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1

Vynélez sa tyka 3p8sobu 1zoléc;e a purlfikécle 1akté%dehydrogenézy pomocou farebnych

Remazolovych & %r;azinovych derlvétov perlovej celulozy.

Triazinové farbzvé, a to hlavne €ibecron Blue F3G-4, kovalentne viazené na vodoneroz-~
pusiné polysacharidy,'naéli v poslednej dobe Biroké moZnosti uplatnehié ako generélnelafinanm
ty v afinitnej chrometografii enzymov, a %o najmg zo.skupiny dehyd;ogénéz a kindz, fka S,
Beissner, F. B. Rudelph, J. Chromatogr. 161, 127 /1978/}. Néjvﬁ&éie uplatnenie tu nefli po-
lysacharidy ﬁa béze sietovanej~egar6zy éo forme komerZnyech preparétbv Blue Sephérose®
$1~-6B (Pharmacie Fine Chemicals,‘Upﬁaala; 275,~ Sw. Crs. per 25 g;, Affiueel.® Blue (Bio-
Red Laboratories, Minchen; 220,- DM.per 100 ml) &i Matrex ™ Gel Blue 4 a Mitrex ™ Gel Red
A (Amicen B, V., Oosterhout). Aj iné polysacheridy, nepr. sietované dextrény, vykazuji dob-
ré vliastnosti pre tento druh pouZitia. Nie je tomu tek u celulozy, ktord sa doteraz javila
ako udplne nevhbdné (Ho=J, Bmae et al., J. Chromatogr. 639, 209 (1972); S. &ngal, P. D. G.
Deean, Biochem. J. 167, 301 (19?7). Negativnou vlastnostou tohoto polysacharldu derivatizo-

vaného farblvom Cibacron Blue F3G-A boli velmi nfzke resorbeie chromatagrafovanych enzymovo

Ako sme uZ predtym ukdzali, triszfnové a Remazolové derivdty perlovej celuldzy si za-
chovévajﬁ znamenité-vlaatnoati'perlovej celuldzy. Naviae pri sprdvnej volrbe afinenta je

noiné prekonat véetky nevyhody doteraz bréniace pouZitiu celuiozy na tieto ﬁéely..-

Podstata vyndlezu apoéiva v tom, Ee 8a na perlovﬁ celulozu s obsshom 50 az 100 pmolov
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kovalentne viazaného Remazolovéhe aiebo triazipového farbive ns 1.g snchej-jerlovej'celulém
zy neché ¥ prvom stupni pbasobit zfiedeny roztoi hbvﬁdziého sérového alﬁuminu, prebytodny
elbuain sa odstréni premytim e 1 ¥ NeCl a po equilibrovenf tlmivym roztokom o pH 6,5 a¥ 8
sa v druhon stupni ne takto upravonﬁ perlovy celulozu nechd peeobit homogenizovany biolo--
gicky materidl obaahujﬁci 1aktétdehydrogenézu, priéom vietky sprievodné neiiaddce nizko--
a vysokomolekulové ldtky sa.qutrénia’ndalednﬁu eldciou 8 rovnakym equilibradnym roztokom
a potom equilibraénﬁm roztokom obaahujﬁgim 0,5 nz'l M Aikotinanid¥a¢enip-dinukleotid vidy
dovﬁedy, kfm nie je reekcia eludtu na bielkoviny negativna, ra¥o v tretom utupni sé ad-
sorbovany, prefisteny enzym laktdtdehydrogendza vytesn{ eldeiou s oqu1libra6njn roztokom
_obsahujdeim 0,5 a% 1, 5 M redukovany nikotinamid»adenin«dinukleotid dovtedy, kym nie je
skidka eludtu na katalyt1ckd aktivitu laktdtdehydrogenﬁzy ‘negativna a nakoniec sa perlovd
celuloza pripravi nas opakevané poufitie premytim 8 1 M NaCl do nagativn@a raakexe premyve-

cieho roztoku na bielkoviny.

