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Titel: Glycerolkinase en de bereiding daarvan.

De uitvinding betreft een nieuwe glycerolkinase en de bereiding
daarvan. Glycerolkinase is tot dusver bekend als een enzym dat de vol-
gende reactie katalyseert:

ATP + glycerol—)ADP + L-F-glycerofosfaat

(EC 2.7.1.30 ATP : glycerolfosfaat-transferase, of te wel

glycerolkinase).

Tot dusver werd glycerolkinase (GK) gevonden in Candida mycoderma
(Biochem. Z., 329, 320 (1957), ibid. 333, 471 (1961), Escherichia coli
(3. Biol. Chem. 242, 1030 (1967) en duivenlever (Method in Enzymology,

10 5. 476 (1962), Biochem. Z., 329, 320 (1957), en J. Biol. Chem., 21I,
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951 (195L)).
Er werd nu gevonden, dat een Strentcmxces-stam A 2408, gelsoleerd
uit een sojaveld in Kakegawa-shi, Shizucka-ken, Japan, een enzym,

, dat een reactie met glycerol en ATP tot ADP en L-*-glycerol-
fosfaat katalyseert, in zijn mycelium produceert, en dit enzym is elec-
troforetisch gezuiverd tot een emkel enzym. Dit enzym behoort tot de
GK-groep, hoswel zijn fysicochemische en biochemische eigenschappen tot
dusver onbekend waren, zodat het een nieuw GK 1is.

De taxoncmische kenmefken van de genoemde Streptomyces-stam A 2408
luiden als volgt:
I. Morfologische eigenschappen:

De kleur van de rijpe sporendragende luchthyfen zijn bruinachtig
grijs tot grijsachtig bruin. Het substraat-mycelium is geelachtig bruin.
Geproduceerd wordt een geelachtig bruin oplosbaar pigment. Waarnemingen
op zetmeel-ancrganische agar gedurende 10 dagen bij 30°C luiden als
hieronder weergegeven. Dezelfde morfologische kenmerken werden waarge-
nomen oOp havermeel-agar en glycerol-asparagine-agar.

De luchthyfen zijn 0,6-0,8 m in diameter, recht of vervlecht,
eventueel vertakt en vormen vele sporenketens. Deze sporenketens vormen
spiralen met 3-5 losse windingen, in de vorm van haken, lussen of ge-
bogen.

De vorm van de sporen is rond tot ovaal, 0,8-1,0 x l,Oxl,Spl;
oppervlak met stekels.

De substraatmycelidn zijn vertakt, vervlecht of gebogen,

0,5—0,6/1 in dismeter, waarbij de hyfen nauwelijks zijn geplitst en
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dragen sporen. Flagellaire sporen en sporangién zijn niet waargenomen.
II. Diaminopimerinezuur werd niet waargenomen.
III. Eigenschappen op diverse media:
De kenmerken op diverse media bij 20 degen groeien bij 30°¢C zijn
weergegeven in tabel A.
IV. Fysiologische eigenschappen:
1) Groeitemperatuur 12-45°C,
2)vervliceiing van gelatine: positief,
3) zetmeelhydrolyse: positief,
4) magers melk: peptonisatie; positief, coagulatie; negatief,
5) vorming van melamineachtig pigment: negatief,
6) verbruik van koolstofbronnen:
verbruikt: L-arsbinose, D-fructose, D-glucose, i~-inositol,
D-mammitol, raffinose, L-rhamnose, saccharose en
D=-xylose.

Als gezegd behoort de stam A 2L08 tot het geslacht Streptomyces
vanwege}ﬁt iuchtmycelium met sporenketen afkomstig van onverdeeld
echt substraat-mycelium, de diameter van het mycelium en de sporen-
grootte en het L-diaminopimelinezuur. De stam A 2L08 heeft de volgende
kenmerken: kleur van het luchtmycelium is bruinachtig grijs tot grijs-
achtig bruin, sporenketens losse spiralen met 3-5 windingen. Het opper-
vlek van de sporen heeft stekels. Kleur van het substraatmycelium is
geelachtig bruinjer wordt geelachtig bruin oplosbaar pigment gevormd.
Een vrij groot aantal suikerswordt verbruikt. Er wordt geenmelanine-
achtig pigment gevormd. Deze kemmerken zijn karskteristiek voor

Streptomyces canus (Antibiotics and Chemotherapy, 3, 1239-1242).

