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(564) Afinitni nosie na béazi dextranovych geld a zpusob jejich pFipravy

Predm¥tem vyndlezu jsou afinitni noside
na bdzi dextranovych geld obecného vzorce I

R-NHCO/CH,/¢-R" . /1/,

kde R’je zbytek makromolekuldrnfho dextra-
nového gelu a R je zbytek vzorce II ne-

bo III
NHz N
'l‘jI \>—oﬂ /11/,
oY
, c“z(l:ﬂ“ CH:NH(CHz)z(:Hz—
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déle zplisob jejich p¥ipravy, spodivajici

v reakel omega-karboxyalkylderivétu makro-
molekuldtniho nosife s 9=/RS/-|3/2/~/3-ami-
noprop; 1amihp/-2/3/-hydrg!¥gropy1 -8~hydro-

xyadeniny obecného vzorce

NH,

Titﬂ::nfy—OH
N /IV/,

[
CH,CH-CHyNHICHy)3NH,
{
OH

kde R a R® jsou st¥fdav& hydroxy. a 3-amino-

propyleminoskupina, v p¥{tomnostl rozpust-
ného karbodiimidu. .

Uvedend nosiée slouzi zejména pro Eisté-
ni a isolaci S-adenosyl-L-~homocysteinhydro-
14z z biologickych extrakid.
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Vyndlez se tykd afinitnich nosid na bdzi dextranovych gelld a zpisobu Jejich
p¥ipravy.

Mekromol ekuiérni nosife s kovalentnd védzanymi nizkomolekuldtnimi sloudeninemi /ligandy/
majf{ Siroké uplatndni ve vyzkumnych laborato¥ich 1 v provozech pro zvyseni Udinnosti izo-
lacf, &i¥t&ni nebo naopak odstramn&ni biokatelyzdtord /enzymt/ z p¥irozenych zdroji. Jejich
poufiti je zaloZeno na principech tzv. afinitni chromatografie, tj. specifickyeh interak-
cich /vazbd/ prisludnych enzymi s nizkomolekulétnim zbytkem vézenym na pevném nosili.

T{m se z rostokd odstrani ostatni /i bilkovinné/ slofky, které se na ligend nevéii a
apecificky védzané bilkoviny se potom uvolni zvySenim iontové sily eluentu, zvy Senim
teploty nebo elucf roztokem substrdtu, produktu &i inhibitoru pP*{slugného enzymu. Pro
Usp&¥né provedeni takového Zisticiho postupu je rozhodujicf chemickd strukturs ligandu,
ktery je obvykle snalogem substrétu, produktu‘nebo inhibitoru p#isluiného enzymu.

_ V regulaci zdkladnich procesd metabolismu Zivé hmoty hrajf dileZitou ulohu enzymy
S-adeno syl-I~homocysteinhydroldzy /ddle S4H-hydrolaay/, které katalyzujf hydrolyzu priroze-
ného metabolitu - S-adenosyl-L-homocysteinu - na adenogin a L-hmmocystein. Nedostatend
hladine tohoto enzymu v organismu miZe souviset se vznikem urdityeh vrozenych metabolie-
kjch onemocndni; z Udajd literatury /nap¥. E. N Orlov, J. V. Bukin: Voprosy med. chim. 26,
699 (1980)/ vyplyvé rovn8% vztah mezi hladinou tohoto enzymu a riistem experimentdlnich
nédort pokusnych zvi¥at. Proto nabyvd na vyznemu izolace, &i¥ténf = stanoven{ obsshu to-
hoto enzymu ve vzorcich biologického materidlu, s potencidlnim vyuZitim v klinické
biochemii.

