(19) 10y LT 3422 B
VALSTBNSPATENTUBURAS (2 PATENTO APRASYMAS
(11) Patento numeris: 3422 (51) Int.C1.%:C12N 9/36,

A61K 37/48
(21) Parai$kos numeris: IP594

(22) Paraiskos padavimo data: 1993 06 02

(41) Parai$kos paskelbimo data: 1994 12 27

(45) Patento paskelbimo data: 1995 09 25

(60) SU duomenys: PCT/US 90/00140, 1990 01 08

(72) ISradéjas:
Peter Herrmann, CH
Peter Klein, CH

(73) Patento savininkas:
NIKA HEALTH PRODUCTS LTD., Steadtle 36, 9490 Vaduz, LI

(74) Patentinis patikétinis:
Rita Laurinavicéiaté, 5, UAB “Metida”, Pilies g. 8/1-2, 2600 MTP Vilnius, LT

(54) Pavadinimas:
Lizocimo dimery gavimo budas

(57) Referatas:

Siame isradime apraSomas biidas, skirtas labai gerai iSvalytam lizocimo dimerui gauti, kuriame numatoma
lizocimo monomero dimerizacija, panaudojant suberimidatinj sujungiantjjj reagentg buferiniame tirpale, kurio pH
nustatomas tygus 10; dimerizacijos reakcija nutraukiama reikiamu laiko momentu, sumazinant pH iki 7, pridéjus
HC! arba kitos rag&ties; dimerizuotas lizocimas valomas, panaudojant keleta viena po kitos einanciy eliuavimo
stadijy, per chromatografing kolonélg, uZpildyta jonitine derva. I8eigos padidinimui po dimerizacijos like nedime-
rizuoti lizocimo monomerai vél graZinami j procesa. Silllomas biidas, palyginus su kitais badais, turi tg privaluma,
kad leidZia efektyviai ir gana nebrangiai gauti didelius iSvalyto lizocimo dimero kiekius. Be to, taip gautas lizocimo
dimeras gali bati naudojamas, gydant virusinius ir/arba bakterinius susirgimus, nes jis neturi citotoksinio poveikio,
charakteringo lizocimo monomerinei formai.
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ISradimas apima lizocimo dimero, kuris, beja, gali buti
naudojamas virusiniy ir bakteriniy infekcijy gydymui,

gavimo ir valymo budus.

Vis didéjantis bakteriniy kamieny ir virusiniy
susirgimy atspariy antibiotikams, skai&ius salygoja
poreiki ie3koti naujy vaisty Zmonéms ir gyvuliams
gydyti. Tarp daugelio 3iuolaikiniy priemoniy, skirty
jvairiy susirgimy gydymui, naudojami ir monomerinés
formos fermentai. Fermentai yra kataliti$kai aktyvis
baltymai, atsakingi beveik uZ visus organizme vyks-
tan¢ius gyvybinius procesus. Dauguma fermenty, tiek
atskirai paimty, tiek jvairiose kombinacijose buvo i%-
skirti, remiantis jy fizikocheminémis, fiziologinémis

ir biologinémis savybémis.

Dabartiniu metu buvo parodyta, kad lizocimas, Zinomas
nuo 1922 m. Salia kity fermenty, turin&iy gydantijj
efekta, gali baGti naudojamas gydyti jvairiems susir-
gimams, kuriems reikalingas fiziologinis ir biologinis
poveikis. Buvo rasta, kad lizocimas pasiZymi ivairiomis
terapinémis savybémis, tokiomis kaip antivirusinis,
antibakterinis, prie3uZdegiminis ir antihistamininis
efektas. Antibakterinis lizocimo efektas, matyt, vyra
salygotas [-1-4-glikozidinio ry$io tarp N-acetil-
muramino rugsties ir N-acetigliukozamino, esanciy

bakterijy apvalkaléliuose, hidrolizeés.

Deja, milZini8kas lizocimo galimo gydomojo poveikio
potencialas nepanaudojamas pirmiausia dél Jjo Zymaus
citotoksinio efekto, charakteringo 3io fermento monome-
rinei formai. PavyzdZiui, bandymuose su fibroblasty
kultidromis buvo pastebétas Zymus net ir labai ma3y
lizocimo monomerines formos doziy citotoksinis
veikimas. Taigi, maksimalaus 3io fermento gydandiojo
efekto 1iSnaudojimo paie3kos, ie3kant bady apriboti

monomero citotoksines savybes, tampa vis aktualesnés.
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Neseniai buvo rasta, kad antivirusiniai arba anti-
bakteriniai preparatai, neturintys citotoksinio
poveikio, gali bdti gauti lizocimo pagrindu, t.y.
gaminant kompozicijas, turin&ias fermento dimerine

forma. Lizocimo dimero panaudojimas leidZia sukurti
preparata, tinkamg eilei infekciniy susirgimy gydyti ir
neturinti stipriy citotoksiniy savybiy, kuriomis pasi-
Zymi lizocimo monomerai. Lizocimo dimery panaudojimas
jvairiuose terapiniuose preparatuose aprasSytas Siuo

metu nagrinéjamoje paraidkoje PCT US 88/01785.