Perlové celuloza, sko aj JeJ ‘Remazolové &i triazinové darzvéty ebsahujice 3 1 ¥ Nafd
ﬂavymytelny elbumin nejav1a £iadne nedpecifické sorpcie voli laktdtdehydrogendze (IDH).

Pre efinitnd chromatografiu LDH z biologického materiélu.nie Je vhodny Cibseren Blue
F3G~-A. Hoel toto farbivqlmé.akuteéne vysokd afinitu ku LDH, jeho derivét perlovej‘celuié-

zy stéle prejavuje nfzku ¥&innost resorbcie.

- Pre popleanyg jednostdpﬁovy vysokoudinn§ izoledn$ postup je mo¥né pou¥it hrubé homo-
genéty 2 rdzmych biologickfch materidlov po¥nde kvaeni¥ngmi extraktemi a¥ po ¥peeializova~
‘né orgédny cmcavcov9 nepr. sval, peﬁen, erdce a ped. Nevhodnym Jje vyds{ obaah aérovjch

bielkovin,

Jednoduchiim & lacnejsSim je pcstup, pri ktorom sa premfva do?ivatizevané pevloQé ealue
10za @0 zachytemou LDH equilibdraingm tlmivim réztokom‘ohuahujﬁcim 1 oM redukovany niketiw
nemid-adenfn-dinukleotid (NADH). Eluét obeshuje viac ne¥ 90 % ddvkovane] LDH © mininélne
15-nésobnym stupnom purifikécio. Neproti tomu ked 8a eluﬂje tlnivyn reztakom ‘ebaahujicinm /
1 mM NADH po prodchédznjﬁcoa eldcii 2 1 mM nxkotinamid-adonin-dinukleetidon (RAD), oluit /

obaahuje mendie mnoZstvo ensymu, aviak viac neX 25-ndsobne purifikovaného.

i

. Nekoniec tak, ako Cibacron Blue P3IG-4 derivdty sietovanyeh ugaréz a dextrénov aj Re-
mazolové a triszinové derivaty perlovea celulozy Jo molné pre popiaaay postup izolédeie
a pnritikécie LDH pouﬁ;f viacnésobne.

- Vfhodou navrhovaného poatupu Jje, %e unoinuge izolovat a yurif:.kovaf

LDH~pemerne Jednoduchym technologiekym pootupom,

LDR na podstatne lacnejdfch materidloch ako dotsraz,
1DH s iyéébu resorbeiou a pri vyséich vazbovth kapacitéch farebnej perlovej celulozy

ne# bolo tomu dotersz u zném&gh triez{novyeh derivdtov pol&aacharidoy,

aﬁéaaneAviacoro onzynoi. :

Priklad 1 : R .

L10 ml Remazol Brillant Blue RN derivétu perloeve] celulozy obsehugﬁceho 65 pmolov



ferbive na 1 g suchej celulozy sa premylpvs 25 ml 0,1 % roztoku hoviidzieho sérového elbu-

minu, 100 ml 10 mM Tris-ﬂnlipufru pPH 7,5 8 pridavkom 1 mM Chelatonu 3 =& 2 ﬁM'zmmerkapto-

etenoln (roztok 1), delej 100 ml 1 ¥ NeCl a nskoniec 200 ml roztokn 1. Na takto pripraveé

ny stlpee sa nanieslo 25 ml homogenétu z krysjch pedent obsahugﬁceho 310 mg bielkeovin

" a 473 jednotiek LDH & premylo 130 ml roztoku 1, Naviazend LDH sa vytesnlla 110 nl roztoku
1 s pridavkom 1 mM NADH (roztok 2). ’

NADH-frakecia obsahovala 16-ndsobne pretistend LDH v mnoZstve 430 jednotiek, 66 pred-
stavuje 98 % na stlpec nanesenej LDH,
Prikled 2

Postup podla prikladuilfa tym rozdielom, %e sa pou¥il Ostazin Zerven STSB‘GQTiVét

perlovej celulézy obsshujici 80 pmolov ferbiva na 1 g suche] celuldzy.