Izolace SAH-hydroldz byla dosud popsédna pro enzymy z nejrizn&j¥ich zdrojl, Jeko
telecich jater /H. H. Richerds, P. K. Chisng, G. L. Cantoni, J. Biol. Chem. 223, 4476
(1978}/, hovézich jater /Palmer J. L., Abeles R. H.: J. Biol. Chem. 254, 1217 (1979)/,
my&fch jater /P. M. Ueland, J. Saeb: Biochemistry 18, 4130 (1979)/, krysfho mozku
R. A, Schatz, C. Re. Vunnem, O, Z. Sellinger: Transmethylatiovn /Usdin E., Borchardt R. T.,
Creveling C. R., Eds/, str. 143; Elsevier, New York 1979/, intaktnich lymfocytl
/T. P. Zimmermen, G. Wolberg, G. S. Duncan, G. B, Elion: DBiochemistry 12, 2252 (1980)/

o scmen lupinu /A. Gursnowski, J. Pewslkiewlcz: Fur. J. Biochem. 89, 517 (1977)/,

vesmds obvyklymi zpisoby &iXtdni bilkovin, kterd zahrnuji postupy jako frakdni srdZeni, chro~
matografii na ionexech a gelové filtrace. Tyto postupy jsou pracné, Zasové néro¥né s po-
skytuji enzymové prepardty o nizkénm celkovém vyt&iku.

Byla popséna i afinitn{ chromatografie SAH-hydroldzy z krysich jater na nosili s véza-
nym 8-/3-aminopropylamino/-adencsinem /E. O. Kajander, A. M. Raina: Biochem. J. 133,
503 (1981)/. Tato metoda je nedostatednd Uinné pro izolaci uvedeného enzymu ze surového
extraktu.

Tuto nevyhodu odstranuje vyndlez, jeho? podstatou je novy typ afinitnich nosiZi
na bézi dextranovych geld obecného vzorce I

ReNHCO/CH,/ ¢~ ‘ /1/,

kde R’je zbytek makromolekulétniho dextranového gelu a R je zbytek vzorce II nebo III
NH,
(>
N :
CHZ?H—CHZNHBHZHCHz—

OH
/11/,
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CH,CH-N
2 H(CHy ) CHy—

/111
CHZOH /151,

Déle je predm&tem vyndlezu zplsob pFipravy létek vzorce I, spotivajici v tom, Ze
se dextranovy gel nesouci omega-kerboxyalkyl, s vyhodou 6-karboxyhexyl, uvede do reakce
s 9—/RS/-[3—/3—aminopropylamino/—2—hydroxypropy1]-8—hydroxyadeninem vzorce IV

NH

2
N .
'I‘\\)NI?} on /iv/,

CHyCHCHZNH(CHy)y NH,
OH

nebo 9—/RS/—[2-/3-aminopropylamino-3—hydroxypropyl]-S-hydroxyadeninem vzorce V
NH,
N
NZ
O o
N N

i
CH -
z(lZH NH(CH,)3NHy
CH,0H

/v,

v pomdru 1 aZ 10 moldrnich ekvivalentd na polet karboxylovych skupin dextranového gélu
a soli rozpustného kerbodiimidu obecného vzorce VI

R'/+/

R2-N-/CHy/ NeCeN-R* X NI/,
3 . . .

R

kde n Je 2 ai 4, RI aZ R3 jsou methylskupiny, nebo R‘ a R2 spolu tvo¥{ skupinu

-CHZCHzocHZCHz- a R3 je methyl- nebo ethylskupins, r4 je cyklohexyl~- nebo ethylskupina
a X je chloridovy nebo p-toluensulfonanovy sniont

a to ve vodném roztoku p#i pH 5 aZ 6 a pii teplotéch 0 °c a% 30 °C, po skonZeni reakce
se nerozpustny materidl odsaje, promyje vodou & roztoky neutrédlnich pufri.

Aktivni monomerni ligandy, které tvor{ zdkladni sloZku prb uvedenou efinitni chromato=
grafii enzymd, jsou snadno dostupné z 9-/RS/-2, 3-dihydroxypropyl/ derivétd 8-bromadeninu
nebo- 8-hydroxyadeninu (&s. sutorské osv&dtent &. 231 238). JeJich vazba na polymerni nosile
se provédi tvorbou amidové vazby z létek vzorce IV nebo V na karboxylové funkce polymeru
prostfednictvim reakce s rozpustnymi karbodiimidy ve vodném slabd kyselém prost¥edf.

