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Vynélez se tyk& zplisobu p¥ipravy velmi
Gistych preparédtli isoenzymd peroxidéazy,
ktery vyuZivd b8Zného, levného a snadno
dostupného laboratorniho vybaveni. Isoen-
zymy Ai1—A3 se na rozdil od skupiny isoen-
zymit B—E nezachycujl na CM-celuldze sta-
bilizované 0,005 M octanovym pufrem, pH
4,1 aZ 4,7. Isoenzymy B—E se uvolni z vaz-
by na CM-celulszu 0,040 aZ 0,060 M octa-
novym pufrem o tomtéZ pH. Isoenzymy
A1—A3 se doCiStuji ddle vsddkovou chroma-
tografii na CM-celuléze pfi pH 8,1 aZ 8,7
gradientovou eluci roztokem NaCl. Isoenzy-
my B—E lze ziskat stejnou metodou na DE-
-celuléze p¥i pH 8,1 aZ 8,7 v 0,005 M Tris-
-HC1 pufru.
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Vynélez se tyka zptsobu plipravy velmi
¢distych preparitlt peroxidazy z kfenu [Ar-
moracia rusticana). Tyka se pfipravy smési
isoenzym@l E. C. 1.11.1.7., donor: H202 oxido-
reduktazy. Iscenzymy peroxiddzy maji Siro-
ké vyuZiti v biochemické analytice pro svo-
ji stdlost, dobrou rozpustnost i aktivitu v
tickou sledovatelnost nejrtzné&jsich  oxido-
reduk&nich proedukti reakci Katalyzovanych
pravé timto enzymem. Isolace peroxidazy
byla popsdna detnymi autory. Popsany iso-
lagni postup vychédzi z préce: Shannon, L.
M., Kay, E., Lew, J. Y.: ]J. Biol. Chem. 241,
2166 (1966). VeSkeré  literdrné& dostupné
priace predchozich autord i préace vysSe cito-
vand vyuZivajl k Iisolaci sloZitych, néklad-
nych, drahych a &asto nedostupnych tech-
nik, preparativni elektroforézy, kolonovych
chromatografii, vyZadujicich jednak kolony
samé, jednak sb&rade {frakci, pratokové
spektrofotometry a dalsi zatizeni t&Zko po-
uZitelnd v pramyslové pifipravé v prepara-
tivnim méritku.

Podstatou vynélezu je maximélni zjedno-
duSeni dosud popsanych isolagnich postu-
ph takovym zphscbem, ?e v preparativnim
méritku neni zapotfebi kolon, priitockovych
spektrofotometrii, ferpadel a sbhéradi frak-
cl. V&tdina z uvedenych zafizeni je v CSSR
téZko dostupnd, pofizuje se se znafnymi fi-
nantnimi nebo i devizovymi néklady nebo
je zcela nedostupnd. Navic v&tiina z uvede-
nych zafizeni je dimenzovdna pouze pro la-
boratorni pfipravu malych kvant bilkovin-
ného materidlu. Pofizeni wvelkoobjemovych
kolon i velkckapacitnich sbéraci frakci je
u nds tedy znaény problém. NavrZeny po-
stup vyuZivd b&Zného, levného, snadno do-
stupného laboratorniho vybaveni, jako jsou
konve, odsdvalgky, frity.

Isoenzymy peroxiddzy znalené Ai1—A3 se
odd8&li od skupiny iscenzymii B—E vsddko-
vou chromatografii na CM-celuldze pf¥i pH
41 — 4,7 v 0,005 M octanovém pufru a iso-
enzymy B—E se uvolni z celulézy nésled-
nou eluci octanovym pufrem o tomitéZ pH
a koncentraci 0,040 — 0,060 M, nateZ se
pfipadné chromatograficky docisti. Isoenzy-
my Ai1—Aj3 se dodidtuji vsddkovou chroma-
tografil opakovan& na CM-celuléze pri pH
8,1 — 8,7 gradientovou eluci roztckem NaCl.
Isoenzymy B—E se dodfiStuji wvisddkowvou
chromatografii na DE-celuléze pii pH 8,1
a7 8,7 eluci 0,005 M Tris-HC! pufrem.

Prfiklad

Kfen (25 kg) se rozmixuje s 50 1 0,1 M
stfedniho fosforetnanu draselného. Drt se
vyZdimd na b&Zné prédlové odstfedivé Zdi-
madce v silonovém pytli a extrakce drti se
opakuije s 37,6 1 téhoZ roztoku, Extrakty se
spoji. Spojené extrakty se nasyti 35 % sira-
nu amonného a supernatant ziskany po od-
sati sraZeniny se nasyti siranem amonnym
do findlni koncentrace 90 %. Kone&nym
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produktem tohoto vysolen! je sediment. Zis-
k& se hrubym odsdtim &irého supernatantu
a ndslednou centrifugaci na prétokové od-
stiedivee. Ziskand sraZenina se rozpusti v
minim4lnim objemu destilované vody a dia-
lyzuje pres noc proti 10nisobku chlazené
destilované vody. B&hem dialyzy se vytvoli
sediment, ktery se odstrani druhy den cen-
trifugact pIi 3000 ot/min po dobu 20 min
pfi +4°C. Ciry supernatant je op&t dialy-
zovdn pres noc proti 10ndscbku chlazené
destilované vody. Tato dialyza se opakuje
celkem t¥ikr4t. Dialyzédt se volné zfiltruje
pres papir a rozdéli na dva shodné alikvo-
ty. Prvni alikvdt se zpracuije niZe popsan§m
zplsobem, druhy lze bud uloZit pfi —50 °C,
€1 ususit mrazovou sublimaci a zpracovat
posléze.

