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(s4) Spdsob pripravy polysaéharid-bielkovinovych komplexov

1l

Vynélez sa tyka spaéobu pripravy polysecherid-bielkovinovych komplexov vhodnych na

izoldciu a purifikéciu proteolitickjch enzymov.

V_poslednej dobe se dosishli dobré vysledky pri izoldcii a pﬁrifikécii proteolytickych
enzymov pouziti{m afinitnej chromatogrefie. Ako efinanty sa tu pouz{vali napr. modifikove-
né D-aminpkyseliny, peptidy zloZené z D-amiﬂokyselin &i 8pecifické inhibftory bielkovino-
vej povehy (Methods in Enzymology 19 (Proteolytic Enzymes) 1970; Methods in Enzymology 34
(Affinity Technidues) 1974). Vad8inse 2z generélnych afinentov tohto typu vzhladom k nérodnej
priprave zatial nensadla praktlcké uplatnenle. Z tohto hladiska sa ako efinenty perspektfiv-
ne javia Xah8ie dostupné bielkov1ny, napr. sérové &i vaaeéné albuminy, ktoré sd prirodze-’
nymlvsubstrétmz proteolytlckych enzymov. PouZitie takychto afinantov je ov3em spojené s ich
dpravou vedicou k strate substrdtovych vlagtnosti pri zachoveni afinify vo¥i proteolytic-

. ~

kym enzjymom.

VzhYadom kAtomu, %e v&ddina uvedenych afinantov sa viafe na polysacharidy cez svoje
aminoskupiny, pri ich viazani sa vychddzalo z polysacharidov predtym aktivovanyéh vjsokoé
toxickym bromkyénom (P. Cuatrecasas, J. Biol. Chem. 245/.1970£3059; J. Porath, T, Kristian-
eén, The Proteins, 3rd edn, Vol. 1, pp. 95-179; 1975). »

Nade vysledky vyskumu v tejto oblasti ukdzali, Ze polysacherid-bielkovinové komplexy
Jje moZné pripravit jednostuphiovsu reakciou polysacharidu obsshujiceho terciérne aminosku-

piny s bielkovinou v pritomnosti epichiJrhydrinu tak, Ze ich potom mo#no pouZit na izolé-
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ciu a purifikdeciu proteeolytickych enzymov.

Podstata vyndlezu sboéiva_v tom, %e polysacharid obsahujici tefciérne'aminoakupiny,
vghodne O-/N,Nﬁﬂietylamino-2-hydroxy-propyi (DEAHP) sietovany 8krob elebo O-/N,N-dietyl-
aminoetyl (DEAE) celuldza, sa nechd reagovat s bielkovinbu vfhodne vajefnym alebo sérovym

,albuminom rozpustenym v tlmivod roztoku pH 8 a2 9 za pouzitia Z:a! éo_% epichlérhydr;nu,na
vdhu suchého polysacharidu, za atéleho mieSanie, po dobu 1,5 af 3 hodin, pri laborat6rnej
teplote, pri hydromodule 10 a%.11, na¥o sa produkt premfva vodou, 1M chloridom sodnym,
znovu vodou af do negativnea reakcie na bielkoviny u keﬁdého z e&uentov, a nekoniec naj-

prv volne a potom vdkuovo pri 40 %¢ sa vysusi,

Najvyhodne j8{ z polysachar:dov Je sletovany Skrob pre znaénﬁ reaktivitu Jjeho hydroxy-
lovych skupin, relativne velké rozmery zrne a “dobrd flltrovaternosf. Zavedenle DEAHP sku=-
piny ako tercidrneho amfnu vo funkeii vndtorného katalyzdtora Jevvyhodné tak z ekonomic~
kfch dbvodov, ako i & ohladom na Qlestnosti kone&ného produktu (Zs. éutbrské'osvedéenie
. 168 055)s ' '

Sietovénie Skrobu s epich16rhydrinom'je volené tek, aby naﬁdéaci ob jem éé pohyboval
v medziech 10 a%¥ 15 ml/g, viazenie tercidrnych aminoskupin na polysacherid zase tak, aby
vymenné kapacita anexu vykazovala hodnoty 0,6 a% 1 mekv/g. Bielkovinu Jje potom mo%né via-
zat uf s malymi pridavkaml eplchlorhydrinu, przéom produkt . obsahuae do 0,2 g bielkoviny
naviezanej na 1 g polysacharidu. Takyto produkt mé hydrodynemické vlastnosti vychodiskové-
ho polysacharidu. ‘ -

Po ukon&eni reskcie je nutné produkt d8kladne odsat a pred suSenim jemne‘rozotrief

na filtra&nom papiéfi.

Suchy polysacherid-bielkovinovy komplex s obsahom bielkoviny 0,2'3/3 polysacharidu

_je vhodnym materidlom na izoldciu & purifikéciu proteolytickych enzymov.

