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POVODNE OZNAMENIA

FRAKCIONACIA TRYPTICKEHO HYDROLYZATU HEMOGLOBINU
NA STLPCI CELULOZY

PAVEL MASIAR
Katedra biochémie Lekéarskej fakulty Univerzity P. J. Safdrika v KoSiciach

Rozvoj rozdelovacich technik pomocou vymienadov iénov a modifikovanych
celuléz prakticky vytladil pouzitie obyéajnej celulézovej drviny z arzenilu
nosiéov pre chromatografiu aminokyselin a peptidov. Dévodom pre odklon
od celulézy bol jednak rychly rozvoj technolégie vymietiadov iénov na Zipade,
jednak ich znadné prednosti ¢o do rozdelovacej schopnosti zmesi ¢asto fyzi-
kalno-chemicky znaéne pribuznych litok. Casto sa vSak zda, %e tento meto-
dicky vyvoj prisiel pre mnohé, najmé mensie laboratérid preddasne, pretoze
nebolo dostatoéne rozvinuté S$tidium dobrych vlastnosti lacného a dobre
dostupného materialu.

Frakcionicia pomocou rozdelovacej chromatografie na stipei (nemodifiko-
vana celuléza) mé prednosti v tom, Ze umoznuje reprodukovat .podmienky
papierovej chromatografie a dovoluje pracovat pohodlne za Setrnejsich pod-
mienok pre material. Pre frakcionaciu vyssich peptidov je tato otdzka obzvlast
aktualna, pretoze dlhé procediry na koléne z vymienadov iénov mézu niekedy
viest k deStrukeii niektorych vézieb [1].

V tejto praci sme vypracovali podmienky pre frakcionaciu peptidovej zmesi
ziskanej tryptickou hydrolyzou hemoglobinu.

Experimentilna ¢ast

100 mg globinu ziskaného z dvakrét kry$talovaného hemoglobinu sa natravilo kryStae
lickym trypsinom (fy Organofarma, n. p. Praha). Za tGcelom zvySenia aktivity a za-
istenia vysSej Specifi¢nosti sa trypsin preéistil Stvorndsobnou rekrystalizdciou v nasom
laboratoériu podla J. H. Northropa [2]. Priprava globinu, ako aj podmienky jeho trive-
nia sa stanovili obdobne ako v predchddzajtcej praci [3]. Vzniknuty hydrolyzat globinu
sa vysusil lyofilizdciou. Pre frakciondciu hemoglobinu sa pouzil celulézovy préaSok Genuine
Whatman Cellulose Powderstandard grade. 50 g suchého celulézového prasku sa suspen-
dovalo v 250 ml rozpustadla v zloZeni: n-butanol—pyridin—kyselina octové—voda
(30 :20: 6 : 24), ktoré sa pre jednorozmernii zostupni papierovii chromatografiu vyski-
Salo v jednej z predchddzajucich prac [4]. Takto pripravend suspenzia sa v niekolkych
dastiach naliala do sklenej chromatografickej trubice o rozmeroch 1,5 X 150 ecm, opatre-
nej na spodnom okraji pérovitym sklenym dnom. Celuléza sa nechala volne sedimentovat
za mierneho odtoku rozpustadla. Na vzniknuty stipec (120 em) sa naniesol roztok peptidov
v 3 ml vyssie uvedeného rozpustadla. Chromatogram sa vyvijal v systéme S, za pod-
mienok: a) prietok kolénou 30 ml/hod., b) frakcie odoberané automatickym zberadom
frakeii v mnozstve 10 ml. Celd procedura sa robila v temperovanej miestnosti pri teplote
28 °C. Celkove sa odobralo 80 frakcif. Priebeh chromatografie sa sledoval spektrofoto-
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metricky a elektroforeticky. Vsetky frakcie, tak ako postupne vychddzali z kolény,
zmerali sa na spektrofotometri ST, pri vinovej ditke A = 313,5 myu. Namerané hodnoty
sa vyjadrili graficky a z priebehu krivky sa usudzovalo na eltciu jednotlivych frakeii
(obr. 1). Alikvotnd éast (0,3 ml) z kazdej frakecie sa odpé,rila a podrobila elektroforéze
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‘Obr. 1. Vyhodnotenie priebehu chromatografie na spektrofotometri SF, pri vinovej diike
A = 313,56 mp. X = jednotlivé skimavky, ¥ = hodnoty extinkcie. Cisla znadia poéty
skumaviek, 4, B, C, D, E, I' jednotlivé frakcie.
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Obr. 2. Elektroforegram alikvotnej casti eludtov. Elektroforéza v systéme S, (pyridin—

—kyselina octovd—vode (1:10: 89), pH 3,5) pri potencidlovom spdde 50 V/em. Cisla

-oznaduju éisla skiimaviek, velké pismend hore jednotlivé frakecie. Doba trvania elektro-
forézy 2 hod. PIné Skvrny obsahuji Paulyho negativne fragmenty.
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v systéme S, za pouzitia potencidlového spddu 50 V/em po dobu dvoch hodin. Elektro-
foregramy sa detegovali ninhydrinom a po oznadeni ninhydrin—pozitivnych skvin
Paulyho reagentom na pritomnost histidin pozitivnych zén (obr. 2).

