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Sposéb otrzymywania czystej krystalicznej lencynoaminopeptydazy

1

Wynalazek dotyczy sposobu otrzymywania dobrze
oczyszczonej leucynoaminopeptydazy w postaci
krystalicznej z soczewek ocznych wolow.

Leucynoaminopeptydaza jest fermentem rozszcze-
piajacym biatko, ktéry stosuje sie w dziedzinie ba-
dan bialek, jak na przyklad przy analizie struktu-
ralnej peptydow i bialek albo przy sprawdzaniu
optycinej czystosci syntetycznie wytworzonych
peptydéw, jak réwniez do przemyslowego wytwa-
rzania optycznie czynnych aminokwaséw.

Dotychczas stosowany przemystowo sposéb otrzy-

mywania oczyszczone]j leucynoaminopeptydazy opi-
sany jest w J. Bioi. Chem. 212, 255 (1955). W spo-
sobie tym leucynoaminopeptydaze oczyszcza sie¢ w
kilku etapach, ktore obejmujg: otrzymywanie su-
chego proszku z nerek $§win, pierwsze wytracenie
siarczanem amonowym, drugie wytracenie siarcza-
nem amonowym, frakcjonowanie chlorkiem magne-
zoWym, frakcjonowanie przez denaturacje na go-
rgco, frakcjonowanie acetonem, frakcjonowanie
przez starzenie, dalsze oczyszczanie przez .elektro-
foreze.

Spoééb ten jest skomplikowany, gdyz oprécz wy-
zej wymienionych czynno$ci wymaga jeszcze do-
datkowych zabiegéw, takich jak dializa, eluowanie
po elektroforezie i tym podobne, przy czym otrzy-
muje sie produkt z malg wydajnoscia o aktyw-
nosci C; = 70 — 90,

Dalsze badania wykazaly, Zze postepowanie takie
nie prowadzi do uzyskiwania produktu o powta-
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rzalnych wtasSciwosciach. Prowadzenie tego znane-
go procesu w skali przemyslowéj pozwala na
otrzymanie leucynoaminopeptydazy wykazujgcej
aktywnos$¢ C, = 7— 10, w nielicznych przypadkach
do 25. .

Tak wiec ta metodg otrzymywano takze leucy-
noaminopeptydaze o aktywno$ci ponizej warto$ci
C, = 50 —60.

W ostatnim czasie stwierdzono (J. Biol. Chem.
240, 253 (1965), ze preparaty leucynoaminopeptyda-
zowe o wartosci C, do 90, ktére otrzymane byly
wyze] wymienionym sposobem z nerek $winskich,
zawierajg jeszcze endopeptydéze, w zwigzku z czym
nie nadaja sie do analizy strukturainej peptydow.
Jednoczesnie w wyzej przytoczonej literaturze po-
dano do wiadomos$ci ulepszenie dotychczasowej
metody, wedlug ktérej moznaotrzymywaé prepa-
raty leucynoaminopeptydazy o aktywnosei C,=150.
Ten nowy spos6b jak tez i poprzedni jest jednak-
ze kosztowny i nie wchodzi w gre przy wykorzy-
staniu przemystowym.

Znany jest réwniez spos6b otrzymywania leucy-
noaminopeptydazy z soczewek oczu wotéw (J. Biol.
Chem. 238, (1963) i Hoppe — Scyler’s Z. physiol.
Chem. 329, 249 (1962). Tylko.ten ostatni spos6b jest
na tyle uproszczony, ze moze sie nadawaé¢ do sto-
sowania w przemy$le. Spos6b ten polega na kom-
binacji strgcania leucynoaminopeptydazy siarcza-
nem amonowym 1i ciaglej elektroforezie." Sposéb

‘ten jest jednak niedogodny w zwigziku ze stosowa-
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niem cigglej elektroforezy, ktéra polgczona jest
z kosztowng aparaturg i pozwala otrzymywa¢ tylko
stosunkowo matle iloSci oczyszczonej leucynoami-
nopeptydazy o aktywnosci C, = 50 — 70.