Polymerni matrice mi%e bjt nepk. Sephardzs, Agaréza, celuldza. Lze pousft 1 Jing po-
lymerni materidl, ktery obsahuje karboxylové skupiny kovalentn® vézené prost¥ednictvim
dostate¥nd dostatednd dlouhych Fet&zcl /s vyhodou hexamethylenovych/. Takto ziskesné polymer-
ni materidly obecného vzorce 1 jsou stélé po dobu n¥kolika m¥sicd p¥i teplotéch 0 %¢
a? +10 °C ve vod& nebo s vyhodou v nasycenych roztocich chloridu sodného nebo- draselného.
Stélost a jednoduchost Jejich pfipravy dovoluje pfipravit pot¥ebné objemy afinitnich



231239 o 4

nosidd bezprostfedn& pred jejich pouzitim. Podle pou¥itého molérnfho pom¥ru ligandu IV
nebo V vzhledem k po&tu karboxylovychiskupin nosile lze pfipravit ldtky vzorce I s rdznym
mno¥stvim navdzaného ligandu.

Specificita takto pFipravenych efinitnich nosi¥d vzorce I vzhledem k SAH-hydroldzém
Je vysoké a umo¥nuje vysoké zetf¥enf nosi¥e celkovou bflkovinou /a% 100 mg/ml/. Inertn{ b{l-
koviny se snedno odstrenf promyti{m roztoky inertnfch anorganickych solf /chloridi, fosfored-~
nend, pufrovanych podle povehy enzymu, nejlépe za chlezenf ne teploty pod +10 °C. SAH-
~Hydroldzy se pak eluujf roztoky adenosinu, jejichZ koncentrace se mé&n{ v zévislosti ne
druhu /zdroji/ enzymu.

Mely pouZity objem nosi¥e tek dovoluje eluovat SAH-hydrolézy malymi objemy elunfiho
roztoku. Cely¥ postup Je moZno stejn& dobie provést na sloupci noside, jako% i v suspenzi
s nésledujfel filtraci po ka¥dém eludnim kroku. Adenosin se z eludtu enzymu snadno od-
stren{ gelovou filtracf /naspf. na Sephedexu G-25 nebo Biogelu/, pri¥em# se enzym eluuje
Jeko prvni. Cely postup afinitntho ¥i¥t¥nf SAH-hydroléz je ¥asovs nenérodny, co% je zvlda¥
ddleZité vzhledem k omezené stdlosti tZchto enzymi. Timto postupem Je mo¥né pFipravit
SAH-hydrolézy prekticky homogenni podle kritérif elektroforézy v gelu, & to z riznych
/%ivo¥inych 1 rostiinngyeh/ zdrojl. :

V dal¥im je priprava afinitnfch nosidl vzorce I 1 Jejich pouitf pro #isténf -
SAH-hydroléz osvitleno ne p¥ikladech, anif se tfm Jekkoliv omezuje.

P¥{klad 1

Suspenze 1 g /cca 4 ml vlhkého gelu/ lyofilizované CH-Sepharézy 48 v 50 ml 0,5 mol.1”!
«chloridu sodného se tiep% 20 h p¥i teplot& mfstnosti, odsaje, promyJje 0,5 mol.1”! chlori-
dem sodnym /200 m1/ & vodou /200 ml/. Vlhky gel se suspenduje v 8 ml vody, krétce evakuuje
p¥l 2 kPa, p¥idé se 100 umold létky vzorce IV, pH se nastavi na 5,0 kyselinou chlorovodi-
kovou a piidd se 1,1 mmold p-toluensulfondtu 1-cyklohexyl-3~/3~trimethylemoniumpropyl/kar-
bodiimidu o sm¥s se miché 30 min za stélého udrZovéni hodnoty pH mol.1”! kyaelinou chlo-
rovodfkovou mezi 5,0 e% 5,5. Prid4 se dalsfch 1,1 mmold karbodiimidu, pH se upravi na
5,0, suspenze se michéd p¥i teplotd mfstnosti 28 h. Pek se odsaje, promyje 0,5 mol.1”!
chloridem sodnfm /500 ml/, 1 mol.1”' chloridem sodnym /500 ml/ a z{skany meteril s
suspenduje v tém¥e roztoku & uchovévéd p¥i +4 °C, '

P¥r{iklad 2

Reakce se provede s 1 g CH—Sepharézy 4B a 0,1 mmol létky vzorce V s p-toluensulfonsnem
1-cyklohexyl-3-N-methylmorfolinium-methylkerboiimidu /2 x 1,1 mmol/. Déle se postupuje podle
p¥ikladu 1.