Vergelijkt men de stam A 2409 met Streptomyces camus ISP 5017, dan

ziet men een duidelijke overeenkamst in morfologische, groei en fy-
siologische eigenschappen.
De onderhavige stam A 2408 wordt daarom aangeduid als

Streptamyces canus A 2408. Deze stam werd gedeponeerd bij het Imstitute

for Microbial Industry and Technology, te Japan in de permanente collec-
tie FERM-P No. L9TT.
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Gevonden werd, dat GK, geproduceerd door Streptomyces canus

A 2L08 een nieuw enzym is met de onderstaand® fysicochemische en bio-
chemische eigenschappen.

GK kan worden gebruikt als researchreagens of diagnostisch reagens
an het metabolisme van triglyceriden in lichaamsvloeistoffen als serum na
te gaan.

Het toe te passen organisme kan worden aangeduwifl als Streptamyces
maar is niet beperkt tot deze organismen omdat ock andere organismen en
mitanten kunnen worden gebruikt.

‘Het nieuwe GK kan worden verkregen door het kweken van een CK- .
producerend organisme, zoals een GK-producerende stam behorende tot het
geslacht Streptomyces en wel in een gebruikelijk medium. Liefst wordt
onder submerse voorwaarden en beluchting gekweekt.

Een gebruikelijke voedingsbodem voor microdrganismen kan worden
gebruikt. Als koolstofbronnenworden assimileerbare koolstofbronnen ge-
bruikt, liefst glycerol. Andere koolstofbronnen, zoals glucose, saccharose,
lactose en zetmeelmelasse kunnen eveneens worden toegepast. Als stikstof-
bronnen komen assimileerbare stikstofbronnen in asnmerking, zoals mais-
weekwater, sojapoeder, katoenzaadpoeder, droge gist, céseinehydrolysaten,
gistextracten, vismeelextracten en pepton. Fosfaat, sulfaat en anor-
ganische zouten van magnesium, calcium, kalium, ijzer, mangaan of zink
kunnen eveneens worden toegepast.

Gekweekt wordt bij een temperatuur van liefst 25-3000, terwijl een
maximale productie van GK na meestal 1-3 dagen wordt bereikt.

Het onderhavige enzym kan uit de mycelién worden geIsoleerd.
Daartoe wordt de gefermenteerde vlceistof gecentrifugeerd en de mycelia
gelsoleerd, welke vervolgens ultrasoon worden behandeld, waarna opnieuw
wordt gecentrifugeerd om de bovenstaande vloeistof te winnen. De laatste
vliceistof wordt uitgezouten met b.v. ammoniumsulfaat (AS) of natrium-
sulfaat am onzuiverheden af te scheiden. Vervolgens wordt de vloeistof
opnieuw uitgezouten, en gecentrifugeerd om een GK-houdend neerslag te
winnen. Dit neergeslagen GK wordt verder gezuiverd door te ontzouten met
Sephadex-G-25, Biogel P-2, een dialyserend membraan of holle-vezels,
en behandeld met een ionenuitwisselende chromatografiekolom, b.v. van

DEAE-cellulose. De aldus verkregen GK-fractie wordt ontzout en geconcen-
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" treerd door een ultrafiltratiemembraan, zoals Amicon XM-50. De ontzoute

fractie wordt vervolgens met calciumfosfaatgelkolcmmen adsorberend ge-
chromatografeerd cm de onzuiverheden af te scheiden, waarns met een
fosfaatbuffer-gradiént wordt geélueerd. De GK-houdende fractie wordt
ontzout en geconcentreerd door een ultrafiltratiemembraan als Amicon IM-50.
Het genoemde concentraat wordt aan gelfiltratiechramatografie onder-
worpen onder toepassing van Biogel P-200 of Sephadex G-150, waarna
de GK-fractie wordt gelyofiliseerd.