Vyhodou navrhovaného spésobu pripravy‘polysacharid-bielkovinovych koublexov‘pbe izo-
l4ciu a purifikdciu proteolytiek&ch énzypoé Jje, %e:
- umozﬁuje,pfipréviﬁ proaukﬁy'a'obsabom do llg_hielkoviny nalg polyegcﬁaridu,
- vigzanie bielkoviny na polysacharidovy £osié Je jednosfupﬁové,

- vychddza z netoxickych chemikélii,’

: i
- prepardty mo¥no vyrédbat q‘dqmécich lecngfch surovin pomerne jednoduchym technologickym
postupom, . '

- viazenie Bielkoviny na polysacheridovy nosil prebieha_v'miernych podmienkach,

- viazanie bielkoviny ne polysacharidovy nosid mdino»viésf tak, aby bielkovina stratila

svoje substrétové vlastnosti pri zachoven{ afinity vodi proteolytickym enzymom.

Prikled 1

11 g auchého DEAHP sietoveného Bkrobu s napilacim-objemom 12,5 ml/g as vymennou ka—
pecitou 0,6 mekv/g sa nechd napdéat v 110 ml 0,5 uhlléitanového tlmlvého roztoku pH 9 ob-

sahujiceho 27,5 g vaje¥ného albuminu e za ‘stéleho miedania, pri 1aboratornea taplote, sa.

.
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i prikvepkdva 0,55 ml eplchlorhydrinu. Zmes sa nechd miesat 2 hodlny, produkt 8a premyje vo-

_dou, 1 M chloridom sodnym a znovu vodou do negativneJ reekcie na b1elkov1ny v kdidom z elud-
~ tov. Po d6klednom odsati sa produkt volne vysu3f na flltraénom papieri a vdkuovo dosu3{ pri
40 °c. Preparét obsahuje 2 é g naviazaného albuminu. -

'

Prikled 42

Postup podIa prikladu 1-s tym rozdlelom, Ze prikvapkdvame 2,8 ml eplchlorhydrinu,
a Halea pokraéuaeme ako v priklade 1.

Preparét obaghuje 8,1 g naviszeného elbumfnu.

Priklad 3
Y
Postup podla prikledu 1 s tym rozdielom, Ze prikvepkédveme 5 15 ml epichlorhydrinu,
a dalej pokradujeme ako v priklade 1. . @

~

Prepardt obsahuje 10,2 g naviazaného elbuminu.

Prikled 4

Postup ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze prikvapkdveme 7,45 ml epichldrhydrinu,
a dalej pokrefujeme ako v priklade 1. . .

Preperdt obssehuje 10,8 g neviazeného albuminu.

Priklad 5

‘Postup podla prikladu ls tym rozdielom, 2e pouilJeme 0,5 M fosforednenovy tlmivy

ro?tok pH 8, a dalej pokraéuaeme ako v priklede 1.

Preparét obsehuje 1,35 g naviazeného albuminu.

Prikled 6

Postup podla prikledu 1 s tym rozdielom, Ze pouZijeme 11 g DEAE celulozy é vymennou
kapacitou 1,0 mekv/g, a delej pokra¥ujeme sko v prfklade 1. '

Prepardt obsahuje 1,8 g naviazaného albuminu.

Priklad 7

Postup podIa prikladu 4 s tym rozd1elom, Ze pridédme 8,25 g vaje&ného albuminu, a dalej
jpokraéuaeme ako v priklade 4.

Preparsdt obsahuje 4,75 g naviazaného albuminu.

Prikled 8

Postup podla prikladu 4 s tym rozdielom, Ze pridéme 13,75 g vaje¥ného albuminu, a da-
‘lej pokradujeme ako v priklede ‘4.

Preperédt obsshuje 8 g naviazaného albuminu.

‘Prikled 9

Postup podla prikledu 4 s.tym rozdielom, Ze pouZijeme 8,25 g hovédzieho sérového
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albumfnu, a dalej pokrefujeme' ako v priklade 4.

Preparét obsshuje 4,5 g naviazaného albuminu.

Vynélez mé'upletnenie viade, kde je potrebné izolovat elebo pdrifikovat proteolytické

enzymy &i u% v prieﬁyselnej_praxi slebo vo Vyskume.

PREDMET VINKLEZU:

Spbtsob pripravy polysacharid-bielkovinovyCh kﬁmplexoﬁ, vyznadujici sa tym, Ze polysa-
charid obsahujﬁci tercidrne aminoskupiny, vyhodne 0-/N,N-dietylaﬁino-2-hydroxypropyl/siefo-
veny Skrob alebo O-/N,N-dietylaminoetyl/celulJza, sa nechd reagovat s‘bielkovihou vihodne
vajednym alebo sérovym albuminpm rozpuqtehym v tlmivom roztoku pH 8 a% 9 ze pouZitia 2 a%
80 % epichlorhydrinu ne véhu suchého polysacharidu, za st4leho miedenia, po dobu 1,5 aZ
3 hodin, pri 1aboiat6rnej teblote,'pri hydromodule'lo aé'll, ﬂaéo sa produkt premfva vo-
dou, 1 M chloridom éddnym, znovu vodou a% do'negativnéj reekcie na bielkoviny u kaZdého

- 2 eluentov, & nakoniec najprv na vzduchu a potom vékuovo pri 40 % vysusdi.
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