Déle jsou uvedeny p¥fklady pouZiti ldtek podle vyndlezu.

SAH-Hydroléza z krysich jater

Sésten¥ purifikovend frakce SAH-hydrolézy z krysfch jater, zisksnd podle popseného
postupu /I. Votrube, A, Holy: Collect. Czech. Chem. Commun. 45, 3039 (1980)/ /20 ml, 1,8 g
bflkovin, spec. sktivita 0,3 I. U./mg proteinuw/ /I. U. = mezindr. Jednotka engym. aktivity/
se nanese na sloupec 3 x 0,8 cm nosife podle p¥fkladu 1 a sloupec ge postupnd promyvé pii
4.°C /a 4 m1/: 0,2 mel.1”! Sorensentv pufr - pH 7,4 obsshujfef 1073 mol.1”! dithiothreitol,
1 mol.1”' ¥C1, 1,5 mol-1"1 KC1, 2 mol.1”! kC1 /vSechny s obsahem 10~ mol.1”! aithiothreito-
lu/. Enzymové ektivita se eluuje roztokem 0,25 x 10~ mol.l”! sdenosinu v 0,75 mol.1”! kC1
a Jjimaji se frakce objemu 2 ml. V tdchto frakecfch se stanovi aktivite SAH-hydrolasy déle
uvedenou metodou. Frakce s aktivitou, kteréd poskytuje vice ne# 50% konverszi substrétu se
spoji a okem#it¥& nanesou ne sloupec 1,2 x 60 cm Sephadexu G-25M v 0,01 mol.1”! Sorensenovs
pufru pH 7,4 s obsehem 107> mol.1”! dithiothreitolu a sloupec se eluuje tfmté¥ pufrem
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frakce 2 ml, rychlost eluce 18 ml/h. Eludnf{ objem enzymu 39 ml, adenosinu 137 ml. Enzymové '
sktivita jednotlivych frakef se stenovi déle uvedenou metodou, frakce s konverz{ substrdtu
vy55{ ne 50% se spoji a steanovi v nich celkové enzymové aktivita e obssh proteinu. Ziskd
se 0,425 mg proteinu o specifické ektivit¥ 0,615 I. U./mg, podle gelové elektroforézy je
protein homogennt.

SAH-Hydroldze z krysich jater

40 ml Xdstedn& Zi3tiné frakce SAH-hydrolézy z krysich jater se michéd s 2 ml nosile
podle p¥ikladu 2 20 min p#i 0 9¢ /v supernantantu je pak nulové enzymové ektivita/, filtru-
Je se & noaiévpostupné suspenduje # odsdvéd s promyvacimi roztoky stejn¥ Jjako v p¥edcho-
zim p*f{pad&. Poté se nelije na sloupec & eluuje 0,25 x 10'3mol,1" adenosinu v 0,75 mol.1.”!
KC1l a zpracuje ddle podle p¥edchozfho postupu. Z{ské se 0,8 mg'proteinu /homogenniho podle
gelové elektroforézy, specifickd ektivite 0,60 I. U./mg.

SAR-Hydroldze z hmyzich overif

10 kusd overif t¥{dennich semic Pyrrhocoris spterus se desintegruje ultrezvukem
/1.min, 22 kC, emplituda 7,5/ v 1 ml 0,01 mol.1”! Sorensenovd pufru pH 7,4 obsehujicim
10"3 mol.1”! dithiothreitol, odst¥edf se p¥i 30 000 g /25 min, p¥i 4 °C/, k supernstentu
se pridd 60 fﬂ.15% streptomycinsulfdtu a znovu se odst¥edf p¥i 26 000 g /20 min p¥i 4 %c/.
Extrakt se zFedf vjse uvedenym pufrem do 5 ml /35 mg proteinu spec. sktivita 0,13 I. U./mg
a pridd se 2 ml nosi¥e podle p¥fkladu 1. Dal3{ zpreacovéni se provede podle p¥edchoziho
postupu. Ziské se 1,1 I. U. SAH~-hydrolasy ovarif{ Pyrrhocoris epterus, homogenni podle ge-
lové slektroforézy.

