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{54) Zpiisch pfipfavy rezpustného preparatu acetylcholinesterdzy

Mozkova tkéahl se homogenizuje pii teplo-
té ~10 aZ -20°C v organickém rozpoustédle
rozpoustéjicim lipidy, poté se nerozpustny
- zbytek zlstévajici po homogenizaci v rozto-
ku odd&li, Setrn& vysudi a ze ziskané suginy
se uvolni acetylcholinesterdza pfisobenim
vodného roztoku 0,05 aZ 10 % neionogenni-
ho kondenzaéniho produktu lipidického al-
koholu s - etylénoxidem obecného vzorce
C1sH33{0OC2H4),0H, kde n je v prim&ru 16.
Acetylcholinesterdra se izoluje z tohoto roz-
toku ve formé& rozpustného preparétu lyofi-
lizaci.
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. Vynalez se tyka zplsobu p¥ipravy rozpust-
ného preparatu acetylcholmesterazy Z mMoZ-~
kové tkdné savcil.

_ Acetylcholinesterdza — EC. 3. 1. 1. 7 — z
elektrickych orgdnidt elektrického ihofe a
rejnoka, mozku a nervové tkané savcl a
erytrocytli, o riizné d&istotd a rozpustnosti,

se pouZivd v analytice pro citlivé bioche-

mické stanoveni organofosférovfch a kar-
bamatovych insekticiddi a dale k vyzkum-
nym G&ellm v neurochemii a biochemii. Po-
uZitim acetylcholinesterdzy lze zv§8it citli-
vost stanoveni rezidui organofgsforovych a
- karbamaétovych insekticidit v ppotravindch a
potravinafskych surovindch a pfispét k vy-
zkumu mechanism@ plisobeni té&chto lét-ek
v biochemickém materidlu.

Nedostupnost zdroju rozpustné acetylcho-
linesterdzy nebo jeji pevnd vazba na bungé-
nou strukturu nedovoluji vyrobu vhodného
rozpustného pripravku tohoto enzymu ve
vet§im méritku. Dosud zndmé zplisoby pii-
pravy z mozkové tkdné& savci spodivaji na
uvolnéni acetylcholinesterdzy z nerozpust-
ného lipoproteinového komplexu, ve kterém

je v‘mozkové tkdni vazéna, a na jejim pile- -

vedeni do roztoku ufinkem raznych &inidel,
jako jsou né&které povrchové aktivni latky,
deionizované prostitedi, hadi jedy nebo pro-
teolytické a lipolytické enzymy. PFi pouZiti
povrchové aktivnich l4atek se postupuje tak,
Ze se mozkova tk&n homogenizuje piimo v
prostfedi prisluSné komplex stépici povrcho-
v& aktivni l4tky a po odstran&ni bun&énych
-struktur se acetylcholinesterdza izoluje z
z roztoku srdZenim siranem amonnym, dia-
lizou nebo se dile pielistuje gelovou, ion-
tomé&nnou nebo afinitni chromatografii na
sloupci.

Nevyhodou vSech dosud zndmym postupi
. je ,Ze jsou €asové velmi nérotné, mélo efek-
tivni z hlediska vyté€Zku a proto pro vyrobu
acetylcholinesterdzy ve v&tsim mé&Fitku pii-
1i§ nédkladné a it&Zko realizovatelné.

Uvedené nevyhody odstrafiuje zplisob pf¥i-
pravy rozpustného prepardtu acetylcholine-
sterdzy podle vynélezu, ktery je zaloZen na
St&peni nerozpustného lipoproteinového Kom-
plexu acetylcholinesterdzy povrchové ak-
tivnimi latkami, jehoZ podstata spoéivd v
tom, Ze se mozkova tkéaii nejprve homoge-
nizuje pfl teplot& -10 aZ -209C v organic-
kém rozpoust&dle rozpoust&jicim lipidy. Po
‘homogenizaci se odd#&li nerozpustny zbytek
od roztoku' a Setrn® se vysusi.:Tak se z moz-
kové tkané& odstrani volné lipidy a voda. V
ziskané su3iné je zachovén neroz§t&peny li-

‘poproteinovy komplex, z nghoZ se uvolni

acetylcholinesterdza plisobenim vodného roz-
toku obsahujiciho v hmotnostni koncentra-
ci 0,05 a% 10 % neionogenniho kondenzaé-
niho produktu lipidického alkoholu s etylé-
.noxidem obecného vzorce

C16H33(0C2H4),,0H,
kde n je v pramiru 16. Acetylcholinestera-
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-za prechézi do roztoku, z ndhoZ se izoluje

ve formé rozpustného prepardtu- lyofilizact.

