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(54) Sp8sob odstrahovania nukleovgych kyselfn z roztoku bielkovin

Vyndlez sa tyka spdsobu odstrénenia nukleovych kyselin kolonovou iontomenidevou
chromatografiou od bielkovin za poufitia anexového iontomeniZe pripraveného naviazanim
polyetylenimfinu na karboxymetyl skupinu eelulézy, dextranu, alebo polyakrylamidu, pridom
sa vyufiva schopnosti tohto chromatografického média viazal sa s nukleovymi kyselinami
pevne j8ie ako s biplkovinﬁni.

Nukleové kyseliny predstavuji znani Zast vysokopolymérneho materidlu bunky.
Vzhladom k tomu, Ze sa ziastiuji zdklednjch biologickych procesov a maji vyrazn§ nega-
tivey ndboj, viaZu sa s ostatnymi zlo¥kami bunky, najma viak s bielkovinami.

Pre ozoldciu nukleovych kyselfn od bielkovin bolo vypracovanych viacero metdd
-(napr. extrakcia fenolom, inaktivécia bielkovin sodnou solou dodecylsulfdtu atd.). Vietky
tieto notédy spdsobujui denaturdciu blelkovin. Doteraz neméme k dispozfcii Jednoduchy
spfsob elimindcie nukleovych kyselin z roztoku bielkovin. NajtastejSie sa nukleové kyse-
1iny odetranuji z rostoku bilelkovin zréfanim streptomycin sulfdtom. Tento spésob je
nevyhodny najmé ¥ tych pripadoch, ked sa izolujd enzymy pre proteosynteticky systém in
vitro. Dal¥f spésob odstrahovania nukleovych kyselfn je zréanie polyegylenglykolom.
Nevyhoda tohto spésobu je nereprodukovatelnost v¥sledkov. Spfsob elimindcie nukleovych
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kyselin z roztoku bielkovin zrdfanim roztoku polyetyleniminom mé nevyhodu v tom, Ze pri
solubilizdcii bielkovin z precipitdtu sa poutfvaji velké objemy tlmivych roztokov

v désledku ¥cho v ziskanom rosztoku je nizka koncentrécia bielkovin, %o stafuje dalss
postup izoldcie enzymov.

Tieto nevyhody odstranuje spdsob elimindcie nukleovych kyselin kolonovou chromato-
grafion za pou’itia iontomeniZa pripraveného reakeiou karboxymetyl—celulézy a polyetylen~
iminom, pri ktorom sa vyuifva schopnosti tohto chromatografického média viazat sa
8 nukleovymi kyselinami pevne j3ie ako s bielkovinami. Viazané blelkoviny sa z iontomenila
uvoliuji premyvanim tlmivym roztokom od pH 7 do pHI o ionove] sile 0.25M a nukleové
kyseliny tlmivym roztokom od pH 7 do pH 9 a 1dnovej sile vysdeJ ako 1M,

