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) Vynélez se tfkd zpdsobu izolace proteolytickych enzymi.

Proteolytické enzymy je moinoc ze smi¥s{ iXolovat celou Fadou metod. Vyznemnd misto
mezi nimi zeaujimd afinitni chro-atogr-rié. vyuiivajici specifickyfch reversibilnfch inter-
akci mezi 1ligandem (substrdt, analog substrdtu, inhibitor, protildtka), ktery byvd
imobilizovén na vhodném inertnim nerozpustném nosi¥i, a izolovanou protedzou EVCI!,

V.S.: Prikl. Biochim, Mikrobiol. 16, 629 (1980); Lowe, C.R., Desn, P.D.G.: Atinitnt
chromatografie, SNTL Praha, 1979, str. 1543. .

Jako typické priklady Je moZno uvést izolaci proteas z mouky ze sladovené pienice
na sloupci hemoglobin-Sephsrosy (Chua, G.K., Bushuk, W.: Biochim. Biophys. Res. Comamun.
37, 545 (1969)), izolaci hov¥ziho tripsinu na sloupci ovomukoid-Sepharosy 2B (Freinstein,
G.: FEBS Lett. I, 353 (1970)) nebo izolaci protees z hov¥z{ pankreatické 3tdvy ne sloupci
Sepharosy s navdzanym inhibitorem trypsinu ze sojovych bobid (Reeck, G. R,, Walsh, K. A.,
Neurath, H.: Biochemistry 10, 4 690 (1971)).

V ndkterych pripadech je mo¥no pro separaci specifickych proteolytickych enzymd
poufit nerozpustnou bilkovinu jako substrét, bez imobilizace ns nosi¥. Jedné se napi.
o separaci kolagendzy £ Clostridium hiltolyticdn na nativnich vléknech kolagenu. Kols-
gendza se poté uvolni odbourdnim substrdtu (Gallop, P.M., Seifter, S., Meilmen, E.:

J. Biol. Chea. 227, 891 (1957)).

Afinitnl sorbenty pro izolsci protedz Jsou dbsud pripravovédny imobilizaci vhodnych
1igendd na nerozpustné nosiZe. Casto je nutno poudit nékolikastupdovy proces pro aktivaci
nosile, jsou vyiadovédny specidlni chemikdlie.

" Podstats ipﬁnobu izolace proteolytickych enzymd z komplexanich sam¥s{ podle vyndélezu
spodivé v tom, %e se izolace provéddi pomoci ve vod¥ nerompustného termicky modifikované-
ho keseinu. Eluce se provédi rozdoky snorganickjch soli, s vyjimiou soli ovliviaujicich
enzymovou aktivitu, s vyhodou sirany s chloridy sodnymi, draselnymi s smonnymi. Termickéd
modifikace kaseinu se provédl pri teplotd 150 ak 250 % po dobu 30 a% 180 min. K izolaci
1ze pous{t tradi¥n{ kolonové usporéddni. Dal¥f vghodou tohoto zpisobu izalece Jje jedno-
duchd p¥{prava afinitniho sorbentu z velml dostupné suroviny kaseinu jednoduchym zpisobem.

Vyné;oz je dokumentovén pFiklady pou¥iti
P¥iprava sorbentu

Kasein podle Hemmarstena (Lachema, USSR nebo Reanal, MLR), ktery je dodévédn v gra-
nulovené formé (primdr vdtdiny grenuli = | mm) byl bez Jakékoliv Upravy zahfdt v tenké
vrstvd v horkovaduném sterildtoru na teplotu 190 %c po dobu 30 sf 180 minut, resp. ne
teplotu 230 °¢ po dobu 120 minut. Ziskany tepelnd modifikovany kesein (Zluté ai temnd
ho¥dé barvy, v zdvislosti na teplotd a dob¥ zdéhfevu) byl proamyvédn 0,5 a¥ 1% roztokem
NaOH, vodou, roztokem siranu amonného (1 mol/1) s op¥t vodou. Promyvéni bylo n¥kolikrdt
opskovéno, dokud absorbance vodnych a sirenovjch promyvd pri 280 nm a tloudice vrstvy
| cm nebyla mensi{ ne% 0,01 a% 0,03.

P¥fiklad !}

Sklen¥nd kolons (130 x 18 mm) byls napliidna pipravenym sorbentem (ziskdn p¥i
zah#{vén{ kaseinu p¥i teplotd 230 %¢ po dobu 120 minut) rozptylenya ve vod¥. Po naplnéni
a ekvilibreci kolony bylo splikovéno 10 ml modelového vzorku (100 mg enzymového hydree
1yzétu kaseinu a 5 mg trypsinu v 10 ml vody). Balastanl bilkoviny byly z koloay vymyty vo-
dou. Adsorbovsné protedza byla z kolony eluovéna zvyjsenim iontové sily prostiedi (eluci
1 I/NH‘/2804). Obsah biflkovin byl slsdovén Lowryho metodou a aktivita protedzy azokasei- -
novou metodou za ndsledujicich podminek stanoveni: 1 ml 1% roztoku azokaseinu v 0,1 M fos-
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fétovém pufru pH 7,0 se smisf s 0,5 ml vzorku, po 30 minutdch inkubace p#i 37 °C se pfidd
1,5 ml 5% kyseliny trichloroctové. Po odstreddni{ se méii absorbance p¥i 366 nm proti

srovndvacimu roztoku pfi tloudtce vrstvy 1 em. Linearita je zarulena do hodnoty sbsor-
bance 2,

Z aplikovené proteolytické sktivity se 75 % eluovalo v prvych 90 ml efluentu po
288n8 elu¥nich podminek (eluci roztokem s{ranu smonného). S balastnimi bilkovinami se
vodsu eluovalo 13,4 % ektivity. Specifickd aktiwita se po chromatografii zvy¥ila 10,6 x.