Nors dimerinés formos 18 monomery gavimo biddai yra
Zinomi, tadiau 13lieka aktualus nebrangaus ir efek-
tyvaus lizocimo dimery dideliy kiekiy gavimas. Tokiu
biadu, be galo svarbu sukurti isSvalyto lizocimo, netu-
rindio monomerinés arba polimerines formos bei kity
priemaisy, dideliy kiekiy gavimo technologija ir anali-

zés metodsy.

Pagal 3i i8radimg, silGlomas lizocimo dimero efektyvus

gavimo budas, susidedantis i3 3$iy stadijy:

a)lizocimo tirpalo paruosSimas, pridedant lizocimo mono-

mera i buferini tirpalg, kurio pH yra maZiausiai 9;

b)sujungiandio reagento - suberimidato, tokio kaip di-
metilsuberimidatas, skirto sukelti lizocimo monomery
dimerizacija tirpale, kurio pH palaikomas apie 9 ir

daugiau, pridejimas;

c)pH sumaZinamas iki apytikriai 7, kad dimerizacijos

reakcija nutrikty reikiamu laiko momentu;

d)dimerizuoto lizocimo tirpalo wvalymas, panaudojant
pirmgajg eliuvavimo stadijg, kurioje tirpalas perlei-
dZiamas per Jjonitine kolonéle ir surenkamos frak-

cijos, turindios pagrindinai lizocimo dimerine forma;
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e)frakcijy, surinkty pirmojo wvalymo stadijoje, fil-
travimas, panaudojant antrgji eliuavimg, kuriame su-
rinktos frakcijos veél ©perleidZiamos per Jjonitine

kolonele;

f)gerai iSvalyto lizocimo dimero, gauto antrojoje is-

skyrimo stadijoje, surinkimas.
Auk3¢iau apra3Sytu metodu galima gauti didelius kiekius
idvalyto lizocimo dimero, kuris gali biGti panaudotas

gydant eile virusiniy ir bakteriniy susirgimy.

Trumpas pridedamy bréZiniy aprasymas

l.brez. atvaizduota eliuavimo kreivé, gauta 8&io idra-

dimo pirmojoje eliuavimo stadijoje.

2.bréz. atvaizduota eliuavimo kreive, gauta Sio iSra-

dimo antrojoje eliuavimo stadijoje.

Tinkamiausio gavimo biddo smulkus apra3ymas

Pagal 35i iSradimg, pradine medZiaga lizocimo dimerams
gauti gali bGti naudojami bet kokie tinkami &iam
tikslui monomerai. Siame iSradime lizocimo monomeriné
forma buvoe gauta 15 Serva Feine Biochemica, GmbH
Heidelberg, kataloginis Nr. 28260. Pries pridedant
sujungiantiji reagenty, lizocimo monomeras buvo i3-
tirpintas menziroje fosfatiniame buferyje, kambario
temperatdroje, visg laika maisSant maZiausiai 2 va-
landas. Naudotas fosfatinis buferis turéjo 0,1 M
dinatrio hidrofosfato dihidrato. 3is buferinis tirpalas
gaminamas, iStirpinant 70 g dinatrio hidrofosfato
dihidrato 1000 ml vandens. Nors tikri reagenty ir
tirpikliy, naudojamy Siame isradime kiekiai gali

skirtis, dimerizacijos reakcija, pagal 3i i3radimg,
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buvo vykdoma, naudojant apytikriai nuo 40 iki 60 g
lizocimo monomero, is3tirpinto cheminéje stiklinéje 5
litruose dinatrio hidrofosfato dihidrato Dbuferio.
Bdtina, kad monomero tirpalo pH Dbty palaikoma
maZziausiai 9, geriau 10. pH reguliavimui gali bati

naudojamas Sarmo tirpalas, pvz. 1 N NaOH.

Dimerizacijos reakcija buvo vykdoma, pridedant sujun-
gian&iojo reagento - suberimidato - reikiamomis propor-
cijomis i lizocimo monomery, o pH palaikomas apie 9 ir
daugiau. Pagal 8§i 1iSradimg, geriausia naudoti dime-
tilsulberimidatg. I auk3¢iau aprasytu biddu pagamintg
tirpalg pridedama 4-6 g dimetilsuberimidato; jis i3-
tirpsta per apytikriai 1 minute. Polimerizacijos reak-
cija vyksta 60 min. kambario temperatiiroje (2515°C),
nepertraukiamai maiSant magnetiniu mai$ikliu, arba

kitokio tipo maisikliu.

Dimerizacijos reakcija gali bati sustabdyta reikiamu
momentu, sumaZinant pH iki 7 (%0,2), pridéjus 1 M HCl
ir/arba 0,2 M amonio acetato tirpalo (apytikriai 250 ml).
Toks amonio acetato tirpalas gaunamas, iStirpinant 15 g
medZiagos 1000 ml vandens. Kaip taisyklé, dimerizacijos
reakcija vyksta 1 val., nors S8is laikotarpis gali buti
didesnis arba maZesnis, priklausomai nuo tikslaus
pridedamy medZiagy kiekio ir naudojamy reagenty ir

tirpaly prigimties.