Prikled 1

Postupuje sa pri tom tak, Ze 5g karbox:ynetylcelulézy sa dekantuje destilovanou
vodou a potom 200 ml 2M NaOH. Karboxymetylceluléza sa premyva vodou a% hodnota pH klesne
na 8. Potom sa pridd 200 ml NC1 a po 1 hodinovom sténi sa premyvae destilovanou vodou
do pH 5.0, Takto aktivovand celuloza sa premie3a s 20 ml 5 % polyetyléniminu v tlmivom
roztoku obsahujicom 0,01M Tris-hydroxymetyl-asminometen pH 7,2 a lmM 2-merkaptoetanol.
Po 24 hodinovom intenzivnom mlesani sa suspenzia nanesie na kolonu 2x15 cm a premyva
sa 1000 ml tlmivého roztoku, ktory obsahuje 0,01M Tris-hydroxymetyl-aminocetan pH 8,0,
1mM chelatom III a 2M shlorid draselny. Potom sa premyfva opat 500 ml tlmivého roztoku
hore uvedendho zlofenia, ktory obsshuje miesto 2K chloridu draselného 0.1M chlorid
draselny. Na kolonu 1,5x5 em sa rychlostou lml/min. nanieslo 100 mg hovadzieho serumalbu-
mink v 5 ml tlmivého roztoku uvedeného zlo¥enia, ktorym kolona bola premytéd objemom
50 ml. Uvoinovenie albumfzna z iontomenila sa sledovalo pomocou UV-analyzétora. Eludné
ryehlost bola 1ml/min. Za tychto pedmienok sa z kolony neuvolhovala %iadna bielkovina.
Dalej sa eluovalo tlmivym roztokom uvedeného zloZenia, ktory eite obsahoval 0.3M chlorid
draselny. Za tychto podmienok sa uvolnila z chromatografického média prakticky vietka
nanesend bilelkovina. Dalej sa kolona premyvala 50 ml 0,5M KC1l, Nekoniec sa koloné
premyla 50 ml 1M KC1 v uvedenom tlmivom roztoku. 1 ml tohto pripraveného chromatografic-
kého médis viaZe z tlmivého roztoku obsshujiceho 0,0LM Tris~hydroxymetyl-aminostan pH 8,
-1mM chelatom III a 6,1mM 2-merkaptoetanol, minimdlne 100 mg hovadziehe serumalbuminu.
Ne tito kolonu sa za podmienok ako pri nanéSani bielkovin nanieslo 15 mg kvasnilnej
ribonukleovej kyseliny. Vysledky si uvedené v tab. 1. Takto premytd kolona Je schopné
opat viaza% RNK, %o sveddf o tom, %e elicia tohto chromatografického média vysokou
fonovou silou /2M KC1l/ pri pH 8.0 neuvolhuje vazbu medzi karboxymetylovou skupinou a
polyetyleniminom.
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Tabulka &, 1
Vazba kvasni¥ne§ RNA na PEI-CM-celulozove] kolone. (Nanesené 15 mg RNA).

Koncentrécia chloridu draselného Mnotstvo uvolnenej % uvolnenej RNA vzhladom ng
v tlmivom eluénom roztoku ‘RNA v mg nanesené mno¥stvo
0.1M 0 0
0. 2K 0, 005 0,03
0.5 0,08 0,5
1M 14,9 99,47
| M 0 0
Priklad 2

Za poufitia chromatografického médis pripravenédho podla prikledu 1 sa odstranuji
nukleové kyseliny zo surového bunkového extraktu S. aureofaciems tak, %e k 10 ml FBI-CM
celulézy sa pridé 30 ml hrubého bunkového extraktu & aureofeciens v tlmivom roztoku
obsashujicom 0,3M KC1, ziskeného mechanickou dezintegréciou 50 g vlhkfch buniek. Tento
surovy extrakt mé znadny obsah nukleovych kyselin, pomer sbsorbancie 280/260 = 0,”53.:
Po dvojhodinovom miesanf pri 4 % surového extraktu s FEI-CM celulozousa zmes centrifu-
govala a v supernatante znadne poklesol obssh nukleovych kyselin (pomer absorbancie
280/260 - 1,15) vid tab. &, 2.

Tabulka &. 2
Odstrénenie nukleovych kyselin zo surového bune¥ného extraktu.

Absorbancia /nm/

280 260 280/260

iPSvodné vzorka 0,63 1,17 0,53

Po spracovani s PEI-ClM~celulozou 0,575 0,45 1,16
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PREDMET VYINALEZU

Spdsob odetrahovenia nukleovyich kyselin z roztoku bielkovin vyznadujici sa tym, Ze

sa zmee bielkovin e nukleovych kyaelin ziskend z blologickych materidlov v tlmivom
roztoku o ionovej sile 0.25M a pH 7.0 ~ 9.0, nanesie na kolonu & Lontomenidom priprave-
nym reakciou polyetyleniminu s karboxymetplovou skupinou viazanou na inertny nosii,
nepriklad celulézu, polydextran, polyakrylamid a premyve sa timivym roztokom o ionoveJ
sile 0,25M pri pH 7.0 - 9.0,

Cena 2,40 Kés ‘ TZ 6/70
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