somem=s| POPIS VYNALEZU

<®) | K AUTORSKEMU OSVEDCENI

(22) P¥ihldSeno 10 06 83
(21) (RV 4183-83)

. (40)  Zvetrejn¥no 17 07 84
URAD PRO VYNALEZY | 45y  yyaéno 15 07 86

232957

an (Bl)

(51) Int. C13
C 12 N 9/60

A OBJEVY
AIACHOV JULIJ BORISOVIC DrSc. PUSEINO (SSSR), CEROVSKY VACILAV RNDr.,
: COUPEK JIR! ing. CSc., FRYDRYCHOVA ANNA ing., PRAHA (CSSR%,
(15) KORSAKA MARITE CSc., OLAINE, MAKSIMOV JEVGENIJ JEVGRAFOVIC Csc.,
Autor vynglezu MOTUS LUDMILA CSc. PUSCINO, STENGREVICS OLAFS GSc., OLAINE (SSSR)
vy TURKOVA JAROSIAVA ing. CSc., CESKY BROD, VIKOVA JITKA, PRAHA (GSSR)

(64) Zpasob pripravy karboxypeptidazy Y

Zplsob p¥ipravy karbokypeptiddzy Y
afinitni sorpei a desorpci, vyzna¥eny tim,
fe se extrakt z droZd{ uvede do styku s a-
finitnim sorbentem sestdvajfcim z makropo-
réznfho kopolymeru 2-hydroxyétylmetakryldtu
s 10 8% 90 % mol etylendimetakryldtu
s kovalentn& navézanou glycyl-glycyl-D,L-
-p-aminobenzyl janterovou kyselinou promyje
a pak se roztokem tlumie desorbuje. Pro
vylouseni desaktivace enzymu kationty
t&2kyjch kovl obsshuji vEechny roztoky
pouZivané p¥i procesu podle vyndlezu viet-
né vychozfho extraktu droZdf pi¥fdavek
kyseliny etylendiaminotetraoctové
(0,002 mol/1). S vyhodou lze zpisob podle
vinélezu realizovat ve sloupcovém usporsddd-
ni.

Zpisobu podle vynélezu lze vyu¥it p¥i
vyrob& enzymu s tou vyhodou, Z%e proti znd-
mému postupu se zvy¥{ kvalita produktu
e 3 a% 3,5krdt se zkrdtl doba vyroby.
Uplatnéni nachdz{ zpdsob podle vyndlezu
v biotechnologii a v biochemii.
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Vyndlez se tyké zplsobu izolace proteolytického enzymu karboxypeptiddzy Y a nachdzi
vyuZit{ v oblasti biotechnologie a biochemie. Zpisob podle vyndlezu miZe byt vyurit i
pro izolaci dal¥ich karboxypeptiddz, které jsou inhibovény benzyljantarovou kyselinou.

Je znédm zpisob pFipravy karboxypeptiddzy Y z predem aktivovaného extraktu dro%di
(J. T. Johansen, K. Breddam snd O. Ottensen: Isolation of carboxypeptidase Y by affinity
chromatography; Carlsberg Res. Commun. 41 (1) (1976) 1-14.), spodivajlci v tom, %e se
extrakt zavede na kolonu obsahujici afinitn{ sorbent se strukturou:

® ~NH-CH,~CONH-GH-COOH
e

CH ~-COOH

:/\1 ~ N=N-@-CH -cn-coon
OH

kde<:) Je matrice na bézi polysacharidu Sepherosy (Pharmacia Uppsala). Kolona se promyje
roztokem pufru pH 4,3 obs hujiciho 0,01 M NaOAc a 1 M NaCl. Karboxypeptiddze se desorbuje
eluc{"0,01 M fosfdtovym pufrem p¥i pH 7,0.