Het aldus verkregen GK heeft de volgende fysicochemische en
biochemische eigenschappen.

(A) Enzymanalyse:

0,2 M tris-HC1 buffer (pH 9,0) 0,4 ml
0,1 M glycerol © 0,05 ml
10 mM ATP 0,1 ml
10 mM MgClo 0,1 ml
0,25% nitrotetrazolium blauw 0,1 ml
1% runderzerum~albumine 0,14 ml
10 mM NAD 0,1 ml
0,05% fenazinemethosulfaat 0,01 ml

glycerdfosfaa‘b-dehyd:cogena.se (Bcehringer Co.,
2 mg/ml’, 65 E/ug) 5 ml

1 c;m3 van dit mengsel wordt 5 minuten bij 37°C gepreIncubeerd
en 50 /ul van een.GK-oplossing (verdund met GL-buffer, 10 mM fosfaat-
buffer met daarin 10 mM glycerol van pH 7,5) daaraan toegevoegd en
10 minuten bij 37°C geincubeerd. De reactie wordt be€indigd door toe-
voeging van 0,1 N zoutzuur en bij 550 mm de absorptie ASSO smeten.

Eén eenheid GK wordt gedefinieerd door de vrijstelling van 1 mol

glycero-3-fosfaat per minuut.

De enzymactiviteit wordt berekend door de volgende vergelijking:

enzymactiviteit (E/ml) = _%OXO;e§dI]J:1(‘jm1ngsverh. X3
b

AA
2

= X verd.verh.

(B) Fysico-chemische en biochemische eigenschappen:

Enzymactiviteit: katalyseert tenminste de volgende reactie:

(fHQOH CH,OP 033"
ATP + GHOE —  ADP + HC%OH
CH,OH CH,OH
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Molecuulgewicht: 72000 = 7200
T2000: gemeten met Sephadex G-100,
65000: gemeten met SDS-polyacrylemide.

Isoélectrisch punt: 4,5

KM-waarde: glycerol : 4,8 x 107 M
dihydroxyaceton : 6,6 x lO~h M.
D-glyceraldehyde : 3,5 x ZLO"h M
AP c 2 x107tu

Substraatspecificiteit:
(1) specifiek~ voor glycerol, dihydroxyacetonfosfaat en D-glyceral-

dehyde: _
(Analysemethode )
Reactiemengsel:
0,2 M tris-HC1 buffer (pH 9,0) 0,4 ml
0,1 M glycerol, dihydroxyacetonfosfaat of
D-glyceraldehyde 0,05 ml
10 mM ATP 0,1l ml
10 m MgCl, , ‘ 0,1 ml
gedestilleerd water 0,3 ml
0,95 cm3 reactiemengsel wordt gepreincubeerd gedurende 3 minuten

bi] 37°C en de enzymoplossing (opgelost in 10 mM fosfaatbuffer met pH
7,53 0,05 cm3) daaraan toegevoegd; daarna wordt 3 minuten bij 3T°C
gelncubeerd. De reactie wordt be€indigd door 3 minuten koken. Na af-
koelen op 37°C wordt de hoeveelheid ADP geanalyseerd. Dit ADP wordt
geanalyseerd door toevoeging van een ADP—a.na.lys.eoplossing (2,0 cm3)

bestaande uit het volgende mengsel:

0,1 M fosfaatbuffer (pH 7,5) | 0,1 ml
0,2 M dimethylglutaraat-NaOH-buffer (pH T,5) 0,1 ml
peroxidase (0,5 mg/ml) 0,1 ml
0,2% fenol 0,1 ml
0,3% 4-aminoantipyrine 0,1 ml
10 mM MnCl2 0,05 ml
10 nM thiamine-pyrofosfast 0,03 ml
1mM FAD 0,01 ml
10 mM fosfoénolpyruviaat 0,1 ml
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pyruviaat-oxidase (100 E/ml; Toyo Jozo Co.) 0,05 ml
pyruviaat-kinase (4400 E/ml; Sigma Chem. Co) 1l
gedestilleerd water 1,26 ml

Dit reactiemengsel werd 15 minuten bij BTOC geincubeerd. De

gevormde kleur werd gemeten bij 550 mm om de substraatspecificiteit

te berekenen.

