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(54) SpOsob izolécie enzymov cholinesterdzového typu

Vyndlez sa tyka sposobu izoldcie en ~
zymov cholinesterdzového typu.

Podstata vyndlezp spodiva v tom, Ze bio-
logicky roztok obsahuje enzym chlinesterd-
zového typu s vyhodou acetylcholinesterdzu
alebo pseudocholin esterdzu po tprave na
pH 7,5 a¥% 9 a idnovej sily pod 0,01 M sa
nechd v prvom stupni interagovaf 8 vyhodou
ne koldne s gélom siefovaného a metylove -
ného polyestyléniminu e po ndslednom premy-
t{ gélu rovnekym tlwivym roztokom sa v dru-
hom stupni vytcsni zakotveny enzym eliciou
roztokom o pH 8 & iénovej gile vys8e] ako
0,1 M alebo udinkom zriedendho roztoku cho-
linu, pripadne inej alkylaméniovej soli.

Vyndlez md pouZitie pri izoldcii alebo
purifikdeii enzymov cholinesterdzového ty-
pu pre vyskum alebo priemyselnid. prax,
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Vyndlez sa tyka sposobu izoldecie enzymov cholinesterdzového typu, & to acetylcholines-
terdzy /ecetylcholin hydroldze, EC 3. 1. 1. 7/ & pseudocholinesterdzy /acylcholin acylhydro-
1dza, EC 3. 1. 1. 8/,

Pri izoldcii a purifikdcii enzymov cholinesterdzového typu sa obydajne vychddze z homo-
gendtu tkanive / acetylcholinesterdze, pseudocholinnesterdza/ elebo krvnej plazmy za pouzi-
tia etanolovej frakciondcie / pseudocholinesterdza /s Surgenor D.M., Ellias Des J.Amer.
chem.soc.76 6049, 1954, pripadne dalfiej chromstografie na géli z fosforednanu vépenatého,
resp.ionomenidi / Malstrom B.G., Levin U,,Bomen H.GssActe ChemeScend.,10, 1077, 1956/ ,
pripadne dalfej géipve] filtrdcie / Das P.K.,Liddell J.1Biochem.J.,116,875, 1970/. Rych -
lou metddou purifilécie acetylchollnesterazy z hovadzich erytrocytov-afinitnou gélovou
chromatografion na Sepharoze s neviazanym d-tubukarinom a eldciou s chloridom sodnym po~
pisujé Jung J. & Belleau B.: Mol.Phermacol.,8, 589, 1972. Trimetyl /m-aminofenyl/ amoni.um
chlorid, hydrochlorid ako afini#ny ligand viazany ne Bio-Gel A popisujd Bermen J«Do &

Young M.:Proc.Nat.Acad.Sci US 68, 395, 1971, Nevyhodou uvedenych postupov je ich zdlha -
vosf, pripadne ndkladnd priprave afinitnych ligendov a v delSom nie jednoduché viazanie
ne. nosid,

Podstate vyndlezu spodive v tom, e bielogickj roztok obsahujici enzym cholinesterd-
zového typu s vyhodou acetylcholinesterdzu alebo pseudocholincesterdzu po vprave pH na
7,5 a% 9 a idnovej sily pod 0,01 M sa nechd v prvom stupni interegovaf s vjhodou ne kolone
s gélom siefovaného & metyloveného polyetyléniminu o napidavom objeme 6 a% 12 ml/g & po
néslednom premyti gélu rovnakym tlmivym roztokom sa v druhom stupni vytesni zakotveny en- .
zym elticiou tlmivym roztokom o pH 8 a idnovej sile vysSej ako 0,1 M, alebo tlmivym roz-
tokom o pH alebo U¥inkom zriedeného roztoku cholinu, pripadne inej alkylaméniovej soli.

