Afinitni chromatografie

Jako priklad vyuziti afinitni chromatografie bude provedena isolace D-specifické
laktatdehydrogenasy (D-LDH) z pekatského drozdi. Ponévadz kvasinka Saccharomyces
cerevisiae miize v zavislosti na podminkéch obsahovat az 5 riznych laktatdehydrogenas,
podrobime ji nejprve inkubaci v podminkach, kdy se tvoii prakticky vyluéné enzym
specificky pro D-laktat. Toho dosdhneme ca 4-5 hodinovou inkubaci s glukosou nebo 1épe
metylglyoxalem. Tyto substraty produkuji endogenné D-laktat, ktery je patrné vlastnim
induktorem enzymu.

Enzym se vyskytuje v mitochondridlnich membranach, ty ziskdme po rozbiti bun€k diferencni
centrifugaci. Z mitochondridlni frakce enzym ziskame extrakci pomoci detergentu (Triton X-
100). Enzymovou aktivitu laktatdehydrogenasy ur¢ime pomoci oxidoreduk¢nich indikatora

(fenzinmetosulfat — PMS a dichlorfenolindofenol — DCIP.)
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Pro vlastni afinitni chromatografii si pfipravime vhodny afinitni nosi¢. Ponévadz enzym neni
NAD-dependentni dehydrogenasou, nemiizeme pouzit zadny z komercnich materiala, ale
pfipravime si jej sami. Na kolonce pfipraveného nosice pak provedeme afinitni
chromatografii extraktu. Ziskané aktivni frakce nejsou jesté Cistym enzymem vhodnym ke
studiu jeho molekularnich vlastnosti, ptedstavuji vSak dostatecné Cisty a aktivni preparat napf.

k ptipravé enzymového biosensoru pro stanoveni D-laktatu.

Indukce enzymu

Ptipravi se roztoku o sloZzeni 1 g (NH4)3PO4 0,7 g KH,PO4, 10 g NaCl, 3,3 mg ZnSO4 a 5,3
mg citronanu Zzelezit¢tho v 1 litru, pH se upravi na 7,0. V1 litru tohoto roztoku se
rozsuspenduje 20 g komer¢ni pasty pekatského drozdi a ptida se 1 g glukosy nebo 1 ml 30%
methylglyoxalu. Suspense se inkubuje za intensivniho provzdu$iovani (s vyhodou akvarijnim
motorkem a kaminkem ¢i fritou) za laboratorni teploty 4-5 hodin. Pak se suspense
zcentrifuguje 10 min. pii 5000 ot.min™', promyje destilovanou vodou a kone¢ny sediment se

rozsuspenduje ve 350 ml 0,01M fosfatového pufru (KH,PO4 se upravi NaOH), pH 7,0.

Desintegrace bunék a extrace aktivity LDH

.....

Sestaveny lis vychlazeny na —20 °C i nize naplnime 40 ml suspense (objem se ¥idi velikosti
valce) a nechame vymrazit na —20 °C s max. rozdilem 2 °C po dobu nejméné 6 hod. Poté
zmrzlou suspensi protlacime pomoci hydraulického lisu pfes otvlirek do druhé ¢asti valce. Lis
rozlozime a zmrzlou suspensi nechame roztat v kddince za laboratorni teploty. Homogenat
pak centrifugujeme 10 minut pii 3500 RPM ot.min™', superntant pak dalsich 60 minut pfi
14000 ot.min™', supernatant vylijeme. Ziskany vysokoobratkovy sediment rozsuspedujeme v
1-2ml 0,01M fosfatového pufru pH 7,0 — viz vySe. V Casti suspense stanovime aktivitu a
bilkovinu, ke zbytku ptidame tolik zdsobniho 10% roztoku Tritonu X-100, aby jeho vysledna
koncentrace byla 1%. Smés zhomogenisujeme v Potter-Elvehjemové homogenisatorku
nekolikerym protazenim pistem a vlozime na 60 min. do chladnic¢ky, kazdych 10-15 min. ji 2-
3 x protdhneme pistem. Nakonec suspensi zcentrifugujeme 10 min, pfi 14 000 ot.min™.
V supernatantu stanovime bilkovinu postupem dle Folina (ndvod nalezneme ve skriptech

zékladniho cviceni) a enzymovou aktivitu.



Me¢feni aktivity laktatdehydrogenasy:

Zapneme spektrofotometr a zvolime vinovou délku 600 nm. Do plastové kyvety
spektrofotometru napipetujeme 3 ml 30 uM DCIP v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,0, 20 pl
IM D,L-laktatu a 50 pul 10 mM PMS. Vlozime do pfistroje a zahdjime méteni stisknutim
tlac¢itka Run. Sledujeme zménu absorbance (slepd hodnota) a po 1 minuté pfidame 20 pl
enzymoveého preparatu (suspense nebo extraktu). Sledujeme pokles absorbance, je-li piilis
pomaly mtuzeme piidat dalsi objem preparatu.

Vypocet enzymové aktivity:

Rychlost katalysované reakce v vypocteme ze vztahu

v [nmol.s'] = (AA.min™ . V)/e

kde AA.min™' je zména absorbance za minutu, V objem reakéni smési v litrech (zde 3.107) a &
molarni absorpéni koeficient (pro DCIP je 21 . 10%). Ziskanou hodnotu piepoitame na
standartni objem (obvykle 1 ml) — ziskdme (s jistou vyhradou) hodnotu katalytické
koncentrace, po jejim vydéleni koncentraci bilkovin v 1 ml pak specifickou aktivitu.
Vynasobenim celkovym objemem preparatu pak ziskame celkovou aktivitu.

