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(54) Zptsob purifikace enzymd Hind II a Hind III pro geno-

vé manipulace

(57) zptsob purifikace restrikénich endonuk-
leas Hind II a Hipd IIT pomoci sloupcové ka-
palinové chromatografie tak, Ze se obé akti-
vity déli na kolondch fosfocelulosy nebo
Blue-celulosy nebo heparin-celulosy, s vyho-
dou kombinacemi téchto kolon a popfipadg s
koleonou BEAE-celulosy, &imZ se docili vyS§si
Gitinnosti déleni neZ na samotné koloné DEAE-
celulosy.



: CS 272 934 BL

Vyndlez se tykd vyuziti sorbentl Blue-celulosy, heparin-celuleosy a fosfocelulosy, "pfi-

padng& v kombinaci s DEAE-celulosou pii purifikaci enzymd restrikénich endonukledz Hind II
a Hind IIT z kmene Haemophilus influenzae Rd. ’

Aktivity obou enzymi se nachdzeji v kmeni spole&né. Pro jejich vyuziti v molekuldrni
rozdéleni obou aktivit. Dbecny zpisob purifikace enzyml

biologii je dule?ité co nejlepSi
e a sloupcovd kapalinovd chromatografie.

vyuziva kroki jako desinfegrace'bﬁnék, centrifugéc
K déleni obou aktivit se pouZivd v publikovanych pracech vyhradn& kolona DEAE celulosy
J. Mol. Biol. 92, p. 33, 1975). Jiné purifika&ni kroky slouzi

(nap¥. 0ld, Murray, Boises,
vétsinu sorbenti se

k odd&leni nespecifickych nefistot, nikoliv k dé&leni obou aktivit. Na
toti¥ vésou oba enzymy pFibliZn& stejn& silné a neumoini efektivni rozdsleni. Za vhodnych
podninek se na kolon& DEAE-celulosy zachyt{ jen enzym Hind II a enzym Hind III protete.

Hind III je zachycen dal3i kolonou, napt. fosfocelulosou, kterd ale neodstrani zbytky ak-

tivity Hind II kontaminujici Hind III. Enzymy jsou potom vymyty gradientem iontové sily a
pfevedeny do vhodného skladovaciho roztoku. Takto pfipraveny enzym vyhovuje pro Fadu praci,
ale v nekterych pfibadech, kdy'je tfeba pouzit nadbytek enzymu, jsou i malé kontaminace
druhou aktivitou na zdvadu. Pfedmét vyndlezu fesf tento problém tak, Ze pouzivd pro déleni

aktivit dalsi nové kolony.
Novy postup vyuZivd krom& DEAE-celulosy t&chto sorbentl:

Fosfocelulosa: Ob& aktivity se eluuji blizkoe sebe, coZ lze vyuZit pro predtisténi, ale
nelze vyuzit pro zbaveni se stop druhé aktivity.

Blue-celulasa: Zachyti v&tZinu Hind IIT, nezachyt{ se Hind II.

Heparin-celulosa: Zachyti Hind IT a malou &&st Hind III, v&tsina Hind III se nezachyti.

Pfi eluci se stopy Hind III uvolni dfive a nekontaminuji Hind II.

Tzolaéni roztoky jsou obvykle roztoky fosforeénanu draselného s koncentraci kolem 10 mM

nebo Trisu s koncentraci kolem 20 mM . Dédle obsahuji-obvykle 1-mM EDTA a7 mM Z~-merkaptoeta-
nol. Koncentrace NaCl je promé&nlivd, pEi adsorpci enzymu na kolonu se bohybuje v rozmezi 0
aZz 0,1 M a na konci gradientu v rozmezi 0,5 aZ 1,0 M. pH roztokd se pohybuje v rozmezi 7 aZ
8. Tyto podminky lze ménit v pomgrng Sirokém rozmezi. Skladovaci roztok obsahuje navic 50

procent glycerolu. Objem gradientu byvéd asi desetindsobek objemu kolony a pritck byvd asi

ptl objemu kolony za hodinu.

P#iklad 1

Z 50 g bun&&né pasty (Haemophilus influenzae Rd) byle pfipraveno 200 ml bun&&ného ex-
traktu. Z nsho byly odstrangny nukleové kyseliny srdzenim 1,3procentnim streptomycinsulfd-
tem a oddélena frakce proteint mezi 50 a 70 procenty nasyceni siranem amonnym. Tato sirano-
v4 frakce byla dialyzovéna proti jzoladnimu pufru a nanesena na kolonu fosfocelu
Enzymové aktivity ‘byly eluovdny gradientem NaCl a spojily se frakce s pfevléddajfci aktivi-
+ou Hind II a Hind IIT odd&len&. Spojené frakce Hind III byly naneseny na kolonu DEAE-celu-
losy (80ml). Tam se zachytil Hind II, ale Hind III se nezachytil. Protekly roztek s Hind III
byl nanesen na kolonu Blue-celulosy, kde se zachytil Hind III a posledni stopy Hind II se
nezachytily. Enzym Hind III byl eluovédn gradientem NaCl a pféveden do skladovaciho roztoku.
Spojené frakce Hind II byly naneseny na tuté? kolonu DEAE-celulosy a zbytky Hind III se ne-
zachytily. Hind II byl eluovén gradientem NaCl a nanesen na kolonu heparin-celulosy (40 ml).
Hind IT zbaveny stop Hind III byl eluovdn gradientem NaCl a pfeveden do skladovaciho rozto-
ku. Oba enzymy je moZno ddle €istit na dalSich kolondch, nap#. na hydroxylapatitu.
PEiklad 2 )

200 ml bundtného extraktu z 50 g bakterif byleo naneseno na kolonu fosfocelulosy (200 ml)
a enzymové aktivity byly eluavény gradientem NaCl. Spojily se frakce s pfevlddajici aktivi-
tou Hind IT a Hind III odd&len&. Spojené frakce Hind III byly naneseny na kolonu Blue-celu-

losy (200 ml).
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losy (60 ml), kde se zachytil Hind III, ale Hind II protekl. Tento roztok i spojené frakce
s Hind II byly naneseny na kolonu heparin-celulosy (60 ml). Oba enzymy na obou kolondch by-
ly eluovdny gradienty NaCl a pfevedeny do skladovaciho roztoku.

P¥iklad 3

Siranovd frakce, podle pfikladu 1, byla nanesena na kolonu Blue-celulosy (100 ml) a
za ni pfipojenou kolonu heparin-celulosy (100 ml). Hind IIT se zachytil na prvni kolond a
Hind II na druhé. Oba enzymy na obou kolondch byly eluovdny gradienty NaCl a pFevedeny do

skladovaciho Toztoku.

P#iklad 4
Bun&ény extrakt byl nanesen na kolonu Blue-celulosy (100 ml). Hind II se nezachytil

a byl v proteklém roztoku. Hind III byl eluovdn gradientem NaCl. Oba enzymy byly pfevedeny
do skladovaciho roztoku. Oba enzymy je moZno pfefistit na dalSich kolondch.

.

Pfedchozi pf¥iklady provedeni zplsob podle vyndlezu doklddaji, ale neomezuji.

PREDMET VYNALEZU

Zplsob purifikace restrik&nich endonukleas Hind II a Hind III pomoci sloupcové kapa-
linové chromatografie, vyznatujici se tim, Ze ob& aktivity d&li na kolondch fosfocelulosy
nebo Blue-celulosy nebo heparin-celulosy, s vyhodou kombinacemi té&chto kolon a popiipadé

s kolonou DEAE-celulosy.
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