Sioje stadijoje bitina reakcijos miSini, kuris, kaip
taisykleé, yra gana drumstas, praleisti per membraninij
filtrg ir atskirti netirpias daleles. Paprastai tai yra
buitina operacija, nes S3Sioje stadijoje tirpalas turi
netirpiy polimery priemaisy. Polimery ir kity neis-
tirpusiy daleliy atskyrimui reikia naudoti filtrus,

kuriy pory dydis yra apie 0,4-0,5 pu.
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Buvo atlikta meéginiy, paimty tam tikrais laiko tarpais
po sujungianiojo reagento pridéjimo i lizocimo mono-
mero tirpaly, analizé gel-elektroforezés metodu. Tyri-
mai parodé, kad nors monomeriné forma ir ai3kiai matoma
beveik visuose analizuojamuose méginiuose, juostelée,
atitinkanti dimerine lizocimo formg, Jjau matoma po 10
minu€iy nuo reakcijos pradZios ir, reakcijai vykstant,
ji vis intensyvéja. Lizocimo molekulinis svoris - apie
14 000, o dimero juostelé atitinka molekulini svorij
lygy 30 000. Kaip parodé elektroforezés tyrimai, susi-

daro taip pat ir polimerinés formos.

Norint gauti didesnius i3valyto lizocimo dimero kie-
kius, pageidautina, kad tirpalas praeity maZiausiai dvi
valymo stadijas, kuriose bty i3skiriamas 1lizocimo
dimeras ir pa$alinami lizocimo monomerai arba kitokios
priemaiSos. Siame i3radime siGloma atskirtus nedime-
rizuotus lizocimo monomerus surinkti ir veél leisti i
cikla, kad buty padidintas lizocimo dimero gamybos
efektyvumas.

Pirmoji valymo stadija atliekama, panaudojant jony
mainy chromatografija. Siame etape lizocimo dimero
tirpalas, gautas dimerizacijos reakcijoje auk3&iau
aprasytu bidu, ileidZiamas i kolonéle su jonitine
derva, tokia kaip Sefarozé arba kiti katijonitai. Tin-
kamiausiame variante kolonelé, kurios diametras apie 10 cm
ir aukstis - 25 cm, uZpildoma S-Sefaroze FF (Farma-
cia); kolonélés taris - apie 2,1 1, ji plaunama 4,2 1
50 mM K-fosfato buferiu, kurio pH 7, kol pasiekia
pusiausvyra. Apie 5 1 dimerizuoto tirpalo leidZiama per
jonitine kolonéle, ir tinkamiausias eliuavimo greitis
yra 60 ml/min. Pageidautina, kad eliuavimas bidty vykdo-
mas, panaudojant druskos gradientg -0,1 5+1 M NaCl 50 mM
K-fosfatiniame buferyje. Sioje stadijoje frakcijos buvo
renkamos frakcijy kolektoriumi (LKB 2211 Suprec mar-

kés), ir laikomas steriliose kolbose. Eliuavimo kreiveées
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buvo registruojamos, naudojant savira$ti LKB 2210,
registravimo greitis 1 mm/min. Gauta eliuavimo kreivé
gali buGti panaudota, nustatant tikslig surinkty frak-
cijy sudéti. Surinkty tirpaly absorbcija geriausia
matuoti, esant A=280 nm, LKB 2238 UVICOR SII prietaisu.

Tikslus baltymy kiekis kiekvienoje pirmojo auksdiau
apraSyto eliuavimo stadijos frakcijoje analizuojamas
gel-elektroforezés metodu, pvz., panaudojant polia-
krilamidini geli su SDS (SDS-PAGE), kuri apra3é Thomas
ir kt. PNAS, 72, 2626 (1979). Tokiems elektroforezés
tyrimams apie 50 pl kiekvienos frakcijos sumaiSoma su
50 pl sensibilizuojanc¢io buferio, ir miSinys S3Sildomas
10 min. apytikriai 95°C temperatiroje. Po to, 25 ul 8io
midinio ileidZiama i gelio duobute. Po elektroforezés,
kuri truko apie 4 val., esant 20-35 mA srovei, baltymo
juosteles atsiskiria ir tampa matomos, daZant tokiais
daZais, kaip Kumasi melynasis (Coomassie-Blue R 250
(Merck)) .

Naudojant SDS-elektroforeze, galima iSskirstyti lizo-
cimo monomerus, dimerus ir polimerus. Elektroforezes
analizeé gali biti panaudota surinkty frakcijy, kurios
pagrindinai turi lizocimo dimerus, identifikavimui.
Frakcijos, kuriose pagrindinai yra lizocimo dimerai,
surenkamos ir koncentruojamos geriausia iki 800 ml

tangentinio srauto sistemoje.

