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ÂÈÄ²ËÅÍÍß ÒÀ Î×ÈÙÅÍÍß ÊÀÐÁÎÊÑÈÏÅÏÒÈÄÀÇÈ A
Ç ÒÊÀÍÈÍÈ ßª×ÍÈÊÀ ÌÅÒÎÄÎÌ ÃÅËÜ-ÕÐÎÌÀÒÎÃÐÀÔ²¯

Ðîçðîáëåíà ìåòîäèêà âèä³ëåííÿ òà î÷èùåííÿ êàðáîêñèïåïòèäàçè À ç òêà-
íèí ÿº÷íèêà, ùî ñêëàäàºòüñÿ ç ïîñòóïîâîãî îñàäæåííÿ ôåðìåíòó ñóëüôà-
òîì àìîí³þ òà ãåëü-õðîìàòîãðàô³¿ íà ñåôàäåêñàõ G-75 òà G-100. Âñòàíîâëå-
íî, ùî ãðàä³ºíòíå âèñîëåííÿ ïðèçâîäèòü äî åôåêòèâíîãî ðîçïîä³ëó êàðáîê-
ñèïåïòèäàçè À ïî ôðàêö³ÿõ ç ìàêñèìàëüíèì âèõîäîì ôåðìåíòó ïðè 80%-
íîìó íàñè÷åíí³ (NH

4
)
2
SO

4
. Ïîêàçàíî, ùî ñòàá³ëüí³ çà óìîâ õðîìàòîãðàô³¿

ìîëåêóëÿðí³ ôîðìè êàðáîêñèïåïòèäàçè À âèõ³äíîãî ðîç÷èíó òà ôðàêö³¿,
îòðèìàííî¿ çà 20%-íîãî íàñè÷åííÿ ñóëüôàòîì àìîí³þ, ìàþòü áëèçüê³ ìî-
ëåêóëÿðí³ ìàñè, à ôåðìåíòè ôðàêö³é, ùî îòðèìàí³ çà 40%-íîãî òà 60%-íîãî
íàñè÷åííÿ, ï³ä ÷àñ õðîìàòîãðàô³¿ ï³ääàþòüñÿ îáìåæåíîìó ïðîòåîë³çó áåç
ïîðóøåííÿ àêòèâíîãî öåíòðó.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: êàðáîêñèïåïòèäàçà À, âèä³ëåííÿ ôåðìåíò³â, ãåëü-õðîìàòî-
ãðàô³ÿ.

Â ïîïåðåäí³õ äîñë³äæåííÿõ íàìè áóëî âñòàíîâëåíî ï³äâèùåííÿ
àêòèâíîñò³ êàðáîêñèïåïòèäàçè À (ÊÔ 3.4.2.1) â ïóõëèíàõ ÿº÷íèê³â
[1], òêàíèí ò³ëà ìàòêè [2] òà ìîëî÷íî¿ çàëîçè [3] ïîð³âíÿíî ç íå-
ìàë³ãí³çîâàíèìè òêàíèíàìè. Âèâ÷åííÿ ìåõàí³çì³â ðåãóëÿö³¿ àêòèâ-
íîñò³ öèõ ïðîòåîë³òè÷íèõ ôåðìåíò³â ÿê íà ìîëåêóëÿðíîìó, òàê ³ íà
òêàíèííîìó ð³âí³ òà ïîð³âíÿëüí³ äîñë³äæåííÿ á³îõ³ì³÷íèõ âëàñòè-
âîñòåé êàðáîêñèïåïòèäàçè À íåìàë³ãí³çîâàíî¿ òà ïóõëèííèõ òêà-
íèí ìîæëèâ³ ò³ëüêè â ðàç³ îòðèìàííÿ ¿õ â î÷èùåíîìó ñòàí³. Â
çâ'ÿçêó ç òèì, ùî â äîñòóïí³é ë³òåðàòóð³ â³äñóòíÿ ³íôîðìàö³ÿ ùîäî
âèä³ëåííÿ òà î÷èùåííÿ ïðåïàðàò³â êàðáîêñèïåïòèäàçè À ç òêàíèí
ÿº÷íèêà, ìåòîþ íàøî¿ ðîáîòè áóëà ðîçðîáêà ìåòîäó âèä³ëåííÿ òà
î÷èùåííÿ ïðåïàðàòó êàðáîêñèïåïòèäàçè À ç ìåòîþ ïîäàëüøîãî
âèâ÷åííÿ ô³çèêî-õ³ì³÷íèõ òà á³îõ³ì³÷íèõ âëàñòèâîñòåé öüîãî ôåð-
ìåíòó.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè

Òêàíèíó ÿº÷íèêà ãîìîãåí³çóâàëè â äèñòèëüîâàí³é âîä³ ó ñï³ââ³ä-
íîøåíí³ 1:10 ³ öåíòðèôóãóâàëè ïðè 9 000 g (ïðè +4°Ñ) ïðîòÿãîì
45 õâ. Îñàä ðåñóñïåíäóâàëè â äèñòèëüîâàí³é âîä³ â ñï³ââ³äíîøåíí³
1:5, ãîìîãåí³çóâàëè â àíàëîã³÷íèõ óìîâàõ, à ñóïåðíàòàíòè îá'ºäíóâà-
ëè. Îòðèìàíèé á³ëêîâèé ðîç÷èí ä³àë³çóâàëè ïðîòè 40 îá'ºì³â äè-
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ñòèëüîâàíî¿ âîäè ïðè +4°Ñ ïðîòÿãîì 12 ãîäèí. Ïîñòóïîâå ôðàêö³é-
íå îñàäæåííÿ çä³éñíþâàëè ñóëüôàòîì àìîí³þ, íàñè÷óþ÷è á³ëêîâèé
ðîç÷èí äî 20, 40, 60 òà 80%. Êîæíó ôðàêö³þ ä³àë³çóâàëè â àíàëî-
ã³÷íèõ óìîâàõ òà â ïîäàëüøîìó âèêîðèñòîâóâàëè ó õðîìàòîãðàô³÷-
íèõ äîñë³äæåííÿõ. Õðîìàòîãðàô³þ ïðîâàäèëè íà ñåôàäåêñàõ G-75
òà G-100 (2,0 × 28,0 ñì). Åëþö³þ ïðîâàäèëè äèñòèëüîâàíîþ âîäîþ òà
ïëàâíèì ãðàä³ºíòîì NaCl. Âèçíà÷åííÿ ìîëåêóëÿðíèõ ìàñ ïðîâàäè-
ëè çà ìåòîäîì Åíäðþñà [4], âèêîðèñòîâóþ÷è ìàðêåðí³ á³ëêè
("Serva" Øâåö³ÿ): á³ëîê ñèðîâàòêè ëþäèíè � 66 500 Äà, îâàëüáó-
ì³í � 43 000 Äà, õ³ìîòðèïñèíîãåí À � 25 000 Äà, ë³çîöèì �
17 500 Äà òà ÐÍÊ-àçà � 13 700 Äà. Àêòèâí³ñòü êàðáîêñèïåïòèäàçè
À âèçíà÷àëè çà øâèäê³ñòþ ã³äðîë³çó ñèíòåòè÷íîãî ñóáñòðàòó êàðáî-
áåíçîêñèôåí³ëàëàí³íó [5], òîáòî ïî ïðèðîñòó îïòè÷íî¿ ù³ëüíîñò³
ïðè 570 íì çà 30 õâèëèí ³íêóáàö³¿ ïðè 37°Ñ, ïèòîìó àêòèâí³ñòü �
â îäèíèöÿõ îïòè÷íî¿ ù³ëüíîñò³ íà ìã á³ëêà. Âì³ñò á³ëêà âèçíà÷àëè
ñïåêòðîôîòîìåòðè÷íèì ìåòîäîì ïðè 280 íì òà çà ìåòîäîì Ëîóð³
[6].

Ñòàòèñòè÷íó çíà÷èì³ñòü â³äì³ííîñòåé ì³æ âèá³ðêàìè âèçíà÷àëè
çà äîïîìîãîþ êðèòåð³þ Ñò'þäåíòà [7].

