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(1) Iontomenid pre 1zoldciu nukleovfch kyselin a bielkovin a spBsob jeho pripravy

Vynélez sa tyka iontomenila pre izoléeiu nukleovych kpselin a bielkovin., Pri Jeho
priprave sa vyufiva echopnost karboxymetylovej skupiny viazanej na celulézovy dextranovy
alebo polyakrylemidovy§ nosid vytvéral s polyetyléniminom anexovy iontomeni¥, na ktory sa
md%e v daldom kroku naviazal nukleovd kyselina, ¥im sa vytvor{ chromatografické médium
pre kolonovi afinitnd chromatografiu enzymov metaholizmu nukleovych kyselin.

Doteraz pre izoldciu enzymov a nukleovych kyselfn sa poufivaju rdzne chromatografické
média, vyvinuté v zahranidf. Vyu¥ivaji rozdiely v lonogenngch vlastnostiach bielkovin a
nukleovych kyselin, Ide o iontomeniZe typu katexor karboxymetylceluléza, karboxymetyl
sephadex, fosfoceluldza a i., & anexov dietylaminoetylceluloza, dietylaminoetylsephsdex
a i,

Tieto chromatografické média sa pouZivaji ako ndplh do kolon pre kolonovi chromat o~
grafiu enzymov, nukleovgch kyselin,a ich zloZiek.

Spolo&nou nevyhodou t¥chto iontomeniZov Je ich malé selektivita, pretoZe nedokdu
rozddlit navzdjom nukleové kyseliny a blelkoviny, hoci sa zma¥ne od1li¥uji v ionovych

vlastnostiach. V ddsledku tohoto sa prl purifikdcii enzymov a nukleovych kyselin musia
pouiivat aj iné deliace m-tédy (gelovd filtrécia, gradientovs centrifugdcia, preparativna

199 124



2 198124

elektroforéza a pod.). Ide o vyrobky zahrani&ngch firiem, ktorgch dovoz k ném predstavuje
nemali polo¥ku v devizoiych prostriedkoch. vzhiadom na siaené vyvojové triedy v moleku-
1érno-biologickom vyskume, dé sa oZakéva¥, Ze spotreba chromatografickych médif bude
dalej vzrastat, najmd vsak takgyeh, ktoré maji Specifické deliace schopnosti. Doterajiie
sposoby pripravy chromatografickych médif obsshujicich nukleové kyseliny st buld znalne
néro¥né &o do pripravy zékladného nosiZa (bromécia celulézy, vazba ligendov, atd.),
alebo su zaloZené na &istej empirii - vazba nukleovych kyselin ako vysokomolekuldrnej
létky & celulézou, alebo agarézou. Reprodukovateinos‘ tychto metod je nizka, pretoZe
vysaduji okrem velke] laboratornej rutiny zna¥né néroky na homogenitu pou¥itého média,
%0 u celuldzy a agarozp sa nie vidy dd dosishnut. Tieto nedostatky odstrafuje chromato-
graefické médium, ktoré vznikne naviazanim nukleove]j kyseliny na iontomeni¥ typu polyety-
1énimin - karboxymetyl - celuloza. Nakolko pri tejto peakcii dochddza k vizbe volngch
kladnych /-NH~-/* skupin polyetyléniminu so zépornymi skupinami /P04/' nukleovych kyselin
ostdvaji bdzy nukleovych kyselin dostupné pre ¥pecificki interakciu s enzymami. Tymto
jednoduchym spdsobom sa dé pripravit chromatografické médium, ktoré je schopné viazat
len tie létky zo Zivych systémov, ktoré maj\i afinitu k nukleovym kyselinim.

Spésob pripravy iontomenida gahrnuje tieto operdcie:

1. aktivécis karboxymetyl celulozy A

100 g préskovej karboxymetyl celulozy sa zmieSa s 1,5 1 0,5 N NaCH. Po 30 mindtovom
statf pri izbovej teplote sa dekantuje destilovanou vodou do pH 8,0. Potom sa karboxy-
metylcelulﬁza premiesa s 1,5 1 0,5 N HC1 a po 30 mindtach ététia pri izbovej teplote sa
dekantovalo vodou do pH 5,5.