PFriklaad 2

Za anslogickjch podminek jako v p¥ikladu 1 byla provedena chromatografie 15 mg
trypsinu (cca 5 let stary prepardt) rozpustdného v 10 ml vody. Z splikované proteoly-
tické aktivity se 81,2 % eluovalo v prvych 140 ml efluentu po zapolet{ eluce roztokem
sitanu amonného. S balastnimi bilkovinemi se vodou eluovalo 10,6 % proteolytické aktivity.
Specifickd aktivita se po chromatografii zvysila 2,2 x.

P¥r{klad 3 R

Za snslogickych podminek jako v p¥ikladu { byla provedena chromatografie 700 mg
trypsinu rozpult&ného v 50 ml vody pro urdenf kapacity pripraveného sorbentu. Po eluci
nenavézaného trypsinu a balastanich bilkovin vodou byl adsorbovany trypsin eluovén roztokem
siranu amonného. Kapacita sorbentu je pribliZné 0,5 mg ¥istého trypsinu na | ml sorbentu.

Priklaa 4

Byla provedena chromatografie modelového wzorku (100 mg enzymového hydrolyzdtu
kaseinu & 10 mg trypsinu v 10 ml vody) ve sklendnych kolondch naplndnych rizan& tepelnd
modifikovanym kaseinem (rozm¥r sloupce 200 x 10 mm). Jako sorbent byl poufit kasein mo-
difikovany 30 min/190 °C, 60 min/190 °C, 90 min/190 C, 180 min/190 °C, 120 min/230 %,
180 min/150 °C, 30 min/250 °C a 60 min/250 °C. Ve vlech piipadech méla chromatografie ana-
‘logicky prib&h, vytdZnost vnesené protedzové aktivity byla\vy#81 neZ 75 %. Specifickd
sktivita se zvy¥ila 10 x a% 15 X, Ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce.

Tabulka 1

Vliv teploty & doby zéhFevu kaseinu na vitd%nost vnesend proteolytické aktivity a vzrist -

specifické proteolytické aktivity \
Teplota Doba zdh¥evu VytéZnost Vzrist spec.

°c ) min. . ® aktivity

150 180 76,3 11,0

190 ' 30 77,7 10,8

190 60 76,8 10,3

190 90 77,0 11,2

190 180 ' 78,3 12,0

230 120 88,6 14,6

250 30 79,2 13,1

250 . 60 17,9 12,8
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P¥r{klad 5 -

Ns kolon$§ o rozmérech 200 x 10 ma (poufit kasein modifikovany 180 min/190 %) byla
provedena chromastografie kyselého vyZereného hovdziho pankreatického extraktu. Extrakt
byl prfed aplikaci na kolonu 24 hod dialysovén proti tekouci vodovodni vod¥ a poté nechén
24 hod pii laboratorni teplotd, aby byla umoin¥na konverze tryplinogonu a chymotrypsino-
genu ns ektivnl protessy. Bylo splikovéno 10 ml roztoku, po eluci balsstnich bilkovin
vodou bx}y sdsorbované proteasy eluovdny rostokem NaCl (1 mol/l). Z aplikované pro-

teolytické aktivity se 70,6 % eluovalo v prvich 154 ml efluentu po zaddtku eluce roz-
tokem NaCl. S balastnimi bilkovinami se vodou eluovalo 23,8 % proteolytické ektivity.
Specifickd sktivita se po chromatografii svy¥ila 2,75x.

Anslogické vysledky byly dossleny, Jestlile byl k eluci pou¥it roztok KC1 (1 mol/l1).
P¥i{iklad 6

Na kolon$ o rozmdrech 210 x 12 mm (byl pou#it kasein modifikoveny 180 minut/190 °c>
byls provedena chromatografie kultivedniho média po kultivaci mikroorganismu Bacillus sp.
(isolovén z p8dy), ktery do média produkuje extraceluldrni proteolytické enzymy. Po
odst¥eddn{ bunék bylo na kolonu splikovéno 10 ml média. Po vymyti balestaich bilkovin
vodou byly adsorbované protessy eluovény 1 M NaCl. S balastaimi bilkovinami se pii
eluci vodou vymylo 16,6 % z celkové aplikované proteolytické ektivity, p¥i eluci
1 M NaCl se vymylo v celkovém objemu 150 ml 73,2 % aktivity. Spacifické aktivita proteas
se po chromagografii zvySila 48 krét.

PREDMET VIKLLEZU

1. Zp&aob izolace proteolytickych eénzymi, vyznléuaici se tim, e se izolace provédi
pomoci ve vodd nerozpustného pii teplotd 150 a¥ 250 % po dobu 30 af 180 minut termicky .
modifikovaného kaseinu, eluce se provddi roztoky anorgenickych sell s vyjimkou soli, které
ovliviujl enzymatickou aktivitu, s vyhodou sirany a chloridy sodnymi, draselnymi nebo
amonnymi.

Severografia, n..p., MOST Cena 2,40 K¢s
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