Sioje stadijoje, norint geriau iSvalyti dimerinij
produktg, tikslinga atlikti antraji filtravimo etapg.
Tinkamiausiame iSradimo realizavimo variante, pirmojoje
eliuvuavimo stadijoje surinkti lizocimo produktai kon-
centruocjami, panaudojant tangentinio srauto sistemg, ir
vél leidZiami per jonitine kolonéle. Siuo atveju ge-
riausia naudoti kolonele, uZpildytg Sefadeksu (Sephadex
G-50F (Pharmacia)). Koloneles diametras - apie 25 cm,

aukstis - 120 cm. Kolonéleée plaunama 60 1 50 mM amonio
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acetato buferio, kol daunama pusiausvyra; S8is buferis
palaiko pH lygy apytikriai 5. Toks amonio acetato bufe-
ris buvo pagamintas is 4 g amonio acetato ir 1000 ml
vandens; jo pH gautas lygus 5, pridedant 3 g acto rigs-
ties tirpalg 1000-je ml distiliuoto vandens.

Lizocimo dimero tirpalas, surinktas pirmojoje eliuavimo
stadijoje ir sukoncentruotas tangentinio srauto siste-
moje, perleidZiamas per Jjonitine kolonéle, kurioje
iSlyginan¢io buferio tekéjimo greitis yra 70 ml/min.
Kaip ir pirmojo eliuavimo atveju, frakcijos renkamos ir
sukaupiamos, ir maZdaug 50 pl kiekvienos frakcijos ana-
lizuojama SDS-PAGE metodu taip, kaip apraSyta auks&iau.
Be to, eliuavimo kreivés vél registruojamos savirasdliu,
kurio registracijos greitis yra apie 0,5 mm/min.
Absorbcija taip pat matuojama, esant A=280 nm.
Eliuavimo kreivé, gauta frakcijoms po antrojo valymo
etapo, turi tris pikus, bet pagrindinai kreivéje mato-
mas vidurinysis pikas, atitinkantis 1lizocimo dimerus.
Siame etape matomi tik minimalds polimeriniy ir
monomeriniy lizocimo formy kiekiai. Gerai i3valytos
dimerines frakcijos, kaip matyti i% viduriniyjy kreives
piky, surenkamos ir vél sukoncentruojamos tangentinio
srauto sistemoje. Galy gale, surinktas i3valytas

dimeras liofilizuojamas ir laikomas iki panaudojimo.

Visas 8is procesas gali buati kartojamas tiek karty,
kiek reikia, kad bty gaunamas reikiamas dimerinio
produkto kiekis. Atskiros i3valytos frakcijos gali bati
iStirpintos distiliuotame vandenyje, o po to liofi-
lizuotos. Taip galima gauti homogenines partijas lizo-
cimo, kuris gali bati efektyviai panaudotas, gydant
daugeli wvirusiniy ir bakteriniy susirgimy. Salia
lizocimo antivirusiniy ir antibakteriniy savybiy, jo
dimeriné forma turi ir kitokj terapini poveiki, toki
kaip prieSuZdegiminis arba antihistamininis; be to, jis

neturi citotoksinio veikimo, charakteringo monomerinei
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lizocimo formai. Taigi, sitlomas bidas gali bGti naudo-
jamas dideliy kiekiy iSvalyto naudingo produkto -
izocimo dimero - efektyviai gamybai. Kadangi dimerinis
produktas, gautas Siame i3radime pasiidlytu bidu, turi
savybe ardyti bakterijas, Jjo efektyvumas gali biti
nustatytas, ivedant lizocimo dimerg i mikroorganizmy
suspensija ir po to stebint mikroorganizmy kiekio
maZéjimg spektrofotometru. 3Siuo metodu atlikti tyrimai
parodé, kad lizocimo dimerai, gauti iSradime apraSytu
bidu, turi vertingas savybes, kurios gali bati panau-

dojamos virusiniy ir bakteriniy susirgimy gydymui.

8io iS3radimo iliustracijai duodami pavyzdZiai, kurie,

vienok, neriboja $io iSradimo apimties.
1 pavyzdys

Lizocimo dimero gavimas

50 g lizocimo monomero (Serva, Feine, kataloginis
Nr.28260) istirpinama uZdarame inde 5 1 0,1 M dinatrio
hidrofosfato dihidrato buferinio tirpalo, neper-
traukiamai maiSant 2 val. 25°C temperatiroje. Fosfa-
tinis buferis gaminamas i3 70,98 g dinatrio hidro-
fosfato dihidrato (Merck P.A.) 1ir 1000 ml vandens.
Tirpalo pH lygus 10 nustatytas, pridedant 1N Na OH. Po
to, 1 baltymo tirpala pridedama 5 g sujungianciojo
reagento - dimetilsuberimidato (Sigma) ir pH pastoviai
palaikoma lygus 10. Reagentas visiSkai iStirpsta per 1
minute, o dimerizacijos reakcija vyksta 60 minuciy
kambario (25°C) temperatGroje, visg laikg maisant mag-
netiniu mai8ikliu. Reakcija nutraukiama, sumaZinant
tirpalo pH iki 7, pridéjus 1M HCL ir apie 250 ml 0,2 M
amonio acetato tirpalo. 0,2 M amonio acetato tirpalas
gautas i8 15,42 g amonio acetato (Merck P.A.) ir 1000 ml
vandens. Sioje stadijoje visas tirpalas buvo labai

drumstas, todél neisStirpusioms daleléms atskirti jis
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buvo perleistas per membranini filtrg, kurio pory dydis
buvo 0,45 p. NeisStirpusios dalelés buvo polimerai; tai

nustatyta SDS-gel-elektroforezées metodu.

