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(54) Sposob izolécie urikézy z biologickgch

materibélov

(57) RieBenie sa t¢ka nového spdsobu izo-
"lécie a Cistenia urikézy v priemyselnej.
;vyrobe z biologlck?ch materiélov, Je za~
"loZené na vyuiivani existencie izoelektric-
_kého bodu enz¢mu urikézy, kde sa sutofo-
kuséciou pGsobenim fednosmerného elektric«
kého pradu pri napati 200 aX 1 000 V vy-
deluje zo zmesi enzymov a bielkoy{n v roz-
toku vodivosti 100 aZ 800 uS.cm gri pH
10,3 a% 11,1, Tato frakcie sa podrob{ de-~
liscej technike vyuZivajGcej rozdielne mo-
lekulové hmotnosti, s vyhodou gélovej . -
chromatografii. Opakovenim alebo zamiena-
nim oboch technik mo%no dosiahnGt super-
éistz enzym potrebn¢y hlavne v klinfcke]j
biochéamii a inych odvetviach,

(.~
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Vynélez sa tyka nového spdsobu izolécie a Eistenia enzymu urikdzy (EC 1.7.3:3.)
v priemyselnej vyrobe, ktory vyuliva existenciu 1zoelektrického bodu tohoto enzymusako
kritéria jeho &istoty. ‘

Podis doterajdich postupov sa urikéza &istils niekolkymi pochodnmi, zshrnujicint
zrézanie siranom smbnnym, etanolom, acetdnom, dalej roznymi systémami gélovej a ionto-
menidovej chromatografie &1 elektroforézou v rdznych usporiadaniach. Ich spolo&nou ne-
vyhodou bola pracnosf, ndrofnosf na vybavenie, prifom &istota enzymu bola na trovni zme-
si bielkovin pribliZne rovnakej molekulovej hmetnosti, kde podstatni Zast tvoril enzya,
ale obssh primesi bol + 5 aZ "10¥. Tieto balastné bielkoviny zni2ujls mernu aktivitu a
sposobujt aj iné vedlajdis efekty, ako postupni degradiciu izoldtu.

V nedich vynélezoch CS AO 211 856 a 234 801 sa chréni principisdlne novy spdsob
delenia a &istenia litok na zdklade ich izoelektrického bodu spdsobom samolinnej 1zo-
elektrickej fokusdcie pésobenim jednosmerného elektrického pridu v rovnorodom roztoku
delenej ldtky, ktory je mechanicky stsbilizoveny, sko a3 jednoduché zariadenis ns
uskutodnovanie tohoto spbsobu.

Vy38ie opisané nedostatky doterajfich.&istiacich a izolaZnych postupov v podstat-
nej msiere odstranuje vynadlez, ktorého podstets spoZivé v tom, 2e vodivosf biologického
materidlu, ktory obsahuje urikdzovi ektivitu, ultrafiltréciou, alebo dialyzou‘upravi
na hodnoty 100 a2 BOOIpS.cn'l s obsah bielkovin ss upravi na. hodnoty 1 a% 30 g.l'l.
Reztok sa potom autofokusuje jednosmernym elektrickym prudom pri napati 200 a% 1 000 V
8 prikone 3 W a roztok s najvydsou aktivitou, s vyhodou pri pH 10,3 a2 11,1 sa izolu~
je a podrob{ deliacej technike vyulivajicej ako kritérium rozdielnu molekulovi hmot-
nost delenych litok, s vyhodou gélovi chresmatografiu, priZom v zévislosti na pozadova-
nej &istote sa jedna alebo obe deliace techniky opakuji aspon jedenkrat.

Vyndlez je vhodny pre ziskavanie superiiste] urikdzy v technologickow meradle
pri vyrobs tohoto enzymu pre potreby klinickej biochémie @ iné odvetvia.

