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Vyndlez se tykd izolace a purifikace mitochondridin{ maldtdehydrogenasy (ddle MDH)
a Zivoli¥nych srdci technikou afinitni chromatografie na modifikovanych hydroxyetylmetakrylé&-
tovych gelech s vdzanym anthrachinonovym barvivem.

Mal4dtdehydrogenasa je dileZity enzym, ktery se Biroce vyuZivd v klinické diagnostice
a potravind¥ské analytice (stanoveni transaminas, kys. jable&né apod.). Enzym se izoluje
z rGznych zdrojd, nejCast&ji z Zivo¢iZnych srdcf. Extrakty a koncentrdty pripravené z t&chto
zdroji obsahuji celou fadu balastnich ldtek, od nichZ je t¥eba maldtdehydrogenasu odd&lit. ‘
Pro izolaci a purifikaci enzymu byla vypracovdna celd Fada postupl. Mezi nejmoderndjsi
patfi afinitni chromatografie na imobilizovaném anthrachinonovém barvivu (T. Atkinson a
kol., Biochem. Soc. Trans., 9, 290 (1981), R. Bittner a kol., pat. NDR &. 152 359 (1 981)),
resp. azobarvivu (K. Smith a kol. Biochem. Biophys. Acta, 708, 17, (1982)). Zir3imu vyuZit{
té&chto postupl v8ak brédni nevyhodné mechanické vlastnosti agarosové matrice, na niZ byla
zmin&né barviva zakotvena.

Uvedené nevyhody odstranuje zpisob podle vyndlezu. Jeho podstata spolivéd v tom, ¥e
se enzym sorbuje z roztoku pufrl o pH 6 aZ 8 o koncentraci 0,002 a% 0,1 mol/l na modifikova-
ny makroporézni gelovy kopolymer 2-hydroxyetylmetakryldtu s etylendimetakrylitem, ktery
obsahuje v postrannich ¥et&zcfch 1,4-diamino-9,1l0-anthrachinon-3-sulfonovou kyselinu kovalentné&
navézanou prostfednictvim arylidensulfonyletoxyskupin, souasn& sorbované doprovodné latky
se odstrani ze sorbentu promyvdnim pufry o pH 6 a%Z 8 a koncentraci 0,002 a% 0,2 mol/l a
nakonec se zachyceny enzym desorbuje vySe definovanymi promyvacimi pufry, k nim% bylo p¥idé&no
0,2 aZ 1 mol sodné nebo draselné soli kyseliny chlorovodikové nebo sfrové a p¥ipadn& 0,1 a%
10 mmol/l nikotinamid-adenin-dinukleotidu, nikotinamid-adenin-dinukleotidu redukovaného,
nebo nikotinamid-adenin-dinukleotidu ve sm®si s 3 a%Z 5 ndsobnym mol&rnim p¥ebytkem soli
kyseliny si¥i&ité.

Hydroxyetylmetakryldtové gely s 1,4-diamino-9,l0-~anthrachinon-3~sulfonovou kyselinou
navdzanou v postrannich fet&zcich prostfednictvim arylidensulfonyletoxy skupiny jsou popsény
v AO 255 416. Tyto materiélyf;i zachovédvaji v3echny p¥fznivé vlastnosti vychozich hydroxy-
etylmetakryldtovych gell, zejména jejich mechanickou pevnost a objemovou stdlost a mohou
proto byt na rozdil od derivAdtl na bdzi agarosy pouZivdny i za vyS5ich pritokd a tlakt.

Jejich vyhodou oproti materidlim s 1,4-diamino-9,10-anthrachinon-3-sulfonovou kyselinou
navdzanou jinym zpisobem nei prostfednictvim arylidensulfonyletoxyskupin je i jejich
vysokd selektivita v(¢i mitochondridlni maldtdehydrogendse. Nesorbuje se na nich nap¥.
laktétdehydrogenasa; takZe modifikovany gel miZe byt vyuZit k odd&leni obou enzymi. Podobné&
je tomu i u cytoplasmatické maldtdehydrogenasy, kterd se nesorbuje nebo ji lze vymyt z¥ed&-
nym pufrem bez jakéhokoliv p¥idavku. '

Zpisob izolace a purifikace mitochondri&lni maldtdehydrogenasy podle vynilezu je ilustrovén
ndsledujicimi p¥iklady provedeni.