Substraat: Relatieve activiteit:
glycerol 100%
dihydroxyaceton T4%
D-glyceraldehyde 20%

(2) Specifieke activiteit voor nucleotiden:
ATP Y CTP ) ITP HGTP, UTP
(Analysemethode ) .
Bij de analysemethode (1) die boven is beschreven werd 10 mM

ATP vervangen door CTP, ITP, GTP en UIP en de hoeveelheid gevormd
glycero-3-fosfaat gemeten. Als hieronder weergegeven konden alle ge-
noemde muicléotiden als substraat fungeren; een bijzonder hoge specifi-

citeit voor ATP en CTP is waargenomen.

" Qubstraat: Relstieve activiteit (%):
ATP : 100
cTP - ’ ‘g2
ITP Ry
GTP 19
UTP - 18

Optimale pH: pH 9-10, alé.weergegeven in fig. 1.

Tn deze figwir is oddimethylglutaraat-NaOH-buffer met pH 6-7,5

.—-. tris-HCl-buffer met pH T7-9,4-4: fosfaatbuffer met pH 6-8,

4 -dglycine-NaOH~buffer (pH 9-10,5).
pH-stabiliteit: pH 5,5-10 als weergegeven in fig. 2. )

Dimethylglutaraatbuffer (4-T7) en glycine-NaOH-buffer met pH 10-10,5

elk met daarin 10 mM glycerol werden gebruikt. GeTncubeerd werd 60
minuten bij 37°C.

Effect van metaalicnen en p-chloormercuribenzoaat (PCMB):

8003236
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Reagens concentratie relatieve activiteit(%)
e ++
zonder Mg 1 oM met Mg

geen - 5 100
Mg012 1,0 mM 100 100
Ca.012 1,0 mM 0 5L
Mn012 1,0 mM_6 6 1L
PCMB 5,0x10 M - 13
" 7,5x10'6M - 0
“Hét ohderhavige GK wordt dus geac:ti;reerd .doo'x."_ﬁé —ﬁ;; geremd door

C’a++ en Mn++. T,5 X 10-6_ M PCMB remt de activiteit van dit GK volledig.

Warmtestabiliteit: stabiel tot 45°C als weergegeven in fig. 3.
Analyse: 10 mM fosfasttuffer (pE 7,8) met daarin 10 mM glycerol.
(G&Incubeerd werd 10 minuten bij 45-75°C.
Als weergegeven behoort het onderhavige enzym tot de enzymgroep,
die een reactiekatalyseert van glycerol met ATP tot ADP en L-y-
glycerolfosfaat.
Een vergelijking met bekende glycerolkinase uit Candids mycodermsa,

Escherichia coli en duivenharten levert . de volgende resultaten:

Hét molecuulgewicht van E.Co-GK is 300.000 en van C.My.-GK is
250,000 (tetrameer van een molecuulgewicht van 60.000), terwijl het
onderhavige GK een momoneer molecuulgewicht van ca. T0.000 bezit. De
pH-stabiliteit is 6,5-T7 bij E.Co-GK, pH 4,5-5,5 bij 1000 GK en pH

6,7 bij C.My-GK, terwijl de onderhavige pH 5,5-10 bedraagt. Aangezien

een reactie met ATP tevens een tweewaardig metaalion vereist, is bij
het onderhavige GK teveﬁs Mg++ nodig, waarbij bij E.Co-GK en duiven-GK
dit Mg+.+ door M:a++ kan worden vervangen. Daarentegen remt MnH het
onderhavige GK. Voorts verschillen de substraatspecificiteiten van
elkander. E.Co-GK vertoont een nagenceg dubbele activiteit voor de
hydroxyacetonfosfaat vergeleken met die voor glycerol, terwijl de onder-
havige GK specifieker is voor glycerol dan voor dihydroxyacetonfosfaat.
E.Co-GK reageert alleen maar met ATP, terwijl het onderhavige GK met
ATP en CTP en tevens met ITP, GTP en UTP reageert. Op grond van het
bovenstaande moet geconcludeerd worden dat de onderhavige GK een
nieuwe glycerolkinase is.