* NADH~-frakcia obsashovaela 14,5=-ndsobne preéxstenﬁ LDH v.mno#stve 468 geﬁn@tlek do

predstavuae 99 % na stipec nanesenej LDH.

Priklad '3 -
‘ Fbstup pod¥s prikladu 1 s tym rozdielom, Ze sa pouZil Précion Blue MX«R‘derivét.perm
lovej celulozy obsahujici 67 pm5lov farbiva na 1 g suchej celulozy. -

NADH-frekcia obsehovala 10,5-ndsobne prelistend IDH v mno¥stve 416 jednotiek, %o &imi-
lo 88" % na_stipec nanesenej ILDH, -

Priikled 4

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom, Ze po nanesen{ homogenétu (320 mg bielkovin,
. 452 jednotiek) sa stipec premfveal 250 ml roztoku 1; lOO ml rozﬁaku le pridavkom 1 mM NAD

a nakoniec 140 ml roztoku 2.

NADH~frekcia obsahovala 23, 5~nésobne preéxetanﬁ LDH v mnontve 266 Jednotlek (8 mg
bzelkovin), %o zodpovedalo ‘60 % na stlpec naneseneg LDH.

Prikled 5 . 4

- Postup podla prikledu 1 s tym rozdielcm, !e sa pou%ile 15 ml Ziestolne preélsteného

i

praparétu 1DH z krdli¥ieho svalu obeahuaﬂceho 11 ng blelkovin & 440 jednotiek LDH.
NADH-frekeia obsahovala 100 % na stipec nanesenej LDH.

Vynélez mé uplatnenie véadé, kde je potrebné izolovat elebo predistit laktdtdehydroge-
nézu z rdzneho biologického materidlu od daisich bielkovin, resp. enzymov, & to v priemy-

selnej praxi aleho vo'vyskume. '

PREDMET VYINALLEZU,

Spbsob izoldcie a purifikdcie lakt4tdehydrogendzy vyznadujdci sa tym, %e sa na perlo-
vd celulozu -8 obsahom 50 a% 100 pmélov kovalentne viazaného Remazolového alebo triazino-
vého farbiva na 1 g suche] periovej celulozy nechéd v prvom stupni pbsobit zriedeny roziok

hovédzieho sérového albuminu, prebyto¥nf albumin sa odstréni premytfm s 1 M NeCl a po



equilibroveni tlmiéjm roztokom o pH 6,5 2% 8 sa v druhomkstupni ne takto upravénd perlovd
celulozu nechd pésobit hOmogeniéovénj biologickj matériél obsahu juei 1aktétdehydrdgenézu,
pridom vdetky sprievodné ne!iaddcevnizko— & vysokomolekulové 14tky sa odstrénia nédslednou
eldcion a_rovnakym‘equilibraénym roztokom & potom equilibradnym roztokom obashujicim 0,5

a¥ 1 mM,ﬁikotinamid-adenin-dinukleotid-vidy dovtedy, kym nie je reskcia eludtu na bielkd-
‘viny negatifvna, na&o v trefom atupni sa adsorboveny, prefisteny: enzym laktétdehydrogenéza

vytesni eldciou 8 equ1libraénym roztokom obsahuadclm 0,5 8% 1,5 mu redukovany nikotinemide-

- . -adenfn-dinukleotid dovtedy, kym nie je skilka eludtu na katalytlckﬁ ektivitu laktdtde-

hydrogendzy negat{vna a nakoniec sa perlovd celuloze prlpravi na opakované pouiltze promy-

tim s1M NaCl do negativnej reakcie premyvacioho roztoku na bielkoviny.
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