Zadaniem wynalazku bylo opracowanie metody
przemystowej otrzymywania dobrze oczyszczonej,
krystalicznej leucynoaminopeptydazy o aktywnosci
C,, co najmniej 150 w sposéb jak najbardziej eko-
nomiczny.

Stwierdzono, ze mozna otrzymaé¢ krystaliczng
leucynoaminopeptydaze o aktywnosci C; przynaj-
mniej 150, jezeli produkt homogenizacji soczewek
ocznych woldw =z roztworem NaCl oczyszczony
wstepnie w znany spos()b od obcej proteiny przez
dodanie siarczynu cynku i ewentualnie chlorku
manganu przy wartosci pH = 7,2 — 7,4 ogrzewa sie

w temperaturze 48° —54°C w ciggu 5— 30 minut,
‘korzystnie 10 — 15 minut, usuwa wydzielony osad
a z roztworu wytrgca w znany sposob enzym przez
dodanie stalego siarczanu amonowego lub przez
doprowadzenie pH do wartosci 4,9 odpowiadajacej
punktowi izoelektrycznemu. o

Sposobem wedlug wynalazku w poréwnaniu
z dotychczas znanymi sposobami otrzymuje sie w
ciggu kroétkiego czasu krystaliczny ferment o opty-
malnym stopniu czystoSci i znacznie szerszych
mozliwo$ciach stosowania.

W nastepujacym przykladzie wyjasniono blizej
spos6b wedlug wynalazku.

Przyktad. 12 g wotowych soczewek ocznych
z mozliwie mlodych zwierzat (do okclo 2-letnich)
homogenizuje sie ze 100 ml 0,9%-owego roztworu
NaCl. Do surowego homogenizatu wkrapla sie
ostroznie na zmiane 1 molowy roztw6ér MnCl,
i 1 molowy roztwoér ZnSO, dopdéki nie osiggnie sie
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stezenia 0,005 m MnCl,, wzglednie 9,006 m ZnSO,.
Jednoczesnie utrzymuje sie wartos¢ pH = 72— 174
przez dodanie 1 mela roztworu NaOH. Powstajacy
osad odwirowuje sie i odrzuca. Pozostalosé¢ utrzy-
muje sie przez 12 minut na tazni wodnej w tempe-
raturze 54°C i wystepujgcy przy tym osad uvsuwa
sie przez odsgczenie. Przesgcz stanowi juz preparat
leucynoaminopeptydazy o wysokiej czystosci. Po
dodaniu 0,35 g stalego siarczanu amonowego na
1 ml przesgczu rozpoczyna sie krystalizacja enzy-
mu, ktéora po 1 do 2 dniach w temperaturze 4°C
jest zakonczona. Oddzielone krysztaly przemywa
sic wodag destylowang w celu doprowadzenia pH
do wartosci = 5,0 —5,5. Przez zmiane wartosci pH
na 8 krysztaly przechodzg do roztworu. Na ogél ze
100 g soczewek ocznych woléw otrzymuje sig¢ 20 —
35 mg krystalicznego enzymu o ' aktywnosci
C, = 130 —180.

Zastrzezenie patentowe

Sposdb otrzymywania czystej, krystalicznej leu-
cynoaminopeptydazy z soczewek ocznych wolow,
znamienny tym, ze produkt homogenizacji suro-
wych soczewek ocznych woiow z roztworem chlor-
ku sodowego, oczysaczony wstepnie w znany .spo-
séb, przez wytracenie substancji balastowych przy
pH = 7,2—"74 %a pomocg siarczanu cynku i ewen-
tualnie chlorku manganu ogrzewa sie. w tempera-
turze 54°C w ciggu 10—15 minut po czym wytrg-
cony osad oddziela sie a z przesgczu, wytrgca
w znany sposob leucynoaminopeptydaze przez do-
danie stalego siarczanu amonowego lub przez do-
prowadzenie pH roztworu do wartosci 4,9, odpo-
wiadajgcej punktowi izoelektrycznemu.

Btk 594/66 r. 250 egz. A4.
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