- Vyhodnym organickym rozpoustddlem roz-

‘poustdjicim lipidy ]e aceton, butanol, etyl-
éter nebo jejich vzdjemné kombmace

Vyhodou zplisobu podle vyndlezu -je jeho
ekonomické a jednoduché provedeni, vedou-,
¢t k uvolnéni acetyicholinesterazy z bunstné
strutkury témér se 100% vytéZkem. Ziskany.
preparat je slab& naZloutld, vloCkovitd lat-
ka, dobfe rozpustna ve vodg, o specifické
aktivité 0,16 aZ 0,25 U. mg.~1. V uzavienych
ampulich a za chladu ji l1ze skladovat ne-
omezené dlouho bez ztréty aktivity.
P¥iklad 1

Z mozkové tkdné, ziskané z Cerstvych ne-
bo v chladirné uskladn&nych hov&zich hlav,
se pellivé vyfizne oblast nucleus caudatus,
pokud moZno s nejmensim mnozstv1m 0k01~
ni tkdng.

100 g &erstvé tkdné nucleus caudatus se
ve sklenéné nddobé, chlazené sclankou, ho-
mogenizuje po -dobu 3 minut v 500 ml ace-

tonu pfi udrZovéani teploty —15 0C. Po deseti-

minutovém sténi se sedlina odsaje na Biich-
nerové nalevce a jesté vihky kol4d se znovu
kratce zhomogenizuje ve 300 ml ochlazené-
ho acetonu. Po prefiltrovani se sedlina 30
sekund homogenizuje ve 300 ml etyléteru
pii teploté ~150C, homogenat se znovu pie-
filtruje, zbytek na filtru se dvakrat promyje
100 m} vychlazeného etyléteru a potom se
vysusi ve vakuovém ex1katoru nad hydrom~
dem sodnym:

Takto ziskand acetonova suSina se homo-
genizuje v 750 ml 0,5% vodného roztoku
neionogenni povrchové aktivni latky CIRRA-
SOL ALN-WF po dobu 3 minut a homogenat
se potom odstiedi v chlazené centrifuze pii
-50C a zrychleni 105000 g. Cird kapalina
nad sedlinou se pfenese do lyofilizatnich
lahvi a po namrazeni na st&nu se provede
lyofilizace b&Znym zplsobem. Dosuseni lyo-
filizatu se provéadi bez prihfivéni. !

Zphisobem se ziskd ve vods dobie rozpust~
ny preparat acetylcholinesterdazy o specific-
ké aktivitd 0,20 U.mg-1. VytéZnost prepara-
tu je 10 %, vztaZeno na hmotnost &erstvé
mozkové tkana,

Ziskany technicky prepardt lze pfimo po-
uZit jako zdroj acetylcholinesterdzy pro bio-
chemické stanoveni organofosforovich &
karbamatovych insekticidi nebo jako v¥-
chozi materidl pro ziskdni preli$téné ace-
tylcholinesterdzy nebo pro jiné biochemic-
ké ddely. |
Priklad 2

100 g Cerstvé tkdn& nucleus caudatus se
ve sklenéné nadobg, chlazené solankou, ho-
mogenizuje po dobu 3 minut v .500 ml buta-
nolu o teplotd -200C. Po desetiminutovém
stdni se nerozpustny zbytek odsaje a znovu .
kratce homogenizuje ve vychlazeném buta-
nolu. Déle se pokrauje obdobng, jak uve-
deno v piikiadu 1.
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Pfedmét vynédlezu

1. Zpusob pmpravy rozpustného preparé-
tu acetylcholinesterdzy  z mozkové tkaneé,
zaloZeny na 5tépeni nerozpustného lipopro-
seinového komplexu acetylcholinesterazy po-
yrchové aktivnimi  1atkami, vyznaujici se
tim, Ze se mozKova. tkéaii homogenizuje pi‘i
teplotd -10 a% -20°C v organickém rozpous-
t&dle  rozpoustdijicim lipidy, -poté se neroz-
pustny zbytek, zilstdvajici. po. homogenizaci
y roztoku. oddsli, Setrn& vysusi, natez se ze
ziskané sudiny pﬁsobenim vodného roztoku
obsahujictho v hmotnostni koncentraci 0,05
a7 10 % neionogenniho kondenzatniha pro-

JET, n. p., pravoz 8, I. Hradec

duktu 11p1dického alkoholu ] etylénox1dem
obecného vzorce

C16H33(0C2H4),0H, .
kde n je v priméru 16, uvolni acetylchoh-
nesteraza piechézejict du tohoto roztoku, z
néhoZ se izoluje Ve formé rozpustného pre-
paréatu lyofilizact.

. 2. Zplsob pFipravy rozpustneho prepara-
tu podle bedu 1, vyzna&ujici se tim, Ze orga-
nickym rozpoustédlem rozpou§téjimm lipidy
je aceton, butanol, ,eltyléter nebo jejich libo-
volné kombinace. , :

Cena: 2,40 K&s
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