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( Cagpolsoell aceae) 2 Sil ene cucubal us?( Cits bipney Enzime as) Pliegzen efehigiivesdenuus
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Arsen, Selen. nommen. Als wiBrige Zubereitungen werden insbe-
y-Glutamylcysteintransferase  ist  erhiltlich sondere flir den genannten pH-Bereich geeignete
durch BExtraktion pfanzlichen Materials. Grundsétz- 30  Pufferldsungen, beispielsweise Phosphatpuffer,
lich kommen als pflanzliches Material sowohl die verwendet. Gegenbenenfalls nach Abtrennung nicht
niederen als auch die hdheren Pflanzen in Be- aufgeschlossenen Pflanzenmaterials kann wahiwei-
~ tracht, da das erfindungsgemiBe enzym ein Enzym se eine Konzentrierung der Proteine durch Protein-
des Primérstofiwechsels ist. Beispiele pflanzlichen fallung und anschlieBende Gelfiliration erfolgen. Die
Materials sind 85 Proteinfdllung wird durch Zugabe von Elekirolyt
Rauvolfia serpentina (Apocynaceae) (insbesondere Ammoniumsulfat) vorgenommen.
Asclepias syriaca (Asclepiadaceae) Die gefiliten Proteine werden anschlieend in siner
_ Berberis stolonifera (Berberidaceae) wiBrigen Pufferldsung (pH = 6 bis 10) aufgenom-
K/ Beta vulgaris (Chenopodiaceas) men und einer Gelfiliration unterworfen. Durch die
Silene cucubalus (Caryophyllaceas) 40  Geffiliration wird sowohl eine Enisalzung als auch
Helianthus annuus (Compositae) eine Auftrennung des vorliegenden Proteingemi-
Dioscorea composita (Bioscoreaceas) sches nach MaBgabe der MolekligriBe ereicht.
Fumaria capreolata (Fumariaceae) B Zur weiteren Aufarbeitung wird derjenige Teil des
Agrostis tenuis (Graminaceas) Eluats aus der Gelffiltration verwendet, der die Pro-
Iris pallida (Iridaceas) 45 teine vom Molgewicht > 40.000 enthiit. Die nach-
Crotalaria cobalticola, Phaseolus wulgaris (Legumi- folgenden Reinigungsschritte umfassen die weitere
nosae) chromatographische Trennung des Proteingemi-
Cissampelos mucronata (Menispermaceas) sches an hydrophober SHulenmatrix (z.B. Phenyl-
Glaucium flavum (Papaveracease) sepharose, Pharmacia, Freiburg), an Hydroxyapatit
Coptis japonica (Ranunculaceae) so  (Biorad) und an lonenaustauschern (z.B. Diethyla-
Rosa canina (Rosaceas) minoethylcellulose). Die Auswahl an Eluat wird da-
Morinda citrifolia (Rubiaceae) - bei stets nach MaBgabe der Enzymaktivititskontrol-
Nicotiana tabacum (Solanaceae) len getroffen. Falls erwiinscht, kdnnen auch andere
Viola calaminaria (Violaceas) oder zusitzliche Trennungsmethoden angewendet
sowie: 55  werden, wie beispielsweise Elektrophorese, isoslek-
Euglena gracilis, Fragillaria crotonensis, Navicula trische Fokussierung und derglsichen.
pelliculosa, Bumilleriopsis filiformis, Chlamydomo- Die vorstehend beschriebenen Aufarbeitungs-

nas reinhardii, Chlorella fusca, Monoraphidium mi- prozeduren werden im wiBrigen System, insbeson-
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in Gegem)vart von y-Glutamylcysteiniransierase mit 10mM Mercaptoethanol geriihrit. Das entstande-
umgesetzt werden. ne Zellhomogenat wurde anschlieBend abfiltriert
Vorzugsweise stehen R! flir Wasserstoff-, 24- 45 und zentrifugiert. Dem Uberstand wurden 86 g/l
Dinitrophenyl- oder Bimanrest, festen Ammoniumsulfats zugegeben. Die dabei
R? fiir Wasserstoff-, Carboxyethyl-, 4-Nitrophenyl- entstandens Proteinfillung wurde abzentrifugiert -

oder Naphthylrest und und die Proteine des Uberstandes an eines Phenyl-

R® flir Wasserstoff-, Hydroxyl-, Methyl- und Benzyl- Sepharose-Sdule (2,5 x 20 cm, Pharmacia, Frei-

rest. : ' s0  burg) gebunden. Die Sdule wurde mit 0,2 | Ammo-

. Beispiele fiir erfindungsgemé&8 zu polymerisie- niumsulfatidsung (10mM Tris-HCl, pH = 7,8, 86g

rende Verbindungen sind Ghitathion, Homoglutat- Ammoniumsulfat pro Liter,i0mM Mercaptoethanol)

hion und y-Glutamylcysteinylamid. gewaschen und anschlieBend gebundenes Protein
Durch das erfindungsgeméBe Verfahren wer- mit einer Ldsung der Zusammensetzung 10mM

den Polymere der aligemeinen Formel Il s5  Tris-HC), 10mM Mercaptoethanol und 10% Ethyl-
englycol (pH = 7.8) eluiert. Das Eluat wurde auf