P¥i{iklad 1

10 g acetonového prd3ku z vepfovych srdci bylo extrahovdno 100 ml fosfore&nanového
pufru, pH 7,4 o koncentraci 0,1 mol/l. Extrakt byl smisen se siranem amonnym do 45% nasyceni,
vylou&end sraZenina byla odst¥edéna a supernatant dosycen siranem amonnym na 70% nasycenf.

Po odstfedéni byla sraZenina rozpuiténa ve vod& a roztok dialyzovan proti fosfore&nanovému
pufru, pH 7,1, o koncentraci 0,01 mol/l. Po didlyze bylo ziskdno 30 ml roztoku, kter¢y podle
vysledku analyzy obsahoval 595 mg bflkoviny; aktivita MDH &inila 45 000 U. K roztoku bylo
ptiddno 5 g modifikovaného gelu, ktery byl p¥ipraven z chho?Iho kopolymeru ziskaného z

61 % hmotnostnich 2-hydroxyetylmetakryldtu a 39 % hmot. etylendimetakryldtu o vyludovaci

mezi molekulové hmotnosti 108 daltond a zrndnf 63 a¥ 100 fam a obsahoval 199 pmol/g 1,4-diamino-
~9,10-anthrachinon-3-sulfonové kyseliny kovalentn& védzané prostfednictvim arylidensulfonyl-
etoxyskupin, pfedem ekvilibrovaného s fosfore&nanovym pufrem, pH 7,1 a suspenze byla

t¥epdna 30 minut. ' '



3 258359

Po .oddéleni gelu zistalo ve zbyvajiéim roztoku 6 100 U cytoplasmatické MDH, vedkerd
mitochondridln{ dehydrogenasa.zlstala nasorbovéna na gel s navdzanym barvivem. Po promytf
pufrem o pH 7,1 a koncentraci 0,01 mol/l byla zachycend mitochondridln{ MDH eluovdna tymZ
pufrem, k némuZ bylo p¥idéno 0,5 mol/l chloridu draselného. Aktivita eludtu &inila 35 800 U
(92 % vztaZeno na nasorbovany enzym).

P¥{klad 2

. 2 ml extraktu z vepfovych srdci, ktery byl pt¥ipraven obdobnym zpusobem jako v p¥ikladu 1
a obsahoval 40 mg bflkoviny a 3 000 U MDH byly aplikovény na kolonku 0,7 x 5,5 cm, které
obsahovala podobny gel jako v pfikladu 1, av8ak o zrnéni 40 aZ 63 pm a obsahu vézaného
barviva 67 umol/g, ktery byl pfedem ekvilibrovdn s fosforelnanovym pufrem, pH 7,1 a koncentraci
0,01 mol/l. Sorbent byl promyt tymZ pufrem. P¥itom se vymyla cytoplasmatickd MDH (690 U,
23 % celkové aktivity). Pak byla eluovdna sorbovand mitochondridlni{ MDH pufrem, do n&hoi
bylo p¥iddno 0,5 mol/l chloridu draselného. Byla ziskdna frakce 12 ml, kterd obsahovala
0,3 mg bflkoviny/ml a 180 U mitochondri&lni MDH (ml) tj. celkem ziskand aktivita 2 160 U,
co? je 93,5 % sorbované aktivity; spec. aktivita 600 U/mg bilkoviny, faktor vy&iSténi - 8x).