Porovnejte celkové a specifické aktivity a koncentrace v pivodni suspensi a extraktu a
vypocitejte vytézek (% celkové aktivity extraktu vzhledem k suspensi) a stupei pieciSténi pii

extrakci (pomér specifickych aktivit extraktu a suspense)!

Ptiprava afinitniho nosice

Vychozim materidlem je aminohexyl Sepharosa 4B (AH-Sepharosa 4B), jejiz ptiprava je delsi
nez aby ji bylo mozno zatadit do této tlohy, samotna aktivace Sepharosy je risikovou operaci
v pripad¢ uziti CNBr. AH-Speharosa je universalnim vychozim materidlem pro zakotveni
afinantnii pfes -COOH jako je v tomto ptipadé¢, kdy afinantem je kyselina a-kyano-4-
hydroxyskoficova, zndma pavodné jako inhibitor laktatovych pienaSect. K jejimu navazani
pouzijeme kondensac¢ni Cinidlo N'-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid hydrochlorid
(EDC), ve vod¢ rozpustny derivat karbodiimidu. Schéma vazby je zndzornéno na

nasledujicim schematu:



@NHz

AH—Sepharosa 4B

CN CN g
C=C-C-0-C=NH-R;
i

/
C=C—-COOH
jof Qo o e
+ Ri=N=C=N-Rz —>

HO uet
Kys. a-kyano- Karbodiimid
4-hydroxyskoficova (EDC)

/j/OH OH
@ @
CN—C=C- CN-C=C-

+ ! !
@““’NHQ * Ri=NH=G—0=C=0 — @wNH—&o

Rz—NH

Ri~NH-C ~NH~ R,
o

Derivat mocoviny
(odpovidéa pouZitému karbodiimidu)

Postup:

10 ml suspense AH-Sepharosy v 50% etanolu nékolikrat promyjeme destilovanou vodou a
pak rozsuspendujeme v 10 ml MES pufru pH 4,7. 0,1 g kyseliny a-kyano—4—
hydroxyskoficové se rozpusti v 10 ml 0,1 mol.I"" Na,COs, pridase 0,15 g kondenzac¢niho
agens EDC a naleje se k suspensi AH-Sepharosy za michani. POZOR! Smés je nutno michat
mechnickym michadlem shora, uZziti spodniho magnetického michadla by zptsobilo drceni
zrnecek Sepharosy! Upravime pH na 5,0 a nechame 12 hodin intensivné michat pti
laboratorni teploté. Pak promyjeme 2 litry vody, 1 litrem 0,1 mol.I"" octanu sodného (pH=4,7)
a 1 litrem 0,5 mol.I"' NaHCOj5 . Takto piipraveny nosi¢ se uchova v 10% ethanolu pfi

laboratorni teplot¢.



Chromatografie

Ptipravenym gelem naplnime chromatografickou kolonku 10/100, nechdme dobie usadit a
upevnime do sestavy FPLC. Pfipravime 2 pufry, pufr A je 10 mM fosfat (KH,PO, upraveny
NaOH) o pH 7,4, pufr B obsahuje navic 2 M siran amonny. Pomoci ultrazvukové 1azné¢ je
zbavime vzduchu a vlozime do nich odpovidajici pfivodni hadicky sestavy FPLC. Zapeme
piistroj a nechdme naplnit valce Cerpadel pufry A a B. Mezitim nainstalujeme davkovaci
smycku 100pl a ptipravime jimac frakci (1 ml na frakci). Rychlosti 0,5 ml.min”' pak
promyjeme kolonku i smycku (ca 1 min.), az se absorbance eluatu pti 280 nm nemeéni.
Mezitim pod dohledem vedouciho naprogramujeme prubéh:

pritok 0,5 ml.min™, pufr B 0% do objemu 5 ml, p¥i objemu 15 ml pufr B 100%, pii 20 ml B
100%, pti1 20 ml B 0%, pti 25 ml B 0%, end.

Naplnime smycku vzorkem (extraktem z membranové frakce), jehoz parametry (aktivita a
bilkovina) jsme pfedtim zméfili. Zastavime promyvani a spustime program. Po ca 30 s
oto¢enim packy vneseme vzorek na kolonku a zaznamenavame absorbanci eluatu pti 280 nm.
Po skonceni experimentu stanovime aktivitu LDH ve frakcich odpovidajich vrcholim
elucniho profilu (zdznamu z pfistroje). Stanovime rovnéz bilkoviny a vypocteme specifické
aktivity LDH v aktivnich frakcich a rovnéz celkové aktivity pro cely objem frakeci.

Vypoctéte stupen precisténi v nejaktivngjsi frakcei jako pomér specifickych aktivit této frakce
a vychoziho materialu (extraktu)!

Vypoctete vytézek purifikace! Celkova vnesena aktivita (tj. 100%) je representovéna
soucinem objemu vzorku a katalytické koncentrace LDH extraktu. Celkova ziskana aktivita je

soucet aktivit ve vSech aktivnich frakcich (Y%).