Stanoveni SAH-hydrolézy

Inkubedni sm¥s sestévd z 200 ml roztoku o koncentraci 0,1 mol.1”! hydrogenfosfore&na-
nu dragelného pH 7,37, 3 x 10f3 mol.l'? mol.1”! dithiothreitol, 3,75 x 1073 mol.1”! L-homocys-
tein, 2,5 x 1072 mo1.1”! edenosin a z 50 pl testovaného roztoku enzymu neted¥ného nebo vhod-
n& ted&ného 0,01 mol.1”' S3rensenovym pufrem pH 7,4 s obsahem 1073 m01.1”! aithiothreitolu.
Sm&s se inkubuje 10 min p#i 37 % a vzorky 10 pl sm&si se d%1f na sloupci Separonu SI C18
/5 Pm/ /3,3 x 150 mm/ eluc{ 0,0% mol.1”! dihydrogenfosforednanu draselného pH 2,8 obsahujfefm
10 objemovych procent metheanolu.

Rychlost eluce 0,4 ml/min, detekce p¥i 254 nm /citlivost 0,01 a% 0,04 AUFS/. Prib&h
eluce se kontinuélnd registruje na registra¥nim UV-detektoru a planimetricky se stanovi
obsah ploch pikd adenosinu a vzniklého S-sdenosyl-L-homocysteinu, jejichf poloha byla p¥e-
dem urdena pomoci srovnévacich sloudenin. Polet mezindrodnich jednotek enzymové aktivity
/1 I. U. je mno¥stvi enzymu, které konvertuje 1 amol substrétu za 1 min/ v 50 ul vzorku
enzymu se vypodte podle vztshu

1. U. = 0,5 x 107K,

kde K je konverse adenosinu na S-adenosyl-homocystein vyjédfeni v procentech.

PREDPMET VYNALEZU

1. Afinitn{ nosife na bdzi dextreanovych geld obecného vzorce 1

R-NHCO/CH,/ ¢-R 1/,

kde R'je zbytek mekromolekuldrnfho dextranového gelu 2 R je zbytek vzorce II nebo III
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NHy
N
<
I )-on
e
cuztl:u—cuzumcn,)zcrlz-
OH
/11/,
NH,
NZ N\
.| >—OH
N
1
cnztl:H—NH(cuz)zcuz— /111/,

CH,0H

2. Zpisod piipravy afinitnfch nosidd obecného vzorce I podle bodu 1, vyznaleny tim,
%e se dextranovy gel nesouci omege-karboxyslkyl, s v§hodou 6-karboxyhexyl, uvede do
reakce 8 9-/RS/-[3-lminopropylumino/~2-hydroxypropyl}-G-hydroxyadeninem vzorce IV

NH,
S
e

/iv/,
CH2?H~CHZNHEH2HNH2
OH
nebo 9-/RS/—[2-/3-aminopropylemino/—3-hydroxypropyl]-B-hydroxyadeninem vzorce V
NH,

N

N/

O o

N
CHZCH —-NH(CHZ) 3NHZ N,

CHO0H

v pom&ru 1 a% 10 moldrnich ekvivalentl na poZet karngylovych skupin dextranového gelu, 8
solf rozpustného karbodiimidu obeeného vzorce VI .

+/
xf/n-/cﬂz/nn:cm-n" X AL/,
4]
kde n je 2-4, R' a¥ R3 jsou methylskupiny, nebo R' o R2 tvo¥{ spolu skupinu -cxzcnzocnzcaa-
s R° je methyl- nebo ethylskupine, R* Je cyklohexyl- nebo ethylskupine a X je eniont chlo-
ridovy nebo p~toluensolfonsnovy, .
e to ve vodném roztoku pfi pH 5 2 6 » pri teplotéch 0 %¢ a% 30 °C, nale? po skonZeni reekce
se nerozpustny materidl odsaje, promyje vodou a roztoky neutrdlnich pufri.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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