P¥1L1klad 3

Postupovéno bylo obdobné& jako v p¥ikladu 2, jako ndplh kolonky v8ak byl pouZit stejny
materidl jako v p¥fkladu 1. Zachyceny enzym byl eluovadn roztokem 1 mmol/l NAD ve fosfored-
nanovém pufru, pH 7,1 o koncentraci 0,1 mol/l. Vyt&fek desorpce &inil 89 % (vztaZeno na
zachycenou mitochondridlni MDH, specifick& aktivita prepardtu 640 U/mg. J

P¥EfL{klad 4

Postupovdno bylo stejn& jako v p¥ikladé 3, eludni roztok vZak obsahoval kromé& 1 mmol/l
NAD je¥té 5 mmol/l si¥iditanu sodného. VytéZek i specifickd aktivita byly podobné jako
v p¥ikladu 3, zachyceny enzym se v3ak vymyl v uZs$im pfiku (objem frakce 9 ml).

P¥{klad 5

Postupovdno bylo obdobné& jako v p¥ikladu 3, eludni roztok vS8ak obsahoval 1 mmol/l NADH.
vyt&fek desorpce &inil 95 % (vztaZeno na zachycenou aktivitu), specifickd aktivita mito-
chondridlni MDH v eludtu &inila 700 U/mg.

P¥{f{klad 6

Postupovéno bylo obdobn& jako v pffkladu 3 s tim, rozdflem, Ze ndsada byla poloviZni
a poufity fosfore&nanovy pufr mé&l koncentraci 0,1 miol/l a pH 6,8. Desorpce byla provedena
stejnym pufrem, k ndmuZ bylo p¥iddno 10 mmol/l NAD a 0,1 mol/l sfiranu sodného. VytéZek
&inil 74 %,,specifickd aktivita 620 U/mg bilkoviny, objem frakce 8 ml.

P¥{iklaad 7

Postupovédno obdobn& jako v p¥ikladu 3, s tim rozdilem, Ze misto fosfore&nanového pufru
o pH 7,1 byl pouZit Tris pufr pH 7 o koncentraci 0,05 mol/l (roztok 6,05 g tris/hydroxyme-
tyl/aminometanu v 1 1 vody, jehoZ pH bylo nastaveno pfidavkem kyseliny chlorovodikové na
uvedenou hodnotu). Zachyceny enzym byl desorbovén Tris pufrem o vySe uvedeném pH a koncen-
traci, do n&ho% bylo p¥idéno 0,2 mol/l chloridu draselného a 0,5 mmol/l NADH. V§té&Zek desorp-
ce &inil 85 % (vzta%eno na zachycenou mitochondridlni MDH), specifick& aktivita 670 U/mg,
objem frakce 11 ml.
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PREDMET VYNALEZU

Zpisob izolace a purifikace mitochondridlnf maldtdehydrogenasy z extrakti a koncentr&td
ptipravenych z Zivo&iZnych srdci vyznaceny tim, %Ze se enzym sorbuje z roztokd pufrt o pH
6 aZ 8 a koncentraci 0,002 a%Z 0,1 mol/l na modifikovany makroporézni gelovy kopolymer 2-hydro-~
xymetylmetakryldtu s etylendimetakryldtem, ktery obsahuje v postrannich fet&zcfch 1,4-di-
amino-9,10-anthrachinon-3-sulfonovou kyselinu kovalentn& navdzanou prostfednictvim aryliden-
sulfonyletoxyskupin, soufasn& sorbované doprovodné l&tky se odstrani ze sorbentu promyvinim
pufry o pH 6 aZ 8 a koncentraci 0,002 a% 0,2 mol/l1 a nakonec se zachyceny enzym desorbuje
vySe definovanymi promyvacimi pufry, k nimZ bylo pfiddno 0,2 a¥ 1 mol sodné nebo draselné
soli kyseliny chlorovodikové nebo sirové a pfipadné 0,1 aZ 10 mmol/l nikotinamid-adenin-dinu-
kleotidu, nikotinamid-adenin-dinukleotidu redukovaného, nebo nikotinamid-adenin-dinukleotidu
ve sm&si s 3 aZ 5 ndsobnym moldrnfm p¥ebytkem solf kyseliny siFi&ité.

Severografia, n. p., Mos 7 7 Cena 2,40 Kis
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