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Vyndlez se tykd zplsobu déleni a Cisténi znam postupy afinitni chromatoypvatfie, kteréd
proteinti, s vyhodou hemoproteidd. Postup je spoCivaji na tvorbé specifickych bipafinnich
pouZitelny v chemickém, farmaceutickém a bio~ proteinovych komplext. Tak je napt. popsédno
chemickém primyslu, jakoZ i v klinické che- odd&leni hemoglobinu /Hb/ na zdkladé& tvorby
mii, analytice a diagnostice. komplexu s haptoglobinem /M. KLEIN & C. IHa-
K d&leni, resp. &¢idténi proteintl se pouZi- ESCO: Biochem. bicphys. Res. Commun. 52,
vd rlzuych metod, kterd vyufivaji rozdild 774 [1973/)a s imidazolem, popf. jeho deri-
ve fyzikdlunich a biochemickych viastnostech vd:y: . )
proceind, které se maji rozd&lic, jeko je - Predmirem vyndlezu je zplsob déleni a
vrozpustnost, stdlost, velikost wmolekuly, e- {ifcéni proteind, jehoi podstatou je, Ze
lektricky ndboj atd. /N. REHFELD, D. REI~ se vodny roztok obsahujici proteiny p¥ivede
CHELT: Analytische und praparative Methoden do styku s imidazolovym sorbentem, kLery
der klinischen Biochemie, Akad, Verlag Ber- obsahuje imidazolovy derivdt vdzany na ma-
lin 1972, §. SCHWIMMER a A. B. PARDEE: Adv. kromolekuldrnim ve vodé nerozpustném nosili,
in Enzymology 14, 375/. Tyto zplsoby jsou pricemz noszicferm jsou budvpolymery esverd
tésti Casovéd velmi ndrcéné a materidlové kyseliny metnakrylové sitované ethylendi-
ndkiadné 2 dostatedné éistoty lze fasto do- methakrylatem obecnédho vzorce 1

gAdhrout ian za vysonk¥eh ztrdc na vwitrEiku.
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nebo obecného vzorce I[I 4 . . . ; -
nebo poliysacharidy jako celuléza nebo aga-

réza uebo sifované dextrany, a to p¥i pH
7 a% 11, popfipadé v p¥itomnosti detergentd
nebo glycerinu pFi teplotd& O a% 30 ©(C,
) -N (:) J11/ s Vyhgdou pfivtegloté mistnosti, nale? se
I 2 20 ¢ \¥ . proteiny obsaZené v roztoku izoluji.
0 . ) Metoda podle vyndlezu slouZi zejména
. k dé&leni hemoglobinu od myoglobinu nebo cy~
kde n =1 aZ 3 tockromu P 450 od cytochromu P 420.
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Zdkladem vyndlezu je vyuZiti tvorby spe-
cifickyeh bioafinnich proteinovych komple-
x8 'a nalezeni vhodného zplsobu d&leni na
bdzi afinitni chromatografie, Jednd se
o jednoduchy a obecn& pouzitelny zplsob dé-
leni a &iSténi proteind, s vyhodou hemopro-
teidd, ktery je pouZitelny analyticky i pre-
parativné a dosahuje dobryeh vyt&Zkd.

Imidazol nebo jeho derividt se vdZe na
nosié pfimo nebo prostfednictvim "space-
ri". Styénymi misty jsou kruhovy dusik v po-
loze -2 nebo 4 /5/ imidazolového kruhu.

Vyroba té&chto imidazolovych sorbentd
spoivd na zndmych postupech. K realizaci
vyndlezu lze pouZit imidazolové sorbenty
pfipravené podle autorského osvédleni
&, 186 929:

a/ imidazolovy sorbent se vnese do roz-
toku obsahujiciho proteiny a po dob& potieb-
né k adsorpci, asi po 1 aZ 24 hodindch se
filtraci opét oddéli /postup vsddkovy/;

b/ imidazolovy sorbent je ve sloupci
/v koloné&/, na ktery se pfivddi roztok ob-
sahujici proteiny /sloupcovy zplsob/.

Vsddkovy postup je zvlddté vyhodny pro
éistici operace, tj. p¥i oddélovdni nelis-
tot. Po provedeni tohoto zpisobu ulstane
jeden z proteint védzany na sorbentu, kdeZto
ostatni zGstanou v roztoku, ktery se md izo-
lovat. Proteiff se izoluje z roztoku zahuSté-
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‘nim nebo vysrdZenim zndmym zplisobem. Sloup-
covy zplsob je zv1d3t& vyhodny pro d&lici
operace, jsou=-li proteiny vdzdny na sorbent
rizné siln&, ale ne pevn&. Roztok obsahu-
jici proteiny se p¥ivddi na sloupec pH 7

az 10, pop¥ipadé v pF¥itomnosti detergentd
nebo glycerinu, p¥i teplotdch 0 a%Z 30 ©oC,

s vyhodou p¥i teplot& mistnosti. Potom se
za tychZ podminek eluuje, ptifemZ proteiny
se postupné objevuji v elu¥ni kapalind na
zdkladé& rdznd pevné vazby k sorbentu. Od-
povidajici frakce se odebiraji a izolace
ziskanych €istych proteind se provddi znd-
mym zplsobem.