Pogtup moZno aplikovaf tak vsddkovym sp350bom, alebo vyhodnejsie je pracovaf tak, Ze
polyetylénimlnovy modifikovany ligand je naplneny v koldne, cez ktord sa prelievs biolo-
gicky roztok obsahujici cholinesterdzové enzymy. Kapacita noside dosehuje niekolko tisie
jednotiek enzymu na gram<suchého nosida. Po zakotveni enzymu sa gél na koldne premyva 60
nésobnym objemom tlmivého roztoku o pH 8 aby sa vytesnili neZiaduce sprievodné ldtky. FPo
vymyti sprievodnych l4tok sa viezeny &isty enzym uvolni z nosida na koldne eldciou s tl-
mivym roztokom o pH 8 a idnovej sily vySSej ako 0,1 M alebo tlmivym roztokom o pH 6, ale-
bo zriedenfm roztokom cholinu, pripadne inej alkylamoniovej soli. Uvedenym postupom sa
dosiahne takmer 50 ndsobnéd purifikdcia enzymu.

Metylovany siefovany polyetylénimin predstavuje afinitny ligand obsahujuci opakuju~
ce sa Strukturdlne jednotky cholinu, 8o je zdkladom vysokej Uéinnosti izolédcie a puri =
fikdele cholinovych enzymov,

Vyhodou nového postupu je, %e prédprave afinitného liganda je jednoduchd a nevyZadu-
je drahé chemikdlie, umo¥nuje pracovef vsddzkovym alebo koldnovym spdsobom, afinitny li-
gand je stdly a moZno ho pouz1vaf mnohonasobne, umoznu;e dosehovaf jednoduchym postupom
mnohondsobnd purifikdciu izolovanych enzymov.

Prikled 1

K 10 g vodného roztoku polyetyléniminu obsahujiceho 5 g suche] hmotnosti polyetylé-
niminu sa pridal 1 ml 25 %-ného roztoku hydroxidv sodného a 0,5 & 2-chlormetyl oxirdnu.
Po dokonalom premiedan{ reakdnej zmesi za vzniku emulzie dochddza k reakcii za studasné-
ho zahrievanis zmesi. Vonkejsim chladenim sa udrZievela teplota reakénej zmesi pri teplo-
te 40 a¥ 50 °C. Po skondeni siefovania / 1 h/ sa zosielovany polyetylenimin mixovel vo
vodnom roztoku v mixdéri na potrebni vefkosf Zastic /0,1 a% 0,3 mm/. Tekto pripraveny
giefovany polyetylénimin mal napideci abjem 6 ml/g, stupen siefovenia 0,046 otylénimi-
novjch jednotiek pripadajlcich ne jednu priednu hydr "vpropénovi vézbu & obsah amino
skupin 1,65 mol/g, stredni dlzku vonkajsich refazcov 17,4 A, o odpovedd 4 etyléni-
minovym jednotkdm. Tekto pripraveny siefovany polyetylénimin sa suspendovel v 25 ml vo-
dy a mieSal na elektromegnetickej miedalke s 5 g metyljodidu pri izbovej teplote po do=
%Mu 16 hodin. Nedbytodény metyljodid sa odparil na vdkuovej odparke,. Zigkany siefovany



metylovany polyetylénimin s obsahem amino skupin 0,01 mmol/g sa premyl 500 ml vody a pouii&
po predchddzajico, premyti 30 ml 0,1 % rozitokom albuminu hovédzieho séra a 50 ml fosfdtové-
ho pufru /5 mM, pH 8/, Ne takto pripraveny stipec/15 x 1,5 cm/ sg mehieslo 5 ml konskej
plazmy, zriedenej 5 mM fosfdtového pfru /5 mil, pH 8/ s aktivitou 200 jednotiek. StIipec sa
ne to premyl okolo 300 ml horouvedensdho fosfdtového pufru /do negativhej reakcle na pro-
teiny v eludte/. Naviazend bubtyrylcholinesterdza sa vytesnila 150 ml 5 mi fosfdtového puf-
ru / pH 7,6/ obsahujlceho 0,1 M chlorid sodny.Uvedend vytesnend frakcie obsahovela 12,5 mg
bielkovin a 148 jednotiek butyrylcholinesterdzovej aktivity,; Jo predstavuje 72 % celkovej
aktivity a 48,5 ndsobné predistenie. ‘ '