Pridéjus sujungiantiji reagenta, i3 reakcijos misSinio
tam tikrais laiko tarpais buvo imami meéginiai ir
analizuojami gel-elektroforezés metodu. Kiekviename meé-
ginyje buvo aisSkiai matoma monomeriné lizocimo forma.
Ji buvo stebima, kaip apatiné juostele, kurios san-
tykinis molekulinis svoris yra 14000 (lizocimo
molekulinis svoris yra 14386). Antrajame meéginyje,
paimtame po 10 min. nuo reakcijos pradZios, stebima
dviguba dimero juostelé; vykstant reakcijai, ji tampa
vis didesné. Dimero juostelé atitinka molekulini svorj
apytikriai 30000. Be to, paskutiniuose meéginiuose buvo

galima pastebéti ir polimero juostelse.

Preliminarinio valymo tikslais 5 1 gauto produkto buvo
leidZiama per katijonitine kolonéle su S-Sefaroze FF
(Pharmacia). Kolonélé, kurios diametras yra 10 cm ir
aukstis - 25 cm, turi 2,1 1 tdri. Ji iSlyginama 4,2 1
40 mM K-fosfatinio buferio, kurio pH 7; 5 1 dimerizuoto
tirpalo jleidZiama i kolonéle ir eliuucjama, esant
srauto greic¢iui 60 ml/min., o NaCl gradientui K-fosfa-

tiniame buferyje 0,15 +1M, pH lygus 7.

Druskos gradientas buvo nustatomas ir kontroliuojamas
maiSytuvu panaudojant LKB 2152 reguliatoriy tokiu bidu.
Pirmasis paruosStas tirpalas (A tirpalas) buve 50 mM K-
fosfatinis buferis, kurio pH 7, ir nulinis NaCl kiekis;
antrasis tirpalas (B tirpalas) buvo 50 mM K-fosfatinis
buferis, kurio pH 7, ir jis turéjo 1 M NaCl. Pradiniu
laiko momentu (t,) B tirpalo kiekis eliuavimo buferyje
sudare 15%; po 1 val. (t,) B tirpalo dalis palaipsniui
didéjo iki 50% 3,5 val. beégyje (t,s); po to 30 min.
buvo laikomas vienodas (ts). Toliau viena valandag (tg)

tirpalo dalis didéjo iki 100% ir buvo laikoma pastovi
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dar viena valanda (t;). Po to, 5 minuliy bégyje (tg,s)

Sio tirpalo dalis mazeéejo iki apytikriai 0%. Po to,

kolonélé buvo plaunama 90 min. (tg 3s) tirpalu, turindiu
0% NaCl.
Po eliuvavimo per katijonitg - S-Sefaroze - per 10 min.

i8 srauto atrinktos maZdaug 600 ml frakcijos ir surink-
tos steriliose 2 1 talpos S3oto kolbose. Frakcijy surin-
kimui naudotas frakcijy kolektorius (LKB 2211 Suprec).
Eliuavimo kreivé registruota saviras$diu LKB 2210B,
dirband¢iu 1 mm/min. greidiu. Absorbcija buvo matuojama
LKB UVICOR SII, esant A=280 nm. Eliuavimo kreive, uZ-
raSyta pirmojoje eliuavimo stadijoje, parodyta 1 brez.
Frakcijos, turinc¢ios dimerine lizocimo formg, 1 brez.
paZzymetos punktyru po stora linija. Druskos gradientas

pavaizduotas plona linija.

Kiekvieno méginio baltymy sudétis analizuota SDS-PAGE
gel-elektroforezés metodu pagal Thomas ir kt., PNAS,
72, 2626 (1975) metodika. Tam tikslui 50 pl kiekvienos
frakcijos sumaisyta su 50 pl sensibilizuojandio buferio
ir 3ildyta 10 min. 95°C temperatiiroje. Po to, 25 ul
gauto misSinio jleista i gelio duobutes. Kaip baltymy
misinys naudotas standartinis baltymy misinys Standart
IV (Merck).

Buferis-neséjas susideéjo is$ 3iy komponendiy:

0,72 g tris-HC1 (0,06 M)

0.136 g EDTA(III) (5 mM)

0.18 g glicerino (10%)

5 g SDS (5%)

pH nustatytas lygus 7,2 (pridéta 90 ml H,0)

10 ml B-merkaptoetanolio (10%)
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Gel-elektroforezei buvo gaminamas 18% skirstantysis
gelis, ant kurio uZdétas 3,9% koncentruojan&io gelio
sluoksnis. Skirstanciojo 18% akrilamidinio gelio
tirpale buvo 3ios komponentés:

9 akrilamido
0,045 g bis-akrilamido
0,136 g tris-HCl, kurio pH 8,8 (0,325 mM)

0,03 g SDS
200 pl 10% amonio persulfato tirpalo

20 pl TEMED.

Koncentruojanc¢iojo 3,9% akrilamidinio gelio tirpale

buvo 3ios komponentés:

0,39 g akrilamido
10,4 mg bis-akrilamido

10 mg SDS
100 pl 10% amonio persulfato tirpalo

10 pul TEMED.