Als gezegd kan de onderhavige GK worden gebruikt als diagnostisch
enzym. B.v. kan dit GK worden gebruikt voor het bepalen van triglyceri-

de en glycerol door een reactie met triglyceriden en lipoproteinlipese,
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waarbij een reactiemengsel met GK en ATP wordt geTncubeerd ter vorming

~ ven glycero-3-fosfaat, dat verder wordt geIncubeerd met glycero-3-

fosfaatoxidase waarna de verbruikte zuurstof of het vrijgestelde water-
stofperoxide wordt gemeten.

Het volgende voorbeéld licht de uitvinding nader toe.
Voorbeeld:

100 an3 van een medium met pH T,0 bestaande uit 1,0% pepton,
1,5% glycerol, 0,1% K2HPO§, 0,05% MgS0), en 0,2% KC1, rest water in
cen Frlemmeyer van 500 cm” werd 20 minuten bij 120°¢ gesteriliseerd.
Vervolgens werd geént met Stieptamyces camus A 2408, FERM-P No. L9TT

en drie dagen bij 26°¢ gekweekt. De verkregen vloceistof werd over-
geént in een bak van 30 1 met daarin 20 1 van hetzelfde medium, waarna
40 uren aeroob bij 26°¢ werd gekweekt; daarbij werd gerocerd met 300
toeren per minuut en belucht met 20 1/minuut. 2 1 van de verkregen
fermentatievioceistof werd 10 minuten bij 15000 tpm gecentrifugeerd
waarna bij 4°C het mycelium werd geisoleerd. Dit mycelium werd ge-
suspendeerd in 800 cm3 GL-buffer en 5 minuten ultrasoon behandeld.

De verkregen vlceistof werd 10 minuten bij 15000 tpm en 4% gecentri-
fugeerd en T60 cm3 bovenstaande vliceistof gewonnen. Na toevoeging van
23 cm3 van een 5%'s pro’camineoplossin_g werden de onzuiverheden afge-
centrifugeerd bij 41°C en 5000 tmm gedurende 10 minuten. Een ver-
zadigde oplossing van ammoniumsulfaat (pH 7,5, 1125 cm3) werd toege~
voegd aan de T60 cm3 vloeistof en wederam 10 minuten bij 4% en 15000
tpm gecentrifugeerd, waarna het neerslag werd opgevangen. Verder werd
37,2 cm3 verzadigde AS met pH 7,5 toegevoegd aan de oplossing van het
genoemde neerslag in 62 cm3 GL-buffer, waarbij verdere onzuiverheden
werden neergeslagen. Aldus werd 82 cm3 vloeistof verkregen door 10
minuten bij 49C en 15000 tpm te centrifugeren. Daarna werd nogmaals
20,5 cm3 verzadigde AS met pH 7,5 toegevoegd en nogmaals 10 minuten

bij 4°C en 15000 tpm gecentrifugeerd. Het neerslag werd gewonnen.
3

Dit neerslag werd opgelost in 11,0 cm~ GL-buffer en deze oplossing

aangebracht op een kolom Sephadex G-25 van 3x30 cm, gei'mpregneerd met
dezelfde buffer. Hierna werd dezelfde bij 2500 geélueerd met een door-
stroomsnelheid van 40 emS Juur. Fracties met een absorptie bij 280 mm

