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1 2

RieSenie sa tyka spdsobu oddelenia sulf-
hydrilovych od nesulfhydrilov§ch zloZiek
zo zmesi protefnov kovalentnou chromato-
grafiou.

Podstata rie3enia spo&iva v tom, ¥e vzor-
ka sa nanesie na kolénu obsahujicu ako
sorbent 2-nitrofenylhydrazénpropédndinitri- -
lové derivdty polymérov obecného vzorca I,
kde X znamend Y—O0—CO alebo Y—NH-—CO
a Y je anhydroglukézovy polymér, polyhyd-

roxymetylmetakryldt, gél na bédze agarGzy

alebo celuléza za pritomnosti timivého roz- X - @ NH - C(CN)
toku o pH aZ 5 a po preteteni celého obje- e,

mu vzorky sa koléna premyje timivfm roz- NO
tokom o pH 7 a¥ 8. 2 (1)
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Vynélez sa tyka spdsobu izolacie SH-ami-
nokyselin, peptidov a proteinov zo zmesi
obsahujtcej sulfhydrilové a nesulfhydrilové
zlozky proteinov kovalentnou chromatogra-
fiou.

SH-skupiny maji v Struktire Zivej hmoty -

esencidlny vyznam (P. ]. Jocelyn: Bioche-
mistry of SH-group, Academic Press, London
— N. Y. 1972). St suastou enzymovych a
protefnovych truktdr, v peptidoch sa zi-
dastiiuji oxida&no-reduké&nych, katalytic-
kych, detoxikatnych procesov atd. Izoldcia
peptidov a proteinov je vo vieobecnosti dost
zlo%ity problém. Jednou z moZnosti jeho rie-
Senia je imobilizdcia tychto latok na roz-
nych sorbentoch cez SH-skupiny zabudova-
ného cysteinu (K. Brocklehurst: Int. ]. Bio-
chem. 10, 259[1979], D. Podhradsky, P. Kris-
tian: Chem. zvesti 35, 567 [1981]). Tieto me-
tédy izoldcie v¥ak nar&Zaji na problém de-
sorpcie z nosida, ktord sa vaSinou uskutod-
fiuje vytestiovanim inym tiolom, &im sa
vlastne znehodnocuje izolovany produkt. I-
nym problémom byva pomerne mald Zivot-
nost sorbenta, alebo neschopnost jeho rege-
nerdcie. Napriek tomu je reverzibilna kova-
lentnd chromatografia pre izoldciu SH la&-
tok velmi perspektivna.

Otdzka va&sieho vyuZitia kovalentnej

chromatografie sa “tyka hlavne v§boru-

vhodného ligandu, ktory by Specificky a re-
verzibilne reagoval s SH-skupinami amino-
kyselin, peptidov a protefnov. Bol popisany
ligand fenylhydrazénopropédndinitrilového
typu, ktory po naviazani na celuldzu umoz-
fiuje zachytdvat nizkomolekulové tioly (V.
Marko, P. Gemeiner, M. Antalik, E. Sturdik,
I. Drobnica, P. Kristian: Reactive Polymers
1, 91 (1983). Desorpcia z takéhoto nosita

NO,

priom X je hore uvedené.

Popfsand met6da izoldcie SH-aminokyse-
1in, peptidov a proteinov podla vynélezu mé
oproti inym metédam vyhody v tom, Ze: via-
zanie a uvoliiovanie 14tky sa uskutofiiuje
velmi jednoducho — zmenou pH v reZime
4—8, &m SH-skupiny imobilizovanej lédtky
zostdvajl zachované, pri vytesiiovani sa ne-
pouZiva iné l4tka, ktord by kontaminovala
vzorku, dalej odpadd regenerdcia nosita,
sta®i ekvilibrdcia kolény na pH viazania a
nakoniec v désledku vysokej reaktivity li-
gandu je aj vdzobnéd schopnost nosita vel-
mi vysoka.

—~ N
X —«@ NH=N=C(CN),+ R=SH === X @ NH-N-C_
pH 78 N - GNH

4

prebieha v8ak len pri vysokych hodnotéach

"pH (eca 12), kedy véc&Sina SH-skupin sa o-

xiduje na disulfid. Pri proteinoch vedie ta-
k&to imobilizdcia k nevratnym Strukturdl-
nym zmendm a u enzymov sa straca aktivi-
ta. -

Uvedené nevyhody v podstatnej miere od-
straifiuje spdsob izoldcie SH-aminokyselin,
peptidov a proteinov podla vynélezu, kto-
rého podstata spodiva v tom, Ze vzorka sa
nanesie na kolonu obsahujicu 2-nitrofenyl-
hydrazonpropéndinitrilové derivaty polymé-
rov obecného vzorca I