SDS-PAGE gelis buvo gaminamas taip: dvi stiklo
ploksteles (20x20 cm) buvo gerai nuplaunamos, perplau-
namos etanoliu ir uZdedamos viena ant kitos. Dvi ski-
rianciosios juostelés, kuriy storis yra 1 mm (ilgis -
20 cm, plotis - 1 cm) jdétos tarp plokSteliy, kad
susidaryty tarpas, kuris bus uZpildomas geliu.
Juosteles jdétos deSiniajame ir kairiajame kraste tarp
stiklo ploksteliy. Apatinis krastas uzklijuojamas
lipnia Jjuostele, 1ir wvisi trys krastai sutvirtinami
spaustukais. Pakras¢iai papildomai hermetizuojami 1%
agarozes tirpalu. Kai agarozé sustingsta, skirstan&iojo

gelio tirpalas supilamas tarp vertikaliai pastatyty



10

15

20

25

30

35

LT 3422 B
12

plok3teliy taip, kad likty maZdaug 3 cm iki wvirsutinio
stikliniy plok3teliy kradto, ir Pastero pipete ant vir-
%$aus uZpilama vandens. Gelis susipolimerina per 30 min.
Po to, vandens sluoksnis nupilamas, ir gelio krastas
perplaunamas koncentruojangiojo gelio tirpalu, aprasSytu

anksdéiau.

Po to, iki wvirSutinio krasSto pripilama koncentruo-
jan&iojo gelio tirpalo ir jistatomas teflonines Sukos
taip, kad apatinis méginio duobutés krasStas bity 1 cm
auk3&iau, negu skirstandiojo gelio sluoksnio kraStas.
Ma?daug po 15 min. koncentruojantis geli susiplomerina,
ir 3ukos i8imamos. Tada nuimama lipni juostele, ir
vertikaliai pastatytas gelis sujungiamas su elektro-
forezés prietaisu. Buferio kamera uZpildoma elektro-
forezés buferiu (6 g tris-bazés (0,05 M), 28,5 g glici-
no (0,38 M), 1 g SDS (0,1%) ir 1000 ml vandens), o
gelio duobuté perplaunama viena kartg apipur3kiant
buferiu. Lizocimo dimero pavyzdZiai paSildomi apie 10 min.
buferyje-ne$éjuje ir jleidZiami i konteineri arba duo-

bute, skirta testuojamam pavyzdZiui.

Elektroforezé buvo vykdoma, esant apie 20 mA srovei,
apie 4 valandas. Tais atvejais, jeigu reikéjo vykdyti
elektroforeze per nakti, srove buvo sumaZinta iki 6-8 mA.
Kad bty matomas judantis frontas, i buferi-neseja
pridedama 0,02% bromfenolio mélio. Kai judantis frontas
pasiekia gelio krastg, elektroforeze nutraukiama.
Skirstantysis gelis atpjaunamas, daZomas 30 min. fik-
suojan&iame tirpale, o po to iSblukinamas 2 val. laiko-
tarpyje i3blukinandiame tirpale, i kuri jeina 400 ml
metanolio, 140 ml acto rug3ties ir 2000 ml vandens.
Fiksuojantysis tirpalas gaunamas, sumaiSant 500 ml iS-
blukinan&io tirpalo su 12 ml daZo tirpalo, i kuri ieina
1 g Kumasi melio (R 250, Merck), 50 ml H,0 ir 50 ml
metanolio. NudaZant auk3&iau aprasytu biadu, baltymo

juostelés tampa matomos. Preparatuose, gautuose SDS-
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PAGE metodu, aiSkiai matomas laipsniskas lizocimo
dimero kiekio didéjimas; paskutiniy frakcijy pavyz-
dZiuose buvo matomi ir polimerai. Frakcijos, kuriose
pagrindinai buvo lizocimo dimeriné forma, buvo surink-
tos ir sukoncentruotos tangentinio srauto sistemoje iki
800 ml. Irenginys, pagamintas firmos Millipore, suside-
da i8 filtro Filtron 10000d, slégiui atsparios anglia-
vandenilinés membranos, kuri gali atlaikyti 7 bary
slégi, ir Verder 80 W (tipas 20-2 Nr.60079) siurblio.
Iéjimo slégis buvo 2 barai, o i3éjimo - minimalus, ma-
Ziau negu 0,2 baro. Darbo na3umas buvo apie 1 1lit-
ras/val. Sistema turi 400 ml balastini tidri, taigi,
baigiant darbg ir perplovus membrana 400 ml tirpalo,

bendras tirpalo tiris yra 1200 ml.

Po to, lizocimo dimerai buvo valomi, filtruojant per
jonitine kolonéle, uZpildyta Sefadeksu G 50F (Phar-
macia). Siam tikslui kolonélé (diametras - 25,2 cm,
aukstis - 120 cm) buvo i3lyginama 60 1 50 mM amonio
acetato buferio, kurio pH 5. Visas tirpalas, kurio
taris 1,2 litro, jleidZiamas i kolonéle ir eliuuocjamas
islyginan¢iu buferiu, esant srauto grei&iui 70 ml/min.
Renkamos apie 700 ml tdrio frakcijos ir i3 kiekvienos
frakcijos imama 50 pl ir analizuojama auk$&iau aprasdytu
SDS-PAGE elektroforezés metodu.

