptococcus spec. DSM 1121 0,110
1

AE korrelerer direkte med MP/B-PGM-aktiviteten

Eksempel 2

Der blev anvendt et reagens, som havde fglgende sammensatning:

Phosphatstgdpude 20 mM; pH 6,5
NAD 2 mM
Maltotetraose 10 mM

Oplgselig stivelse -
Glucose~1,6-diphosphat spor
Riekstrakt af lactob. planta-

rum DSM 20174 indeholdende

‘maltosephosphorylase 3 U/ml
Gg

F-phosphoglucomutase 1 U/ml
G6PDH (Leuconostoc mesent.) 9 U/ml

oplgst i vand

Den fremkomne oplgsning blev inkuberet ved 30°C, og prgveoplgsningen
blev tilsat, og efter 5 minutters forinkubering blev i et fotometer
milt extinktionsdifferencen ved Hg 334 nm i 5 minutter. For 2,0 ml
reagens og 0,10 ml prgve fids fglgende beregningsformel for aktivite-

ten af a-amylase i prgven:

_ . 2,1 x 1000 B )
U/1 = AE/min x €18 2 0,1 % 2 AE/min x 1699
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Ved anvendelse af fem forskellige humansera blev der fundet fglgende

verdier med ovenstdende reagens:

Serum a—amylase
1 23,5 U0/1
2 88 U/l
3 100 U/1
4 120 U/1
5 146 U/l

Patentkrav.

1. Fremgangsmdde til udvinding af maltosephosphorylase og B-phospho-
glucomutase som rdekstrakt eller i beriget form uden adskillelse

af mikroorganismer, k ende t e gne t ved, at ekstrakten udvin-
des af tactobacillus brevis DSM 20054, NCIB 8836, 8561, 8562,
tactobacillus plantarum DSM 20174 og DSM 43, Lactbdbacillus reuteri DSM
20016, ractobacillus fermentum DSM 20052, Streptococcus specis DSM
1118, bSM 1119, DSM 1120 og/eller DSM 11l21.

2. Anvendelse af ifglge krav 1 fremstillet ekstrakt til bestemmelse

af a-amylase, eventuelt under tilsatning af a-glucose-l,6-diphosphat
og/eller mangan2+ioner. '

Fremdragne publikationer:

TK ansegning nr. 610/77.

Langkjeer Kebenhavn
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