Ðåçóëüòàòè òà ¿õ îáãîâîðåííÿ

Åêñïåðèìåíòàëüíèì øëÿõîì áóëî âñòàíîâëåíî, ùî ä³àë³ç � íàé-
á³ëüø ðîçïîâñþäæåíèé ìåòîä î÷èùåííÿ á³ëêîâèõ ðîç÷èí³â â³ä íè-
çüêîìîëåêóëÿðíèõ ñïîëóê � ïðèçâîäèòü äî çá³ëüøåííÿ â 2 ðàçè
çàãàëüíî¿ òà ïèòîìî¿ àêòèâíîñòåé, à òàêîæ ïðîöåíòó âèõîäó ôåðìå-
íòó. Âèõ³äíèé ðîç÷èí á³ëêà ï³ñëÿ ä³àë³çó ì³ñòèòü 12,5% íèçüêîìî-
ëåêóëÿðíèõ ñïîëóê (òàáë. 1). Çà ïîäàëüøîãî ïîñòóïîâîãî îñàäæåí-
íÿ á³ëê³â ñóëüôàòîì àìîí³þ âèÿâëÿëîñÿ íå ìåíø 4 ôðàêö³é êàð-
áîêñèïåïòèäàçè À, ÿê³ îñàäæóâàëèñÿ íà ð³çíèõ ñòóïåíÿõ íàñè÷åííÿ
(òàáë. 1). Ùîäî ïîêàçíèê³â ä³àë³çîâàíîãî ðîç÷èíó á³ëêà, òî ïðè
20%-íîìó íàñè÷åíí³ ñóëüôàòîì àìîí³þ îñàäæóºòüñÿ 7,14% çàãàëü-
íîãî á³ëêà òà 4,31% ôåðìåíòàòèâíî¿ àêòèâíîñò³. Â³äíîñíà àêòèâ-
í³ñòü êàðáîêñèïåïòèäàçè À ö³º¿ ôðàêö³¿ çíèæóºòüñÿ â 4,0 ðàçè, à
ïèòîìà àêòèâí³ñòü òà êîåô³ö³ºíò î÷èùåííÿ çá³ëüøóþòüñÿ â 3,5 ðà-
çè, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî âòðàòó ï³ä ÷àñ ôðàêö³îíóâàííÿ ôàêòîð³â, ÿê³
ðåãóëþþòü ôåðìåíòàòèâíó àêòèâí³ñòü. Ïðè 40%-íîìó òà 60%-íîìó
íàñè÷åíí³ ñóëüôàòîì àìîí³þ îñàäæóâàëîñÿ â³äïîâ³äíî 48,9% ³
40,80% çàãàëüíîãî á³ëêà òà 16,07% ³ 7,40% ôåðìåíòàòèâíî¿ àêòè-
âíîñò³, îäíàê êîåô³ö³ºíò î÷èñòêè òà ïèòîìà àêòèâí³ñòü ôåðìåíòó
áóëè ìåíø³, í³æ ïîêàçíèêè ä³àë³çîâàíîãî ðîç÷èíó á³ëêà. Íàéá³ëü-
øèé ïðîöåíò âèõîäó ôåðìåíò³â � 36,67% � âèÿâèâñÿ ïðè
80%-íîìó íàñè÷åíí³ ñóëüôàòîì àìîí³þ ç êîåô³ö³ºíòîì î÷èñòêè �
10,8 ðàçà. Â ö³ëîìó ïðè îñàäæåíí³ ñóëüôàòîì àìîí³þ ïðîöåíò âè-
õîäó êàðáîêñèïåïòèäàçè À ñòàíîâèâ 54,5% â³äíîñíî ä³àë³çîâàíîãî
ðîç÷èíó á³ëêà.