Siame filtravimo etape eliuavimo kreivés buvo uZraZomos
saviras¢iu 0,5 mm/min. grei&iu, o absorbcija matuojama,
esant A=280 nm. Gauta eliuavimo kreivé parodyta 2 breéZ.
2 bréZ. stora linija atvaizduota lizocimo tirpaly
absorbcija, esant jautresniam detektavimui, negu plona
linija nubrézZta kreivé. Nors 8i eliuavimo kreive ir
turi tris pikus, vidurinysis i3 jy yra Zymiai auk3tes-
nis, negu likusieji; jis atitinka dimerines frakcija.
Pirmasis ir paskutinysis pikai atitinka maZesnius poli-
merinés ir monomerinés lizocimo formos kiekius, kurie

lieka nesejuje.
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Pagaliau frakcijos, kurios yra gerai iSvalyti lizocimo
dimerai (eliuavimo kreives 8-13 frakcijos), surenkamos
ir koncentruojamos auks¢iau aprasytoje sistemoje.
Sukoncentruotas i3valytas dimeras liofilizuojamas. Daug
karty pakartojus procediirg, gautos atskiros dimero
frakcijos buvo valomos, iStirpinamos distiliuotame
vandenyje ir veél liofilizuojamos. Taip buvo gauta vie-

nalyté lizocimo dimery partija.
2 pavyzdys

Fermento aktyvumo nustatymas

Lizocimo dimero, gauto pagal Siame i3radime apradyta
bidg, fermentinis aktyvumas gali bidti nustatytas pagal
Vierkamme ir kt., International Pharmacy Journal, 2, 5
(1988) apradyta metodika. Sis testas paremtas mikro-
organizmy Micrococcus luteus suardymu iki tirpiy
skilimo produkty, kuri sukelia fermentas, ardydamas
mikroorganizmy lagsteliy apvalkaléli. Laipsnis8kas maZeé-
jimas arba visiSkas drumstumo isnykimas, matuojant
spektrofotometru, kai A=450 nm, yra fermento aktyvumo

rodiklis.

Siam tikslui buvo pagaminta Microccus luteus suspen-
sija. Apie 30 mg M. luteus (ATCC 4698, gyvi, liofi-
lizuoti, Boehringer Mannheim) susmulkinama, sudedama j
25 ml fosfatinio buferio 100 ml talpos Erlenmejerio
kolboje ir létai maiSoma magnetiniu maidikliu 2 wval.
kambario temperatiroje. Po to, suspensija centri-
figuojama 1 min., esant 500 apsisukimy per minute, ir
supernatantas nudekantuojamas i kitg indg. Nedideli
nesuspenduoty bakterijy konglomeratai 1liko nuosédose.
Po to, suspensija buvo mai3oma, ir kad vél nenusésty,
praskiedZiama fosfatiniu buferiu. Palyginimui buvo
naudotas oras; kiuvetés sluoksnio storis - 1 cm.

Kontroliniams matavimams buvo paimti atitinkami tipi3ki
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méginiai, maiSomi ir praskiedZiami taip, kaip buvo

apraSyta auksc&iau.

PavyzdZiy, turindiy lizocimo dimerus, tirpalai paruosti
taip, kad ju koncentracija buty 1 mg/ml vandens.
Tiriamas pavyzdys tirpinamas vandenyje prie§ pat
matavimg, ir Jjy aktyvumas sumaZinamas, praskiedZiant
vandeniu iki 1:250 arba 1:25. Matavimai atliekami
pastovioje 25%C temperatiiroje. $iam tikslui visi
tirpalai turi bati termostatuojami 25°C temperatiroje,
© matavimas atliekamas termostatuojamoje kiuvetéje.
Kiuvetés tOris yra 3 ml, tiriamo tirpalo slucksnio
storis - 1 cm, drumstumo mazZéjimas, kai A=450 nm, buvo
matuojamas 7 minutes. Drumstumo maZejimas per minute
buvo matuojamas spektrofotometru (Spectronik 1001,
Beausch and Lamb). Reakcijos miZinys buvo gaminamas 1i$
2,95 ml M. luteus suspensijos ir 0,05 ml tiriamo
pavyzdZio. Kiekvienas matavimas buvo kartojamas du

sykius ir i3 gauty rezultaty vedamas vidurkis.

Fermentinis aktyvumas, nustatomas pagal drumstumo
mazéjimg, iSmatuojamas i¥ pradinés tiesinés dalies ir
iSreiSkiamas AE/min. (E - bakterijy ekstinkcija). Dydis
AE/min. turi bati maZesnis uZ 0,03; (pavyzdZius reikia
praskiesti taip, kad bdty gaunamas toks dydis). Taip
pat nustatomas ir kontrolinio pavyzdZio (M. luteus
vandenyje) drumstumo sumaZéjimas, ir Sio matavimo metu
gautas dydis turi bati atimamas i3 reik3miy, gauty

matuojant tiriamus pavyzdZius.