Ciéovany znémy zpisob mé nékteré nedostatky:

a) Pou¥ivéd se kolony s afinitnim sorbentem na bdzi mékkého polysacharidového bobtna-
Jictho gelu Sepharosy, ktery mdZe byt 3tdpen enzymy pi¥{tomnymi v sutolyzdtu dro%di nebo
v Jinych mikrobidlnich kapalindch., Pou¥it{ m¥kkého gelu limituje rychlost pritoku eluentu.
Auto¥i zndmého zplsobu uvéd&jf maximdlni rychlost pritoku 240 ml/h u kolony s primdrem
50 mm.

b) Popsany zplsob vyuZivéd afinitnfho sorbentu obsahujicfho C-termindlni aminokyseli-
nu tyrosin. Tento ligend je substrdtem karboxypeptiddz, tak¥e dochdzf k postupnému od¥ts-
povéni vdzaného tyrosinu za sou¥asného poklesu kapacity sorbentu. Tyrosin je ddle afinit-
nim ligandem protedz chymotfyptického typu, co% vede ke zneli¥t¥nf kone&ného produktu
endoprotedzami. P¥{tomnost karboxylové skupiny mimo afinitnf centrum vede.té? k nespe-
cifické sorpci neaktivnich doprovédzejfcich bflkovin.

¢) Je znémo, ie karboxypeptldéza Y je rychle a nevratnd inaktivovéns ionty té&zkych
kovd napiiklad Fe3 , Pb2+, Hg2+ atd. Stopové mnoZstvi t&chto kationtd ani ve vychozim
extraktu droZd{ ani ¥ tlumivych roztocfch neni prakticky mo¥no vyloudit. Disledkem Jje

pak sni%end kvalita ziskaného enzymu.

Cilem zplsobu izolace karboxypeptiddzy Y podle vyndlezu je - podstatné zkréceni pro=
cesu a zlepSenf kvality konedného produktu.

Toho se dosdhne tim, Ze zplsob izolace karboxypeptiddzy Y afinitni chromatografii
podle vyndlezu spo¥ivd v tom, %e jako afinitnfho sorbentu se pou¥ije sorbent podle vzorce

®-NH-CH2—CONH—CH2-CONH— @-CH2-?H—COOH
’ CH,~COOH
2
kde(:)jje rigidnt mekroporésni hust& zesitovany kopolymer 2-hydroxyetylmetakryldtu
s 10 a% 90 % mol etyléndimetskryldtu (Spheron, Separon HEMA).

Zpisob podle vyndlezu se odli¥uje od zndmého postupu také tim, %e se do vSech tlumi-
vych roztokd pouZivanych p#i izolaci karboxypeptiddzy Y priddvd 0,002 mol/1 kyseliny
etylendiaminotetraoctové kterd s kationty t&Zkych kovl vytvéri komplexy. Jej{ p¥ftomnost
nemé vliv ns interakci enzymu s afinitnim sorbentem ani na ektivitu enzymu. Takto se
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dosshuje zvySeni kvality findlaniho produktu. Zplsob podle vyndlezu popsany v p¥ikladu 2
byl ze snalogickych podminek porovndn se zndmym postupem podle Johansena.

PouZiti kopolymerniho makroporézniho noside s kovalentnd vdzanym afinitnim ligandem
glycyl-glycyl-D,L-p-aminobenzyl jantarovou kyselinou a eluce roztoky obsahujfeimi prida-
vek EDTA dovoluje vylou?dit nespecifickou sorpci na karboxylovych skupindch nepati¥icich
do sktivniho centra ligandu a konedn& vylou&it i desaktivaci enzymu kationty t&Zkych
kovl, kteréd jsou p¥itomny v &inidlech, p¥{padn& které se uvolnujf z kovovych ¥dsti apara-
tury. .

PPedmét vyndlezu je v daldim vysvétlen na p¥ikladech, aniZ by v8ak byl jimi jakkoli
omezovén.

P¥iklad 1

Priprava autolyzétu droZdi byla provedeha podle Johansena a spolupracovnikd
(Carlsberg Res. Commun. 41 (1) (1976)1-14). Z 550 g droZdi bylo ziskdno 975 ml extraktu.