Âèä³ëåííÿ òà î÷èùåííÿ êàðáîêñèïåïòèäàçè À ìåòîäîì ãåëü-õðîìàòîãðàô³¿
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Ïîäàëüøå âèêîðèñòàííÿ ìåòîäó ãåëü-õðîìàòîãðàô³¿ äàëî ìîæëè-
â³ñòü î÷èñòèòè ôðàêö³¿, ùî ì³ñòèëè êàðáîêñèïåïòèäàçó À, äî
5,0 ðàç³â ç âèõîäîì ôåðìåíòó â³ä 48,0% äî 592,0%. Öèì ìåòîäîì
áóëî âñòàíîâëåíî, ùî çíà÷íà ê³ëüê³ñòü âîäîðîç÷èííèõ á³ëê³â âèõ³ä-
íîãî ðîç÷èíó ïðåäñòàâëåíà ÿê âèñîêî-ìîëåêóëÿðíèìè á³ëêàìè ìà-
ñîþ â³ä 63,5 êÄà äî 43,0 êÄà, òàê ³ íèçüêîìîëåêóëÿðíèìè ïåïòè-
äàìè, ÿê³ âèìèâàþòüñÿ ³ç ñåôàäåêñó ïëàâíèì ãðàä³ºíòîì NaCl
(ðèñ. 1). Êîåô³ö³ºíò î÷èñòêè êàðáîêñèïåïòèäàçè À âèõ³äíîãî ðîç-
÷èíó, àêòèâí³ñòü ÿêî¿ áóëà íàéâèùîþ ó á³ëêîâ³é ôðàêö³¿ ç ìîëåêó-
ëÿðíîþ ìàñîþ 41746,30 Äà, ñòàíîâèâ 5,1, à ïðîöåíò âèõîäó � 192,8
(ðèñ. 2, òàáë. 1).

Íà â³äì³íó â³ä ðåçóëüòàò³â, îòðèìàíèõ ïðè îñàäæåíí³ ñóëüôàòîì
àìîí³þ, ïîäàëüøå î÷èùåííÿ ö³º¿ ôðàêö³¿ õðîìàòîãðàô³÷íèì ìåòî-
äîì ïðèçâîäèëî äî çíà÷íî¿ âòðàòè â³äíîñíî¿ àêòèâíîñò³, àëå ó
2,5 ðàçè çá³ëüøóâàëî ïðîöåíò âèõîäó ôåðìåíòó (ðèñ. 3, òàáë. 1).
ßê ó âèõ³äíîìó ðîç÷èí³, òàê ³ ó ôðàêö³¿, îòðèìàí³é ï³ñëÿ 20%-íîãî
íàñè÷åííÿ, àêòèâí³ñòü êàðáîêñèïåïòèäàçè À âèÿâëÿëàñÿ â ºäèí³é
á³ëêîâ³é ôðàêö³¿ ç ìîëåêóëÿðíîþ ìàñîþ á³ëÿ 40094,61 Äà, ùî ìîæå
ñâ³ä÷èòè ïðî ³äåíòè÷í³ñòü ôåðìåíò³â (ðèñ. 2).

Ó ðîç÷èí³, ùî áóâ îòðèìàíèé õðîìàòîãðô³ºþ ìàòåð³àëó, íàêîïè-
÷åíîãî ï³ñëÿ 40%-íîãî íàñè÷åííÿ ñóëüôàòîì àìîí³þ, áóëî âñòàíîâ-
ëåíî íàÿâí³ñòü òðüîõ á³ëêîâèõ ôðàêö³é ç êàðáîêñèïåïòèäàçíîþ
àêòèâí³ñòþ, îäíà ç ÿêèõ (íà õðîìàòîãðì³ ï³ê ²²²) ñîðáóâàëàñÿ íà
ñåôàäåêñ³ òà âèìèâàëàñÿ 0,5 Ì ðîç÷èíîì NaCl (ðèñ. 4). Â³äíîñíà
òà ïèòîìà àêòèâíîñò³ ôåðìåíòó ïåðøî¿ ôðàêö³¿ (Mr 47120,84 Äà)
áóëè íèæ÷èìè çà â³äïîâ³äí³ ïîêàçíèêè âèõ³äíîãî äîñë³äæóâàíîãî
ðîç÷èíó, à äðóãî¿ (Mr 5546,63 Äà) òà òðåòüî¿ (Mr 1059,81 Äà)
ôðàêö³é � íàâïàêè, çíà÷íî âèùèìè (ðèñ. 2, òàáë. 1).