werden opgevangen (ca. 21 cm3). Deze werden aangebracht op een kolcm
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van DEAE-cellulose van 2,2x17 cm, gelmpregneerd met GL-buffer, uit-
gewassen met GL-buffer (80 cm3, gtroomsnelheid 25 cm3/uur, fracties van
5,8 cm3), waarna de onzuiverheden werden weggeélueerd met een GL-
buffer met daarin 0,1 M KC1 (stroomsnelheid 25 cm3/uur, fracties van
5,8 cm3). De actieve fracties 63-T9 werden opgevangen door een lineaire
gradiéntelutie met GL- buffer met daarin 200 cm3 0,1 M KC1 en GL-
buffer met dasrin 200 cm> 0,4 M XKC1 (strocmsnelheid 25 cm’/uur,
elke fractie 5,8 cm3). Een gecombineerd actief eluaat van 98 cm3
werd ontzout en geconcentreerd met Amicon XM-50 bij 4°C en wel gedu-
rende 4 uren waarbij 10 cm3 van een geconcentreerde oplossing werd ver-
kregen. Dit concentraat werd gebracht op een kolom calciumfosfastgel
van 2,0xIT,2cm¢ geimpregneerd met GL-buffer en uitgewassen met 100 cm3
GL-buffer en geélueerd door een lineaire gradiént van GL-buffer,
200 am> tot 100 mM fosfastbuffer met daarin 200 cms 100 mM glycerol
(stroamsnelheid 25 cm3/uur, een fractie; 6 cm3). De actieve fracties
No. 48-58 werden opgevangen en de gecambineerde oplossing geconcentreerd
met Amicon XM-50 tot 2 cm3 concentraat. Dit concentraat werd aange-
bracht op een kolom Biogel P-200 (3 x 60 cm), geimpregeerd met GL-
tuffer en geé€lueerd met dezelfde buffer (stroomsnelheid 25 cm3/uur,
elke fractie 6'cm3), waarna de actieve fracties No. 17-20 werden opge-
vangen. Deze werden geccmbineerd en gelyofiliseerd tot een gezuiverd
GK (specifieke activiteit: 57,6 eenh/mg; 16,9 mg proteine).
L., In de tekening stellen voor: '

fig. 1 een optimale pH-kromme voor het onderhavige GK,

fig. 2 de pH-stabiliteitskromme voor het onderhavige GK en

fig. 3 de hittestabiliteitskromme voor het onderhavige CK.
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CONCLUSIES:
1. Nieuwe glycerolkinase met de volgende eigenschappen:
(1) enzymactiviteit: katalyseez:{. terminste de volgende reactie:
gHEOH ?HZO—PO3H
ATP + (IJHOH—-) ADP + HC-CH
i 1
CH,0H CH,OH

(2) molecuulgewicht : 72000 - 7200,
(3) iso&lectrisch punt: 4,5,
(1) Km-waarde: glycerol k,8x10™ M
dinydroxyaceton 6,6:{21.0"LL M
D-glyceraldehyde 3 ,5::3_0’h M
ATP 2 107"
(5) Specifiek voor de nucleotiden: ATP >CTP ) ITPY GTP, UTP,
(6) optimale pH: pH 9-10,
(7) pH-stabiliteit: pH 5,5-10,
(8) effect van metaalionen: gestimuleerd door Mg-H', geremd door
Ca.++ en Mn++,
(9) warmtestabiliteit: stabiel tot 45°C.
2. Werkwijze voor het bereiden van een glycerolkinase, met het ken-
merk, dat men een glycerolkinase-producerend microdrgenisme kweekt in
een voedingsmedium met daarin kodkren stikstofbronnen alsmede anorga-
nische zouten, waarna het verkregen glycerolkinase wordt gelsoleerd.
3. Werkwijze volgens conclusie 2, met het kemmerk, dat als glycerol-
kinase-producerend organisme een glycerolkinase-producerend organisme -
behorend tot het geslacht Streptomyces wordt tcegepast.
4. Werkwijze volgens conclusie 2 of 3, met het kemmerk, dat als micro-
organisme Streptomyces canus A 2408 wordt toegepast.
5. Werkwijze volgens conclusies 2, 3 of L, methet kenmerk, dat als

koolstofbron glycerol wordt gebruikt.
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