X ,~/\C’>2~NH~N:C<CN:)Z_
NO
B 2

kde X znamend Y—0—CO alebo Y—NH—CO
a Y je anhydrogluk6ézovy polymér;. polyhyd-
roxymetylmetakrylat, gél na bdze agardzy
alebo celuldza za pritomnosti timivého roz-
toku o pH 4 aZ 5 a po pretefeni celého ob-

- jemu vzorky sa ‘koléna premyje tlmivym

roztokom o pH 7 aZ 8. Polyméry 2-nitrofe-

_nyl-hydrazénopropdndinitrilového typu ma-

ji vfhodu v tom, Ze pK, hodnota ich amino-
skupin sa nachddza v rozmedzi 5,3—5,6, o
principidlne znamen4, %e sorbujica latka sa
viaZe pri pH 4—5 a uvoliiuje pri pH 7—8.
Viazanie a uvoliiovanie SH-l4tok na poly-

mér sa mdZe znazornit rovnicou S

pH 4-5

5B

Priklad 1

Izolacia SH-aminokyselin, peptidov a prote-
inov

Vzorka v ktorej sa nachéddza glutation,
cystein, alebo iny SH-protein v koncentra-
cii najviac 2 mg/ml (napr. vodny extrakt z
kvasiniek, deproteinovany homogenéat Zivo-
&i¥nych, alebo rastlinnych tkaniv a pod.)
sa nanesie na 10 cm stlpec nosia s 2-nitro-
fenylhydrazénopropéndinitrilovym ligan-
dom, ktory bol ekvilibrovany na pH 4—5.
Po premyvani pufrom o rovnakom pH, kto-
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ry obsahuje 0,01 % EDTA, sa z kolény od-
strdnia v3etky zloZky neobsahujice SH-sku-
piny. Po zmene pH na 8 sa z kolény vymyja
SH-aminokyseliny, peptidy alebo proteiny.
Detekcia sa urobi Ellmanovym Cinidlom {G.
L. Ellman; Arch. Biochem. Biophys. 74, 443
[1958]], alebo UV detekciou v pripade pro-
teinov. Nédvratnost sorpcie je 96—97 %.

Priklad 2
Separ4cia SH-proteinov

V pufri o pH 4—5 sa rozpustia 2 mg pro-
teinov, ktoré st zmesou sulfhydrilovych a
nesulfhydrilovych zloZiek. Po naneseni
vzorky na kolénu s 2-nitrofenylhydrazon-
propéandinitrilovym ligandom sa pri pH 4
aZ 5 oddelia proteiny, ktoré neobsahuji SH-
skupiny zabudovaného cysteinu. Po gradien-

PREDMET

SpOsob izoldcie SH-kyselin, peptidov a-
proteinov zo zmesi obsahujicej sulfhydrido-
vé a nesulfhydrilové zloZky proteinov kova-
lentnou chromatografiou pomocou nosita s
fenylhydrazénpropandinitrilovym ligandom
vyznacujici sa tym, Ze vzorka sa nanesie na
kolonu obsahujicu ako sorbent 2-nitrofenyl-
hydrazonpropandinitrilové derivdty polymé-
rov obecného vzorca I

X ——<6>—-NHAN:C[CN]2
; \NOZ

(1)

(F

tovej zmene pufru na pH 8 sa vytesnia SH-
proteiny. Detekcia z koldény vychadzajucich
zloZiek sa robi pomocou UVsiss, alebo UVags.

Prikltad 3
Koncentrovanie enzymu

2 mg enzymu, ktory obsahuje SH-skupi-
ny (napr. uredza, oxidoreduktdzy a pod.)
sa rozpusti v 5 dm3 pufru o pH 4—5 v kto-
rom sa nachédza 0,01 % EDTA. Uvedeny roz-
tok enzymu sa preferpédva cez kolénu po-
mocou peristaltického Cerpadla, pri prieto-
ku 2 ml/min. Po prederpani celého objemu
sa ng kolone zachyteny enzym uvolni puf-
rom o pH 7—8. Pomocou zmeranej enzymo-
vej aktivity je moZné zistit 100-ndsobné za-
koncentrovanie enzymu.

VYNALEZU

kde X znamend Y—O0—CO alebo Y—-NH—CO
a Y je anhydrogluk6zovy polymér, polyhyd-
roxymetylmetakrylat, gél na bdze agardzy
alebo celuldza za pritomnosti tlmivého roz-
toku o pH 4 aZ 5 a po preteceni celého ob-
jemu vzorky sa kolona premyje tlmivym
roztokom o pH 7 aZ 8.
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