Õðîìàòîãðàô³÷íèì ìåòîäîì íà ñåôàäåêñ³ G-100 ñåðåä á³ëê³â,
îñàäæåíèõ ïðè 60%-íîìó íàñè÷åíí³ ñóëüôàòîì àìîí³þ, áóëî âñòà-
íîâëåíî íàÿâí³ñòü äâîõ á³ëêîâèõ ôðàêö³é ç êàðáîêñèïåïòèäàçíîþ
àêòèâí³ñòþ. Ïèòîìà àêòèâí³ñòü ôåðìåíòó ç Ìr 76488,12 Äà, ùî áóâ
î÷èùåíèé â 3,2 ðàçè, çðîñëà ïðè öüîìó äî 264,9. Ìîëåêóëÿðíà
ìàñà ³íøî¿ êàðáîêñèïåïòèäàçè, ÿêà ñîðáóâàëàñÿ íà ñåôàäåêñ³ ³
âèìèâàëàñÿ 0,2�0,3 Ì NaCl, áóëà íåçíà÷íîþ � 6787,16 Äà (ðèñ. 2,
5, òàáë. 1). Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî ï³ä ÷àñ õðîìà-
òîãðàô³¿ ïåâíà ê³ëüê³ñòü ôåðìåíòó çàçíàëà îáìåæåíîãî ïðîòåîë³çó
áåç ïîðóøåííÿ àêòèâíîãî öåíòðó.

Õðîìàòîãðàô³÷íèé ðîçïîä³ë ôðàêö³¿ á³ëê³â, ïîïåðåäíüî îòðèìàíî¿
çà 80%-íîãî íàñè÷åííÿ ñóëüôàòîì àìîí³þ, âèÿâèâ íàÿâí³ñòü îäí³º¿
á³ëêîâî¿ ôðàêö³¿ ç êàðáîêñèïåïòèäàçíîþ àêòèâí³ñòþ (ðèñ. 2, 6, òàáë.
1) òà ìîëåêóëÿðíîþ ìàñîþ (Mr 36984,69 Äà), âëàñòèâîþ äëÿ ôåðìå-
íòó, âèä³ëåíîãî ç ï³äøëóíêîâî¿ çàëîçè âåëèêî¿ ðîãàòî¿ õóäîáè [8].

Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî ïîïåðåäíº ãðàä³ºíòíå
îñàäæåííÿ á³ëê³â ñóëüôàòîì àìîí³þ ïðèçâîäèòü äî ðîçïîä³ëó êàð-
áîêñèïåïòèäàçè À ïî ôðàêö³ÿõ. Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî, íà â³äì³íó â³ä
äàíèõ ³íøèõ àâòîð³â [9] ïðî îñàäæåííÿ öüîãî ôåðìåíòó ïðè
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Ðèñ. 2. Âèçíà÷åííÿ ìîëåêóëÿðíèõ ìàñ êàðáîêñèïåïòèäàçè À ÿº÷íèêà ìåòîäîì
ãåëü-ô³ëüòðàö³¿ íà ñåôàäåêñ³ G-75.

A � ôåðìåíò, îòðèìàíèé ìåòîäîì õðîìàòîãðàô³¿ ³ç ôðàêö³¿ 60%-íîãî íàñè÷åííÿ ñóëü-
ôàòîì àìîí³þ (I Ï³ê, Mr 76488,12 Äà);
1 � àëüáóì³í ñèðîâàòêè ëþäèíè (Mr 66500 Äà);
B � ôåðìåíò, îòðèìàíèé ìåòîäîì õðîìàòîãðàô³¿ ³ç ôðàêö³¿ 40%-íîãî íàñè÷åííÿ ñóëü-
ôàòîì àìîí³þ (I Ï³ê, Mr 47120,84 Äà);
2 � îâàëüáóì³í (Mr 43000 Äà);
C � ôåðìåíò, îòðèìàíèé ìåòîäîì õðîìàòîãðàô³¿ ³ç ôðàêö³¿ âèõ³äíîãî ðîç÷èíà á³ëêà (Mr
41746,30 Äà);
D � ôåðìåíò, îòðèìàíèé ìåòîäîì õðîìàòîãðàô³¿ ³ç ôðàêö³¿ 20%-íîãî íàñè÷åííÿ ñóëü-
ôàòîì àìîí³þ (Mr 40094,61 Äà);
E � ôåðìåíò, îòðèìàíèé ìåòîäîì õðîìàòîãðàô³¿ ³ç ôðàêö³¿ 80%-íîãî íàñè÷åííÿ ñóëüôà-
òîì àìîí³þ (Mr 36984,69 Äà);
3 � õ³ìîòðèïñèíîãåí À (Mr 25000 Äà);
4 � ë³çîöèì (Mr 17500 Äà);
5 � ðèáîíóêëåàçà (Mr 13700 Äà);
F � ôåðìåíò, îòðèìàíèé ìåòîäîì õðîìàòîãðàô³¿ ³ç ôðàêö³¿ 60%-íîãî íàñè÷åííÿ ñóëü-
ôàòîì àìîí³þ (²² ï³ê, Mr 6787,16 Äà);
G � ôåðìåíò, îòðèìàíèé ìåòîäîì õðîìàòîãðàô³¿ ³ç ôðàêö³¿ 40%-íîãî íàñè÷åííÿ ñóëü-
ôàòîì àìîí³þ (²² ï³ê, Mr 5546,63 Äà).
H � ôåðìåíò, îòðèìàíèé ìåòîäîì õðîìàòîãðàô³¿ ³ç ôðàêö³¿ 40%-íîãî íàñè÷åííÿ ñóëü-
ôàòîì àìîí³þ (²²I ï³ê, Mr 1059,81 Äà).
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60�80%-íîìó íàñè÷åíí³ ñóëüôàòîì àìîí³þ, â íàøèõ äîñë³äàõ
67,3% çàãàëüíî¿ ê³ëüêîñò³ ôåðìåíòó âèïàäàº â îñàä â á³ëüø âóçü-
êîìó ä³àïàçîí³ êîíöåíòðàö³¿ ñîë³, à ñàìå ïðè 80%-íîìó íàñè÷åíí³.