Prikled &, 1

Kultira kvasiniek Candia utilis sa podrobi odstredeniu pri 0°C & ziskand biomass
sa homogenizuje sonikdciou. Homogendt sa znova odstredi a supernatant homogenidtu buniek.
C. utilis sa nariedi boritevym tlmivym roztokom pH 8,5 a iontovej sily 0,01 nol.l“l
obsahujicin sodné a boridtové ionty stabilizujiice sktivitu urikdzy tak, aby vodivosf
roztoku po nariedeni na objem autofokusainej aparatiry bola v rozmedzi 100 a% 800 uS.
ca™l. Hrubé mnoZstvo bielkovin v tomto roztoku mé byé v rozmedz{ 1 a% 30 9.1'1. Tento
roztok surového enzymu sa eplikuje do autofokusainej aparatiry, ktord sa napoji na
zdroj jednosmerného pridu tak, aby sddin prédu a napatis nepresishol 3 W pri 4°cC.
Proces autofokusécie je ukoneny, ked prid klesne pri napati 1 000 V na nulu, V auto-
fokusa&nej aparatire sa vytvori stdpajuce rozhranie pH v kaidej pracovnej komdrke od
anddy ku katdde. Urikaza es nachédza vo frakcisch s pH medzi 10,3 a% 11,1, Obsah koad-
rok s uvedenym pH sa zjednoti a podrobi gélove) chronatogrﬁfii na stipci molekulového
sita Spheron P-40 rozmerov 80 x 5 cm, ekvilibrovani tlmivym roztokom opisanym vysd3die.
Chromatografia ss uskutoZnuje pri prietoku 120 n1.h"} a 10 militrové frakcie sa zhro-
ma2dujy automatickym zberaZom frakcii. Tistd urikéza sa nachédza ve frakcii spomedzi
dvoch vrcholov v toa, ktory md niisiu molekulovy hmotnos. Jednotlivé kroky &istenis
nd2u by opakované podla potieby stupfa Zistoty. .

Priklad &. 2

Kultira baktérii Aspergillus niger sa podrobi odstredeniu s ziskand biomasa sa
homogenizuje dezintegrédciou balotinou. Ziskany homogendt sa znovu odstredi a supernatant
homogenatu buniek A. niger obsahujici urikdzov( aktivitu sa nariedi Britton-Robinsono-
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vym univerzdlnym tlmivym roztekom iontovej 'sily: 0,01 mol.l'l a pH 8,69 tak, ‘aby vodi-
vosf zriedeného homogenatu po nariedeni na objea autofokusaZnej aparatiry bola:v roz-
medzi 100 a2 800 uS.cn'l a obeah bielkovin v rozmedzi{ 1 a2 30 g.l'l. Dslsie &istenia
sutofokusiciou sa deje podls prikladu 2. 1. Delenie gélevou chromatografiou ss usku-
to¢nuje na stlpci molekulového sitas Sephadsx G.100 rozmerov 42 x 2 ca totolnym tlmivym
roztokom pri prietoku 100 lsl.h-1 a odoberajd. sa -5 ml frakcie. Eistd urikdza sa opat na-
chéddza vo frakcii s niZgou molekulovou hmetnosfou spomedzi dvoch vrcholov,

Priklad 2. 3

Kultira mikrobidlneho kmena Alternaria species sa podrobi odstredeniu s ziskand
biomasa sa dezintegruje metddou prudkého ochladenia spojendho s vysokym tlakom v za-
riadent pésobenia striZnych sil (X-press). Homogendt sa zneva odstredi a &1iry superna-
tant homogendtu buniek A, species sa nariedi Kolthoff-Vleeschouverovym tlmivym rozto-
kom iantovej sily 0,015 nol.l'l a pH 8,4, ktorého sodné, draselnd bordtovéd a fosfdtové
ionty prispievaji k stabilizacii enzymu. Oprava vodivosti, autofokusicis a ostatné
kroky &istenia sa opakuju ako v bode 1.

Priklad &. 4

Kulttra kvasiniek Candida slbicans sa podrobi odstredovaniu a ostatnym procedi-
ram po autofokuséciu ako v priklade &. 1. Po zjednoteni obsahu komérok s pH 10,3 a2
11,1 sa roztok podrobi ultrafilerécid systémom AMICON tak, aby boli vietky zloZky
s molekulovou hmotnostou cez 30 00O koncentrovanéd, Potom sa koncentrit podrobi daldej
ultrafiltrécii usporiadenej tak, Ze filtre prisludnej kvality eliminuje do filtratu
v3stky zloZky s molekulovou hmotnosfou pod 40 000, KedZe urikdzs z kvasiniek C. slbi-
cans md molekulovd hmotnost 34 000 tym dochddza k jeJj vyZisteniu.

PREDMET VYNALEZU

SpSnob izolécie urikaézy z biologiokych materidlov vyznadujici sa tym, e aa
dialyzou, alebo ultrafiltriciou upravi vodivost biologického materidlu na 100 a%
800,»3.cu:"1 a obsah bielkovin na 1 a% 30 g.l"'1 a roztok s enzymatickou aktivitou sa
potom autofokusuje jednosmernym elektrickym prudom pri napat{ 200 a2 1 000 V, pokial
prud neklesne na nklu a reztok s najvy3$ou enzymatickou aktivitou, s vyhodou pri pH
10,3 a% 11,1 sa izoluje a podrobi deliacej technike vyuZivajicej rozdielnu molekulovi
hasotnosf delenych ldtok, s vyhodou gédlevi chromatografiu, prifom v zdvislosti na poZa-
dovanej &istote sa jedna slebo obe deliace techniky opakujt aspon jsdenkrat.
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