Zpisob podle vyndlezu je jednoduchy svym
provedenim a je s vyhodou obecné& pouZitel-
ny. Proteiny, které se maji d&lit, resp.
¢istit, se ziskaji v dobrych vyté&fcich
a ve vysoké Cistot&. Tak napf. ze smési
hemoglobinu a myoglobinu byl ziskdn sloup-
covym zplsobem chromatograficky &isty myo--
globin s vytéZkem nad 90 7., Ze smési cyto~
chromu P450 a cytochromu P420 byl vsddko-
vym postupem odstranén cytochrom P420 z
85 %. Pouzité nosife lze, pop¥ipadd po je-
jich regeneraci, opakované pouzit.

Vyndlez je osvétlen na nékolika p¥ikla-
dech, které jej oviem nijak neomezuji.

PF¥iklad 1
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se uvede ve sloupci s 0.1 M pufrem pH 8 binu /hov&zi/ 1 : 1 s celkovou koncentra-

do rovnovdzZného stavu. Na sloupec se pFrida
1 ml roztoku hemoglobinu a myoglobinu
/hovézi/ - koncentrace kaidého hemoprotei-
du 2,5.107% val - a potom se eluuje na sbé~
ra¢i frakei pufrem pH 8.

V eludtu se ziskd p¥es 90 % myoglobinu,
kdeZto hemoglobin zfistdvi adsorbovidn na
sorbentu, Takto ziskany myoglobin je gel-
chromatograficky jednotny.

PY¥iklad 2

3,0 g imidazolového sorbentu se struktur-
ni jednotkou obecného vzorce II /u = 1,2/
Vzorec 11:
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se uvede do rovunovdZného stavu s pufrem
pH 8 na sioupci. Na sloupec se naddvkuje
t ml sm#si hemoglobinu /hovézi/ a myoglo-

PREDMET

Zplsob d&leni a &ift&nl proteind, s vyho-
dou hemoproteidd, vyznaleny tim, Ze se vod-
ny voztok obhsalhuijici proteiny pitivede do
styku s imidazolovym sorbentem, ktery ob-
sahuje imidazolovy derivédt vdzany na makro-
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NH
kde n = 6 a m = 3

ci 4-5.10"% val/l a potom se eluuje pufrem
pH 8 na sbérali frakeci.

Gelchromatografické stanoveni proteino-
vyech frakei ukazuje, Ze p¥i pouZiti imida~
zolového sorbentu, kde n = 2,se eluuje
Eisty myoglobin a v p¥ipadd& n = 1 se myo-
globin v porovndni s hemoglobinem silné
obohati, '

Pt ik1lad 3

100 mg, resp. 1 ml zbotnalého imidazolo-
vého sorbentu obecného vzorce II, kde n = 1
nebo 2, se uvede do rovnovdiného stavu
s pufrem pH 7,4, 0,1 M fosfdtem, 6Znim cho-
litem scdnym, 1 mM ethylendiamintetraocto-
vou kyselinou /EDTA/, 1 wM dithioerythri~
tem, pop¥ipadd 20% glycerinem, P¥idd se
! ml roztoku obsahujiciho z krdlidich ja-
ter izolovany Cyt P&430/P420 /koncentrace
80 aZ 150 m, 13 a% 36 % P 420/ a vzorek
se t¥epe 18 hodin p¥i 4 °C nebo dvé hodiny
pii tepluté mistnosti. V eludtu je obsah
Cyt P420 a% z 87 % vychozi hodnoty odstra-
nen,

NALEZU

molekuldrnim ve vod& nerozpustném nosidli,
ptitemf nosidem jsou bud polymery esterd

kyseliny methakrylovéd sifované ethylendi-
methakryldtem obecuého vzorce 1

N /1/
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nebo obecného vzorce II ‘ nebo polysacharidy jako celuléza nebo aga-
réza nebo sifované dextrany, a to p¥i pH 7
a%z 11, pop¥ipadé& v piitomnosti detergentd

(I;H N nebo glycerinu p¥i teplot& O aZ 30 °C,
I 2 s vyhodou p¥i teploté mistnosti, nalei se
CH,~C~C~(0~CH,~CH,) ~N proteiny obsa%ené v roztoku izoluji.
3 I l 2 2/n
0 /11/

kde n=1 aZ 3
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