Õðîìàòîãðàô³÷íèìè äîñë³äæåííÿìè áóëî âñòàíîâëåíî íàÿâí³ñòü ó
âèõ³äíîìó ðîç÷èí³ á³ëêà òà ï³ñëÿ 20%-íîãî íàñè÷åííÿ ðîç÷èíó
ñóëüôàòîì àìîí³þ ìîëåêóëÿðíî¿ ôîðìè êàðáîêñèïåïòèäàçè À ç
äóæå áëèçüêèìè ìîëåêóëÿðíèìè ìàñàìè, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî ¿õ ³äåí-
òè÷í³ñòü. Ï³ñëÿ 40%-íîãî òà 60%-íîãî íàñè÷åííÿ ðîç÷èíó á³ëêà
ñóëüôàòîì àìîí³þ ó äîñë³äæóâàíîìó õðîìàòîãðàô³÷íî ìàòåð³àë³
ïîÿâëÿþòüñÿ äîäàòêîâ³ íèçüêîìîëåêóëÿðí³ á³ëêè, ùî ìàþòü êàðáîê-
ñèïåïòèäàçíó àêòèâí³ñòü. Ìîæíà ââàæàòè, ùî çà íàÿâíîñò³ â ðîç÷è-
í³ öèõ êàðáîêñèïåïòèäàç ï³ä ÷àñ õðîìàòîãðàô³¿ êàðáîêñèïåïòèäàçà
À ï³ääàºòüñÿ îáìåæåí³é äåãðàäàö³¿.

Â ïðîòèëåæí³ñòü öüîìó, êàðáîêñèïåïòèäàçà À, îòðèìàíà çà
80%-íîãî íàñè÷åííÿ ñóëüôàòîì àìîí³þ, º äîñòàòíüî ñòàá³ëüíîþ ³
ìîæå áóòè âèêîðèñòàíà äëÿ ïîäàëüøîãî âèâ÷åííÿ ô³çèêî-õ³ì³÷íèõ
òà á³îõ³ì³÷íèõ âëàñòèâîñòåé öüîãî ôåðìåíòó.

Âèñíîâêè

1. Ðîçðîáëåíà ìåòîäèêà âèä³ëåííÿ òà î÷èùåííÿ êàðáîêñèïåïòè-
äàçè À, îñíîâàíà íà ïîñòóïîâîìó îñàäæåíí³ á³ëê³â ñóëüôàòîì
àìîí³þ òà íàñòóïí³é ¿õ ãåëü-õðîìàòîãðàô³¿.

2. Ñòóï³í÷àñòå îñàäæåííÿ á³ëê³â (NH4)2SO4 ïðèçâîäèòü äî á³ëüø
åôåêòèâíîãî ôðàêö³îíóâàííÿ êàðáîêñèïåïòèäàçè À ç ìàêñè-
ìàëüíèì âèõîäîì ôåðìåíòó ïðè 80%-íîìó íàñè÷åíí³.