[H2N-CH(COOH)~(CH2)2-C(0)-NH-CH(CHz-SR")-C- sine Hydroxyapatit-SHule (1,5x11,5cm; Biorad,
(O)-X Minchen) gepumpt, die mit siner Losung aus 10



[sic] onto carrier materials in a known manner. Exanples of carrier
materials are al ginabes, agaroseFROARV8ABY functional géoups, cellul ose,
poI yacryl at es (vvi th e.d. oxiran groups), glass materials, silicates. The
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MgCl> unterzogen. Die aktive Frakiion zeigte eine mM NaCl mit einer Enzymaktivitit von 1,1 nkat/mg
Aktivitat von 1 nkat/mg Protein. Die Ausbeute be- - Protein und- einem Proteingehalt von 0,26 mg/mi
trug 10%. wurden kontinuierlich Uber eine Stunde mit 20
Alternativ kann nach der Hydroxyapatitsiule 35 pmol einer 10 mM Cd?*-L&sung versetzt. .
folgender Reinigungsgang eingesetzt werden: Nach einer Stunde wurden 15 mg Phytochelatine
Die aktiven Fraktionen wurden mit 10% Glycerin mit einem Cd2*-Gehalt von 18,2 Gew.-% erhalten.
versetzt, auf eine Aca 34-SHule (Pharmacia, Frei- Die Entfernung des Cd?*-Bestandteils erfoigte
\_/ Dburg) aufgetragen und mit 10 mM Tris-HCI-Puffer durch Féllung mit gasférmigem Schwefelwasser-

pH 7.8 und 10mM Mercaptosthano! eluiert. Die 40  stoff.
aktiven Fraktionen wurden auf einen Anionenaus-

tauscher QAE FF (Pharmacia, Freiburg) aufgege- Patentanspriiche

ben und mit einem KCl-Gradienten, 150-400 mM

KCl eluiert. Die aktiven Fraktionen wurden durch 1. Transferase Enzym, das den Transfer von -
Zugabe von pulverisiertom Ammoniumsulfat auf 45 Glutamyicysteinresten aus Glutathion, unter
10-Gew.-% Ammoniumsulfat eingestelit, auf eine Bildung von Glutathionpolymeren (Phytochela-
Phenylsuperose-SHule (Pharmacia, Freiburg) ge- tine), katalysiert.

pumpt und mit einem linearen Gradienten, beste-

hend auf A 85 g Ammoniumsulfat pro Liter in 10 2. Enzym nach Anspruch 1, gekennzeichnet
mM Tris-HCI-Puffer und 10 mM Mercaptoethanol  so durch folgende Parameter:

sowis B 10 mM Tris-HCl-Puffer und 10 mM Mer- a) Molgewicht 95.000 * 10%, bestimmt
captoethanol eluiert. Die aktiven Fraktionen wurden durch Gelffiltration; Enzym vorliegend als di-
gegen 10 L Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 (25mM) meres Protein (Monomer 47.000 + 10%)
dialysiert und anschlieBend auf eine Chelating Se- b) Temperaturoptimum 45°C
pharose-S8ule (Pharmacia, Freiburg) aufgetragen 55 c) pH-Optimum = 8,0

die mit Zn2* beladen war. Die Elution erfolgte mit d) Ku-Wert bei 30°C und pH = 7,8 fir
50mM Imidazol in 25mM Kaliumphosphatpuffer pH Glutathion 6,8 mMol und flir Glutathion-S-
8,0. Die aktive Fraktion zeigte eine spezifische Akti- biman 1,0 mMol
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pH 7.8 und 10mM Mercaptosthanol eluiert. Die 40  stoff.
aktiven Fraktionen wurden auf einen Anionenaus-

tauscher QAE FF (Pharmacia, Freiburg) aufgege- Patentansprilche

ben und mit einem KCI-Gradienten, 150-400 mM

KCl eluiert. Die aktiven Fraktionen wurden durch 1. Transferase Enzym, das den Transfer von -
Zugabe von pulverisiertem Ammoniumsulfat auf 45 = = Glutamylcysteinresten aus Glutathion, unter
10-Gew.-% Ammoniumsulfat eingestellt, auf eine Bildung von Gilutathionpolymeren (Phytochela-
Phenylsuperose-Saule (Pharmacia, Freiburg) ge- tine), katalysiert.