Prikled 2

Postup podfa »rikladu 1, s tym rozdielom, Ze sa pracovalo vsddkovym sposobom, t.j.nie
ne kolone & gél zosiefovansho metylovaného polyetFléniminu /5 g/ o napilacom objeme 12 ml /g
ge adjustoval 30 ml 0,1 % roztoku albuminu v 50 mM bordtovom pufri / ph 9 /. Takto adjusto-
vany gél sa zmieSel s 5 ml fudskej plezmy, zriedenej do 10 ml horeuvedenym bordtovym pufrom
/celkovy obsah bielkovin 442 mg & celkovd ektivita 165 j.dnotiek butyrylcholinesterdzovej
aktivity. Naviazand butyrylcholinesterdzovd aktivita se vytesnila 0,2 M roztokom cholinu v
5 miM bordtovom pufri / pH 9, 150 ml/. Vytesnend frakecia obsahovala 16,8 mg bielkovin a 105
jednotiek aktivity, 8o predstavuje 16,8 ndsobné prelistenie.

Priklad 3

Ako zdroj acetylcholinesterdzy sa pou¥il extreakt z hovadzich erytrocytov, pripraveny z
Tritonu-X-~100 postupom podfa Ciliv G. a 0OZand P,T.s¢ Biochem.Biophys. Acta, 248, 136, 1972
8 po odcentrifugovani / 10 @00 g, 30 min./se uvedeny extrakt / 5 ml / adjustoval ne pH 8,5
mM fosf4dtovym pufrom / 5 ml / a naniesel na stipec / 20x1,5 cm/ siefovandho metylovenédho
polyetyléniminu. Po premyti stipca 300 ml fosfitového pufru / ph 8 / sa naviazand acetyl -
cholinesterdza uvolnile 150 ml 50 mM fosfdtového pufru / pH 6 /.

v§fatok 18,7 mg bielkovin a celkovd aktivita enzymu 193 jednotiek.

Priklad 4
Postup podfa prikladu 2, s tfm rozdielom, e k vytesneniu naviazanej butyryl cholines-
terdzy sa pouZil / 0,1 M roztok trimetyl / p-aminofenyl / aménium chloridu v 5 mM fosfdto-
vom pufri / pH 8, 150 ml /. '
' Vytesnend frakcia obsahovala 12 mg bielkovin a 110 jednotiek aktivity.
Vynélez mo¥no uplatnif vdede, kde je potrebné izolovaf alebo predistif enzfmy cholin -
esterdzového typu a to 81 u¥Z v priemyselnej praxi alebo vo vyskume,
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Spbsob izoldcie enzymov cholinesterdzového typu vyuZitim principu afinitnej chrometo -
grafie vyznaleny tym, Ze biologicky roztok obsahujuici enzym cholinesterdzového typu s vy -
hodou acetylcholinosterdzu alebo pseudocholinesterdzu po vprave pH na 7,5 a¥ 9 a idnovej
sily pod 0,01 M sa nech4 v prvom stupni interagovaf s vjyhodou na koldne s gélom siefované-
ho & metylovaného polyetyléniminu o naptiSacom objeme 6 aZ 12 ml/g a po ndslednom premyti
gélu rovnekym tlmivym roztokom sa v druhom stupni vytesni zaekotveny enzym eldciou s tlmi-
“v§m roztokom o pH 8 o idnovej sile vysSej ako 0,1 M, alebo tlmivym roztokom o pH 6 alebo
iinkom zriedeného roztoku cholinu, pripadne inej alkylamoniovej soli.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