3. Ñòàá³ëüí³ çà óìîâ õðîìàòîãðàô³¿ ìîëåêóëÿðí³ ôîðìè êàðáîêñè-
ïåïòèäàçè À ó âèõ³äíîìó ðîç÷èí³ òà ó ôðàêö³¿, ùî îòðèìàíà
ï³ñëÿ 20%-íîãî íàñè÷åííÿ ñóëüôàòîì àìîí³þ, ìàþòü áëèçüê³
ìîëåêóëÿðí³ ìàñè.

4. Êàðáîêñèïåïòèäàçà À, îòðèìàíà ï³ñëÿ 40%-íîãî òà 60%-íîãî
íàñè÷åííÿ (NH4)2SO4, ï³ä ÷àñ õðîìàòîãðàô³¿ ï³ääàºòüñÿ îáìå-
æåí³é äåãðàäàö³¿ ³ç çáåðåæåííÿì ôåðìåíòàòèâíî¿ àêòèâíîñò³.
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ÂÛÄÅËÅÍÈÅ È Î×ÈÑÒÊÀ ÊÀÐÁÎÊÑÈÏÅÏÒÈÄÀÇÛ À ÈÇ ÒÊÀÍÈ

ßÈ×ÍÈÊÀ ÌÅÒÎÄÎÌ ÃÅËÜ-ÕÐÎÌÀÒÎÃÐÀÔÈÈ

Ðåçþìå

Ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè êàðáîêñèïåïòèäàçû À, ñîñòîÿùàÿ
èç ïîñëåäîâàòåëüíîãî îñàæäåíèÿ ñóëüôàòîì àììîíèÿ è ãåëü-õðîìàòîãðàôèè íà
ñåôàäåêñàõ G-75 è G-100. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîñëåäîâàòåëüíîå îñàæäåíèå áåëêîâ ñ
ïîìîùüþ (NH

4
)
2
SO

4
 ïðèâîäèò ê áîëåå ýôôåêòèâíîìó ðàçäåëåíèþ êàðáîêñèïåïòèäà-

çû À ïî ôðàêöèÿì ñ ìàêñèìàëüíûì âûõîäîì ôåðìåíòà ïðè 80%-íîì íàñûùå-
íèè. Ñòàáèëüíûå ïðè óñëîâèÿõ õðîìàòîãðàôèè ìîëåêóëÿðíûå ôîðìû êàðáîêñè-
ïåïòèäàçû À èñõîäíîãî ðàñòâîðà è ôåðìåíòà, îñàæäåííîãî ïðè 20%-íîì íàñûùå-
íèè ñóëüôàòà àììîíèÿ, èìåþò áëèçêèå ìîëåêóëÿðíûå ìàññû, à ôåðìåíò èç ôðàê-
öèé, ïîëó÷åííûõ ïîñëå 40%-íîãî òà 60%-íîãî íàñûùåíèÿ, âî âðåìÿ õðîìàòîãðàôèè
ïîäâåðãàåòñÿ îãðàíè÷åííîìó ïðîòåîëèçó áåç íàðóøåíèÿ àêòèâíîñòè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êàðáîêñèïåïòèäàçà À, âûäåëåíèå ôåðìåíòîâ, ãåëü-õðîìàòîãðà-
ôèÿ.
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EXTRACTING AND PURIFICATION OF CARBOXYPEPTIDASE A

FROM THE TISSUES OF OVARIUM BY GEL-CHROMATOGRAPHY

METHOD

Summary

The method of extracting and purification of carboxypeptidase A consisting of
step-by-step ammonium sulfate sedimentation and gel-chromatography on Sefadex G-75
and G-100 was obtained. It was studied that step-by-step sedimentation leads to more
effective carboxypeptidase A division to fractions with the maximal exiting by 80%
saturation. It was shown that stable under chromatography molecular forms of
carboxypeptidase A from the initial solution and the 20% saturation fraction have similar
molecular masses but the enzyme from 40% and 60% saturation fractions undergo
limited proteolysis without breach of the activity.

Keywords: carboxypeptidase À, enzyme extracting, gel-chromatography
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