2. Uprava polyetylénimfmu.

Rotok polyetylénimfnu vyrobok firmy BASF Ludwigshaffen /NSR/ oznaleny ako Polymin P
(&1elo 34 ~ 1460) sa pripravil nésledovne:

20 ml ?olyn:tnu P sa zmieSalo & 80 ml tlmivého rosztoku obsahujiceho 0,02 M TRIS (hydroxy-
metyl aminometan) pH 7,4 m M chlorid horednaty a 0,1 m M chelat‘_én II1. Nerogpusinyf
podiel sa odstrdnil centrifugéeiou pri 3 000 x g. Sediment sa zahodil a supernatant sa
dialyzoval 20 hodin oproti 2 litrom t1mivého rostoku obsshujiceho 0,02 M TRIS (hydroxy-
metyl aminometan) pH 7,4 & 0,1 m M chelaton IIL.

3. Priprava Polyetyleniminu - carboxymetylcelulozy (v dal8om FEI - CM - celuldszy).
Karbouy-etylceluléza a Polymin P uprevené uvedenym spasobom sa gmiedali v pomere 1 : 1
a3y 1 : 100 a za ob%asného mieSania sa suspensia zahrievala pri teplote od 25 a¥ 45 o¢
dve hodiny a nakoniec sa zmiedala pri izolovenej teplote 15 hodin. Potom sa PBI - CM -
- celuléze naniesla na koldnu omX cm a premgvala sa pri izboveJ teplote 1,5 1 tlmivym
roztokom, ktory obashoval: 0,01 X TRIS (hydroxymetyl aminometan) pH 8,0; 1 m M 2 mercap-
toetanol; 0,1 m M chelaton III; 1 M chlarid draselny a glycerin v mno¥stve, aby vznikol
5 % yoztok glycerinu v tlmivom roztoku. Takto pripravené chromatografické médium mé
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kapacitu: meximélne 50 mg hovadzieho sérum albumfnu na 1 ml vihkého chromatogrefického
média, pridom pri pH 8,0 sa hovadzie sérum albumin navie¥e na karboxymetyleelulozu.

4. Priprava dezoxyribonukleovd kyselina - polyetylenimin - kerboxymetylcelulozy (dale]
DNA - FEI - CM - celuloza).
K suspenzii 5 g PEI - CM - celuldzy v 20 ml tlmivého roztoku obsahujiceho 0,01 M TRIS
(hydroxymetyl metan) pH 8,0 a 0,1 m M chelaton III. sa pridala 250 mg dezoxyribonukleovd
kyselina izolovand z calf thymusu v 10 ml tlmivého roztoku hore uvedeného zloZenia.
Dezoxyribonukleovd kyselina sa pred zmieSanfm s celulozou tepeine denaturovala zahrietim
na 100 °c podas 5 minit. Po desa¥minttovom mieSan{ suspenzie PEI - CM - celulézy s DNA
sa centrifugovalo pri 3 000 x g. K sedimentu sa po vysuden{ pri 50 % podas 6 hodin a
homogenizécli v trecej miske pridd 15 ml tlmivého roztoku vy3sie uvedeného zloZenia
obsahujici 2 M chlorid hore¥naty. Po premielan{ sa suspenzias nanesie na kolonu 2 x 10 cm
a premyva sa do nulovej absorbancie pri 260 nm. Potom sa kolona premyva 200 ml tlmivého
rostoku uvedeného zlo¥enia obsahujici O,1 M chlorid draselny a je pripravend pre izolé-

ciu enzymov metabolizmu nukleovyech kyselin.

Pripravené iontomenile sa moZu poufil pre izoldciu bielkovin a nukleovych kyselin
afinitnou chromatografiou biologickych materidlov.

PREDMET viINdLEzZU

1. IontomeniZ pre izoléciu nukleovych kyselin a bielkovin vyznainjhci sa tym, ¥e sa
skladd z nukleovej kyseliny, polyetyléniminu a karboxy-metylovej skupiny viazenej na
inertny nosi&, napriklad celulozu, polydextran, polyekrylamid.

2. Spdsob pripravy iontomeni¥a podXa bodu 1, vyznadujici sa ty¥m, ¥e sa nukleovs kyselins,
alebo polynukleotid viaZe na chromatografické médium pripravené reakeiou polyetylén—
iminu s karboxymetylovou skupinou naviezenou na inertny nosil, napriklad‘celulézu,
polydextran, polyekrylamid vo véhovom pomere 1 : 10 a% 1 : 100 pri pH 7 a% 9.0 a

teplote 45 °C.



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