50 ml autolyzétu bylo aplikovéno na kolonu o préméru 0,8 cm o objemu 5 ml obsahujict
sféricky sorbent (velikost ¥dstic 100 aZ 200)mm) 2-hydfoxyety1metakrylét—co-etylendimetakry-
14t s vylulovacim limitem molekulové hmotnosti 10~ daltond (Separon HEMA 1000) s navé-
zanou gly-gly-sminobenzyljantarovou kyselimou (10 uekv./g suchého nosiZe). Kolona byla
ekvilibrovéna 0,01 M octanem sodnym obsahujicim 1,0 M NaCl byla karboxypeptiddza Y
desorbovéna 0,01 M fosfétovym pufrem pH 7,0. Bylo ziskdno 204 jednotek (jednotka je
definovédna jako mno%stvi enzymu, které hydrolyzuje 1,0 mikromolu karbobenzoxy-I-fenylela-
nin-L-galaninu za 1 minutu p¥i 25 0C, pH Jje 6,7;'aktivita byla stanovena podle Johansena -

a spolupracovnikl) co% predstavuje 1,36 mg enzymu o specifické aktivitd 150 j/mg
bilkoviny.

P¥riklad 2

Kolona primé&ru 5 cm o délce 10 cm byle naplnéna afinitnim sorbentem podle prikladu
1 a promyta 1 000 ml roztoku pufru (0,05 M murfolinpropansulfokyselina - NaOH) pH 5,0
rychlosti 1 400 ml/h.

Ke 4 000 ml zakoncentrovaného asktivovaného extraktu dro%di pH 5,0 se p¥idd 2 mmol/l
kyseliny etyléndiesminotetraoctové (EDTA). Ziskany roztok se Zerpd kolonou s afinitaim
sorbentem rychlosti 750 ml/h. P¥i této operaci dochdzi k selektivni sorpei karboxypepti-
ddzy Y na afinitnim sorbentu. K odstrandni neaktivnich balastnich bilkovin se kolona
promyje 0,01 M ascetdtovym pufrem pH 4,3 obsahujicim | mol/l NaCl & 2 mmol/l EDTA. Promy-
véni se provddi tak dlouho, a¥ se dosdhne absorbance men8{ ne% 0,005 AUFS p¥i 280 nm.

Karboxypeptiddza Y se desorbuje promytim kolony 0,01 M fosfétovym pufrem pH 7,0
obsshujicim 2 mmol/l EDTA rychlosti 750 ml/h. Eludt se zkoncentruje ultrafiltraci
a sklsduje pPi -20 °c. Aktivita enzymu byla zjistovéna spektirofometricky podle rychlosti
$tépeni Z-Phe-Ala-~OH p¥i pH 6,75. Specifickd aktivita je o 8 % vy33{ ne% sktivita enzymu
ptipraveného zndmym d¥ive citovanym zpisobem. 2,5 a¥% S5kréat vys33i pritokovéd rychlost &ini-
del umo¥nénd mechanickou stabilitou makroporéznfho-sorbentu dovoluje zkrdtit celkovou
~ dobu procesu 3 a% 3,5krdt.
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PREDMET» VYINKLEZU

1. Zpisob p¥ipravy karboxypeptiddzy Y 2 extraktu, vyznaZeny tim, %e se extrakt
z droZdfl uvede do styku se sorbentem sestdvajicim 2z makroporézniho nosi%e na bdzi kopoly~
meru 2-hydroxyetylmetakryldtu s 10 a% 90 % mol etyléndimetakryldtu s kovalentn® navdza-
nym afinitnim ligandem glycyl-glycyl-D, L-p-aminobenzyl jantarovou kyselinou, promyje se
a-pak se desorbuje roztokem tlumide, piiZem¥ v8echny kapaliny pou¥ivané p¥i tomto procesu
vEetn& vychoziho extraktu obsshuji p¥idavek etyléndiaminotetraoctove kyseliny.

2. Zplisob podle bodu !, vyznaleny tim, %e koncentrace etyléndiasminotetraoctové
kyseliny v roztocich poufivanych p#i procesu &int 0,002 mol/l.

3. Zpisob podle bodu 1, vyznadeny tfm, %e se sorpce, promyvéni a desorpce
karboxypeptiddzy Y na makroporéznim sorbentu na bdzi kopolymeru 2-hydroxyetylmetakryldtu
s 10 2%2 90 % mol etyléndimetakrylétu s kovalentn& vdzanou glycyl-glycyl-D,L-p-aminobenzyl-
Jantarovou kyselinou provddi ve sloupcovém uspordddni.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 K&s



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