Celuloza CM-50 [(Whatman) se nacykluje
podle nédvodu vyrobce a stabilizuje 0,005 M
octanem sodnym, pH 4,4. Jeden alikvf6t dia-
lyzdtu se michd po dobu 15 min se 4 1 dobfe
usazené, stabilizované suspenze celuldzy.
Suspenze se¢ odsaje na frit& o hustot® S3.
Ziskany supernatant obsahuje isoenzymy
peroxiddzy Ai—Asz. Celuléza véZe ostatni
isgenzymy. Celuléza se potom promyva na
frité celkem asi 70 1 0,005 M octanu sodné-
ho, pH 4,4 do konstantniho poklesu absor-
bance p¥i 280 nm, Kola€ celuldzy se rozmi-
cha ve sklenéné konvi ve dvou litrech 0,050
M octanu sodného, pH 4,4 a ponechd 5 min
eluoviat. Nasleduje odséati. Ve filtratu se sle-
duje pomér absorbanci p¥i 403 nm a 280 nm,
tzv. RZ. Cely postup se opakuje bud do po-
klesu méfitelnosti absorbance, ¢ do pokle-
su RZ pod 0,35; frakce s RZ miniméaln& 0,35
se spoji. Tyto frakce obsahuijl- isoenzymy
B—E. Isoenzymy Ai1—A3 1ze ziskat analogic-
kym postupem pFi vystabilizovdni celuldzy
DE-50 0,005 ‘M Tris-HCl pufrem o pH 8,4 a
nédslednym uvoln&nim isoenzymi 0,1 M chlo-
ridem sodnym, pfipravenym v tomtéZ puf-
ru, ¢ili gradientovou eluci NaCl. Vychozim
materidlem pro docisfovani iscenzyma Ai1—
—A3 je dialyzou odsolené frakce Ai1—Asj, ZIs-
kani z pFedchoz! chromatografie (vySe po-
psané), upravend na 0,005 M vi&i Trisu a
upravend pomoci HCl na pH 8,4. Isoenzymy
A1—A3 1ze dodistit rechromatogralil za téch-
Ze podminek.

Spojené frakce obsahujici isoenzymy B—E
se ususi mrazovou sublimaci, rozpusti v mi-
nimélnim objemu destilované vody a dialy-
zuji po tiikrdt proti 20nasobku <chlazené
destilované vody. Dialyz4t se upravi na 0,005
M viii Trisu (Tris = tris-hydroxy-aminome-
than) a upravi kys. chlorovodikovou na pH
8,4. Takto upraveny dialyzat se vydcisti vsad-
kovou chromatografii na celuléze DE-50
{Whatman]). Celuléza DE-50 se nacykluje
podle navodu vyrobce a stabilizuje 0,005 M
Tris-HCl, pH 8,4. Suspenze vystabilizované
celulézy se michd s upravenym dialyzdtem
po dobu 5 min. Potom se odsaje na frit8 S3
a ziskany filtrat se opé&t proméfuje pri 403
a 280 nm (RZ). Tento postup se opakuje



2185186

5

bud do poklesu absorbanci frakci, i do
poklesu RZ pod 2,6. Frakce o RZ vy$Sim
neZ 2,6 se spoji, dialyzuji a mrazové subli-
muji. Ziskany produkt je smé&si isoenzymi
peroxiddzy B—E, vhodnou jako vysoce &isty

preparat peroxidazy Kk jakymkoliv dalSim
biochemickym experimentiim, nap¥. k nava-
zdni na protilatky pri metoddch ELISA &i
k enzymologickym experimentiim.

PREDMET VYNALEZU

1. ZphGscb pfipravy iscenzymi peroxiddzy
E. C. 111.1.7. z kfenu, vyznaleny tim, Ze
isocenzymy A1—A3 se oddé&li od skupiny iso-
enzymii B—E vsddkovou chromatografii na
CM-celuléze p¥i pH 4,1 — 4,7 v 0,005 M oc-
tanovém pufru a isoenzymy B—E se uvolni
z celuldozy naslednou eluci octanovym puf-
rem o tomtéZ pH a koncentraci 0,040 aZ
0,060 M, naceZ se pripadn& chromatografic-
ky dodisti.

2. Zplsob podle bodu 1 vyznafeny tim,
Ze isoenzymy Ai—As3 se dodi$tuji vsddkovou
chromatografii opakovan& na DE-celulbze
pfi pH 8,1 — 8,7 gradientovou eluci rozto-
kem NacCl.

3. Zptsob podle bodu 1 vyznaleny tim,
Ze Iisoenzymy B-—E se docCistl wvsddkowvou
chromatografii na DE-celuldze p¥fi pH 8,1
aZ 8,7 eluci 0,005 M Tris-HC] pufrem.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