Tokiu metodu atliktas testavimas parode, kad M. luteus
suspensija su dimero tirpalu rodo dideli jo fermentinij
aktyvumg, nepastebimg kontroliniuose bandymuose, kur M.

luteus suspensija buvo sumaidyta su vandeniu.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. ISvalyto lizocimo dimero gavimo biidas, b e s 1 -
s ki riant i s tuo, kad jis susideda i3 Siy

stadijy:

a)lizocimo tirpalo paruoSimo, pridedant lizocimo mono-
mera i buferini tirpala, kurio pH yra maZiausiai apie 9;

b) suberimidatinio sujungiand¢iojo reagento prideéjimo,
kad lizocimo monomerai dimerizuotysi tirpale, kurio
pH palaikomas maZiausiai 9;

c)dimerizacijos reakcijos sustabdymo reikiamu laiko
momentu, sumaZinant tirpalo pH iki apytikriai 7;

d)dimerizuoto lizocimo tirpalo valymo, panaudojant
pirmagja eliuavimo stadijg, kurioje tirpalas leidZia-
mas per Jjonitine kolonéle ir renka frakcijas,
turinéias pagrindinai dimerines lizocimo formas;

e)surinkty pirmojoje filtravimo stadijoje frakcijy
antrinio eliuavimo, kurio metu surinktas i$ pirmosios
valymo stadijos frakcijas vél leidZia per jonitine
kolonéle; ir

f)gerai iSvalyto lizocimo dimero, gauto antrojoje valy-

mo stadijoje, surinkimo.

2. BGdas pagal 1 punkta, b e s i s kiriantis

tuo, kad nustato lizocimo monomero tirpalo pH lygy 10.

3. Bidas pagal 2 punkta, b e s i s ki r iant i s
tuo, kad lizocimo monomero tirpalo pH, lygy 10, nustato
pridedant NaOH.

4. Budas pagal 1 punkta, b e s i s ki r i ant i s
tuo, kad buferini tirpala gamina i1& dinatrio hidro-

fosfato dihidrato.
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5. Bidas pagal 1 punkta, b e s i s k i r i ant i s
tuo, kad prideda sujungiantiji reagenta, palaikant pH
lygy apie 10.

6. Bidas pagal 1 punkta, b e s i s k i r i an t i s
tuo, kad suberimidatinis reagentas yra dimetilsuberi-
midatas.

7. Bidas pagal 1 punkta, b e s i s k i r i ant i s

tuo, kad dimerizacijg atlieka kambario temperatiroje.

8. Blidas pagal 1 punkta, b e s i s ki riantis
tuo, kad dimerizacijg atlieka visg laikg maiSant tir-

pala.

9. Bidas pagal 1 punktg, b e s i s ki riantis
tuo, kad dimerizacijos reakcija nutraukia, pridedant
ingradienta, parinkta i3 grupés, i kurig ieina: HC1,

amonio acetato tirpalas arba jy kombinacija.

10. Budas pagal 1 punktg, b e s i s kiriantdis
tuo, kad numato neiStirpusiy po dimerizacijos reakcijos

daleliy filtravimg, panaudojant poringa filtrga.

11. Biddas pagal 1 punkta, b e s i s kiriantis
tuo, kad filtro pory dydis yra apytikriai 0,4-0,5

12. Budas pagal 1 punktg, b e s i s ki riantdis
tuo, kad numato nedimerizuoty lizocimo monomery surin-
kimg po dimerizacijos stadijos ir jy graZinimg i ciklga

pakartotinai dimerizacijai.

13. Budas pagal 1 punkta, b e s i s kiriantis
tuo, kad lizocimo monomero tirpalas susideda i3 40-60 g
lizocimo monomero ir 4-6 1 buferio, i kuri prideda apie

4-6 g sujungiandiojo reagento.
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14. Biodas pagal 1 punktg, b e s i s ki riantis
tuo, kad eliuuoja per Jjonitine kolonéle, uZpildyty

sefaroze.

15. Bidas pagal 1 punktg, b e s i s ki riantis
tuo, kad eliuuoja per jonitine kolonéle, uZpildyta se-
fadeksu.

16. Bidas pagal 1 punkta, b e s i s kiriantdis
tuo, kad po pirmosios eliuavimo stadijos analizuoja
lizocimo kieki frakcijose, panaudojant gel-elektro-

foreze.

17. Budas pagal 1 punktg, b e s i s kiriantis
tuo, kad po antrosios eliuavimo stadijos analizuoja
lizocimo kieki frakcijose, panaudojant gel-elektro-

foreze.

18. Budas pagal 1 punkta, b e s i s kiriantdis
tuo, kad koncentruoja frakcijas, surinktas pirmojoje
eliuvavimo stadijoje, praleidZiant jas per tangentinio

srauto sistemgy.

19. Biadas pagal 1 punktg, b e s i s kiriantis
tuo, kad koncentruoja frakcijas, surinktas antrojoje
eliuvavimo stadijoje, praleidZiant jas per tangentinio

srauto sistemg.

20. Bddas pagal 1 punktg, b e s i s kiriantis
tuo, kad liofilizuoja iSvalyta lizocimo dimers, surink-

ta antrojoje eliuavimo stadijoje.
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