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(54) Spbsob 1zolécie bielkovin

Predmet PV sa dotyke izoldcie bielkovin z biologického materidlu, ktoré majé afinitu
k¥ nukleovym kyselindm.

Pre exaktné ¥tudium enzymov a bielkovin zi¥asthujicich se metebolizmu nukleovych
kyselin v ¥ivych systémoch Jje potrebné ziskat ich v istom stave. Doteraz sa pouZivajui
k izolécii bielkovin obecné deliace metody, ktoré vyuiivajd rozdiely v ich molekulovych
véhach a ionogénnych vlastnostiach. Tieto metody su znaine zdlhavé (trvajd niekolke dgi
a¥ tyidhov), vyZeduji nérodné pristrojové vybavenie a vysokd odbornd kvelifikaciu pra-
covnikov. ZdInavost operédcif mé za nésledokn;niienie vytatkov enzymovgch aktivit ¥o
Sasto sivisf aj so stratou ich net{vmej Struktury. ' ‘

Tieto nedostatky odstrahuje spdsob izoldcie podla tohto vyndlezu, pri ktorom sa
vyuiiva achopnost tychto bielkovin 3pecificky sa viazet na chromatograficky iontomenil,
ktory tvori dezoxyribonukleové kyselina naviazané na polyetylenimin—kérboxymetyl-celulézu.
Podmienkou pou¥itie tohto iontomenifa pre afinitnd chromatografiu bielkovin Jje, aby
z biologiekého materidlu boli odstrédnené nukleové kyseliny..

Priklad &, 1
Izolécia RNA-polymerdzy zo Streptomyces aurcofacies.
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10 g premytych buniek S.aurecfaciens sa dezintegruje s 20 ml 0,05M Tris-hydroxymetyl~
-aminoceten pH 7,9, O,1mM chelaton III a centrifikuje sa pri 30 000g 2 hod pri 2 °C.
Supernatant sa zmieda & 5g polyatalénimin—karboxymsty1—ce1u16zy e ridé sa také mnoZstvo
chloridu draselného, aby vysledns koncentrécia bola O,3M. Mie#a sa 1/2 hod. a centrifu-
guje sa pri 30 000g. K supernatantu sa pridd 20 ml tlmivého rosztoku bez chloridu drasel-
ného 8 nanesie ea na kolonu 2x5 cm rychlostou 3 ml/hod. Z teJjto kolony sa eluuje tlmi-
vym roztokom, v ktorom sa zv&éude ionové sila postupne 0,3M, O,5M, 1M, 2K chlorid )
draselny. Aktivny enzym sa eluoval vo frakcii s 1M a 2M chloridom draselnym., V obidvoch
pripadoch stupeﬁ purifikécie Je rédove 5.102 a funkcia engymu je plne zdvisld na DNA,
Cely proces purifikécie trvé necelych 36 hodin.

Priklad 28, 2

Izolédcia restrikénej endodezoxyribonukledzy Sau I. zo Streptomyces aureofaciens.

K 10 g premytych buniek zo S. sureofaciens sa pridd 20 ml 0,01M Tris-hydroxymetyl-
-aminometan tlmivého roztoku. Po dezintegrécii sa zmes centrifuguje pri 105 0CO g 2’hod.
pri 2 %Cc. Celé zmes sa nanesie na chromatograficki kolonu 2x10 cm & eluuje se postupne -
0,01M fosforednanovym tlmivym roztokom s obsahom 0,1lmM cheletonu III, 1lmM 2-rerksptoeta-
nolu a 10% glycerinom. Frakcia obsshujica restriknd endonukledzu bola z kolony eluovansi
0,1M chloridom draselnym v uvedenom tlmivom roztoku. Té4to frakcis bola nanesgend na
kolonku 1x8 em s obsashom dezoxyribonukleovd kyselina polyetylenimin—k;fboxymetyl-celulé-
zy a eluovala sa postupne 0,1, 0,3, 0,5M chloridom draselnym. Aktivny enzfm sa eluoval
vo frekeii s 0,5M chloridom draselnym. Enzym bol zbaveny nedpecifickych nukledz.

Tymto spdsobom sa mb%u izolova¥ rézne bielkoviny z biologickych materiélov, ktoré
maji afinitu k nukleovym kyselindém., Tieto enzymy maji 3iroké pouZitie v molekuldrno-
-biologickgeh experimentoch a génovom inZinierstve.

PREDMET VYNALEZU
Sp8sob izoléecie bielkovin vyznalujici sa tym, %e sa bielkoviny via%u na iontomenidi

dezoxyribonukleové kyselina—polyetylenimin-karboxymetyl-celuléza, z ktorého sa uvolhuji
ionovou silou od 0.1 do 1.5 M pri pH od 7,0 - 9,2,

Cena 2,40 Kés TZ 6/70
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