pumpt und mit einem linearen Gradienten, beste-

hend auf A 85 g Ammoniumsulfat pro Liter in 10 2. Enzym nach Anspruch 1, gekennzeichnet
mM Tris-HCl-Puffer und 10 mM Mercaptoethanol  so durch folgende Parameter:

sowie B 10 mM Tris-HCl-Puffer und 10 mM Mer- a) Molgewicht 95.000 * 10%, bestimmt
captoethanol eluiert. Die aktiven Fraktionen wurden ~ durch Gelfiltration; Enzym vorliegend als di-
gegen 10 L Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 (25mM) . meres Protein (Monomer 47.000 = 10%)
dialysiert und anschlieBend auf eine Chelating Se- b) Temperaturoptimum 45°C
pharose-Sdule (Pharmacia, Freiburg) aufgetragen 55 - c) pH-Optimum = 8,0

die mit Zn?* beladen war. Die Elution erfolgte mit d) Ku-Wert bei 30°C und pH = 7.8 fir
50mM Imidazol in 25mM Kaliumphosphatpuffer pH Glutathion 6,8 mMol und flir Glutathion-S-
8,0. Die aktive Fraktion zeigte eine spezifische Akti- biman 1,0 mMol
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5. An immobilized enzyme according to Claims

7. Verfahren zur enzymatischen Polymerisation, 35 1-3.
dadurch gekennzeichnet, dass Verbindungen
der allgemeinen Formel | 6. A process for the production of the enzyme
according to Claims 1-3, characterised in that
(g, H2N-CH(COOH)-(CH2)2-C(0)-NH-CH(CH.~ vegetable material is exiracted from the family
SR")-C(0)-X 40 of Apocynaceas, Asclepiadaceae, Ber-
beridaceae, Chenopodiaceas, Caryophyl- -
wobei laceae, Compositae, Dioscoreaceae,
R' Wasserstoff-, Alkyl- oder Arylrestund Fumariaceae, Graminaceae, Iridaceae,
X eine Gruppierung der allgemeine Formel Leguminosae, Menispermaceas,
NHR?, mit R? gleich Wasserstofi-, Alkyl- oder 45 Papaveraceae, Ranunculaceae, Rubiacease,
Arylrest, oder NH-CH(R3)-COOH Solanaceae, Violaceas, and by extraction of
mit der MaBgabe, daB R3 den entsprechenden the tissue of algae (phycophyta) and fungi
Rest aller natlirlich vorkommender Aminosiu- {mycophyta).
ren der Formel NH, CH(RS)COOH wiedergibt,
bedeuten, 50 7. A process for enzymatic polymerisation,
- in Gegenwart des Enzyms nach Anspriichen 1- characterised in that compounds of the general
3 umgesstzt werden. formula 1
Claims . : Hz2N-CH(COOH)+{CH;)2-C(0)-NH-CH(CH.-
55 SR")-C(0)-X,
1. A transferase enzyme which catalyses the
transfer of the -y-glutamylcysteine fragment wherein
from glutathione, to form glutathione polymers ' R' denotes hydrogen residue, alkyl residue or



(phytochel atins). 2. An enzyme according to Claim1, charact ‘mﬂmulm‘““‘“‘
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?) e generazlg1 fon gfﬁﬁ podd j 8t he
hydrogen f or “aryl m
e e .ﬁ%f" éﬁ .Ltstnm Bt oo e & né%} feicanco
natural |y ,q.g, of "the fo ngiq. R icafidn§ 1@3VeErt ed
in the prege einﬁ ,,,5,?@0,%'&;(@, pRshtsi ng to Cains 1-

d'acide  éthyléne  diaminetétracétique 30
(EDTA), réversible aprés élimination de
I'EDTA et addition d'un ion métallique lourd

f) cofacteur : un ion métallique lourd

3. Enzyme selon la revendication 1 qui peut éire 35
obtenue par extraction & partir d'une plante
appartenant & la famille des Apocynacées, des
Asclepiadacées, des Berberidées, des Chéno-

o podiacées, des Caryophyllacées, des Compo-
o sacées, des Dioscoréacées, des Fumariacées, 40
des Graminées, des lridées, des Légumineu-
ses, des Ménispermacées, des Papavéracées,
des Renonculacées, des Rubiacées, des Sola-
nacées, des Violacées ainsi que par exiraction
3 partir d'un tissu d'algues (phycophyles) et 45
de champignons (mycophytes).

4, Compositions présentant une activité enzymati-
que qui comprennent une enzyme selon les
revendications 14 3. - 50
5. Enzyme selon les revendications 1 & 3 sous
forme immobilisée.

6. Procédé de production des enzymes selon les 55
revendications 1 4 3, caractérisé en ce gu'une
plante appartenant & la famille des Apocyna-
cées, des Asclepiadacées, des Berberidées,