AXko vidiet na obr. 1, zndzornujticom spektrofotometrické vyhodnotenie priebehu chro-
matografie, do§lo za uvedenych podmienok k oddeleniu S$iestich zén, ktoré aj elektro-
foreticky javili charakteristické chovanie (obr. 2). Kombindciou elektroforegramu s kriv-
kou ziskanou spektrofotometricky boli sme schopni jednotlivé zény presne ohrani¢it
a oddelené frakeie spojit. Skumavky obsahujuce ti istt frakeciu sme spojili, odparili na
rotaénom odparovadi a alikvotna éast odpovedajucu 1 9, danej frakcie sme podrobili
papierovej chromatografii v systéme S,; (obr. 3). Ako je zrejmé z obr. 3, pouZitim tohto
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: Obr. 3. Chromatogram spojenych frakeif
Fr v systéme S, (n-butanol—pyridin—kyseli-
. naoctovdi—voda 30:20:6:24).Cislala2
. : oznaCuji zmesi aminokyselin chromato-
.% : : & grafované ako referen¢né, B, C, D, E, F
e . znadia spojené frakeie. Oznacenie frakcii sa-
zhoduje s oznaéenim na elektroforegrame:

na obr. 1.

typu frakciondcie mozno nendroénym spdsobom ziskat pomerne velmi jednoduché zmesi
peptidov, ktoré zvydajne pouzitim eSte jednej rychlej rozdelovacej techniky (vysoko-
napétové elektroforéza) ddvaju homogénne individudlne peptidy. Hlavna vyhoda vy-
pracovanej techniky spoéiva v jej jednoduchosti a ¢asovej uspornosti. V porovnanf
s frakciondciou na vymienadoch iénov, kde predpriprava a vlastny pokus znaéne dlho-
trvaja (14 i viac dni), frakciondcia vysSie opisanou metédou trvé najviac 24 hodin. Na
druhej strane nemozno ju pausélne odporucat ako ndhradu za chromatografiu na vymie-
nadoch iénov, ktoré bezpochyby predstavuju vys$i stuperi vo vyvoji rozdelovacich
technfk a umoziuju v konkrétnych pripadoch dosiahnut neobyéajni jemnost oddelenia.
Pre frakciondciu peptidickej zmesi predstavuje vSak vhodnu rozdelovaciu techniku..
V naSom laboratériu sa pre frakciondciu tryptickych hydrolyzdtov pouzili viaceré hemo-
globiny, priéom vysledky holi tiplne reprodukovatelné.



Frakciondcia hydrolyzdtu hemoglobi 157
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Opisuji sa podmienky pre frakciondciu tryptického hydrolyzitu hemoglobi-
nu chromatografiou na koléne celulézovej drviny.

Ako rozdelovaci systém sa pouZil n-butanol — pyridin — kyselina octovd —
—voda (30 20 6 24). Pre vyhodnotenie chromatografie sa pouzila spektro-
fotometria pri vlnovej dlzke 2 = 313,5 myu a vysokovoltova elektroforéza pri
potencidlovom spade 50 V/cm.

OPARIMOHAIMSA TPUOTMYECKOI'O TUJIPOJIM3ATA
TFEMOINJIOBHA HA LEJIJIIOJIO3HON KOJIOHRE

ITABEJI MACIIAP

Hadejpa Onoxnvun MegunuHckoro Qary:abrera ¥YHusepentera mmenn II. II. Iadapuxa
B Hommnax

BuBoant

B paGore onucuBaIOTCA YCJIOBUSA (PAKLMOHAIMYN TPUITHYECKOrO THJIPOJIM3AaTa IeMOIVIO-
Ouna noMoInbLIo XpoMaTorpaguy Ha HEJISTIIONIO3HOM KOJIOHKe.

Pacnpeic;IMTCIbHBIM  CHCTEMOM  CIIYMKHJI  PacTBOP H-OyTaHOJb—IMPUIAMH—YKCYCHAf
xucnora—poga (30 20 6 :24). Ins omeHKHM xpomaTorpaduu aBTOP NPUMEHMJI CIIGKTpO-
«OTOMCTDHIO ¢ JUIMHOI BOJIHLL 4 = 313,5 My M BLICOKOBO.ILTOBBLI 3jIeKTpoopes ¢ IOTeH-
ManbHLIM HajeHieM 50 V/em.
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FRAKTIONIERUNG EINES TRYPTISCHEN HYDROLYSATS
VON HAMOGLOBIN AUF DER CELLULOSESAULE
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit beschreibt der Autor die Bedingungen fiir die Fraktionie-
crung eines tryptischen Hydrolysats von Himoglobin mittels der Chromatographie auf
einer Kolonne aus Zellstoff.

Als Trennungssystem wurde n-Butanol—Pyridin—Essigsdure—Wasser (30 : 20 : 6 : 24)
verwendet. Fiir die Auswertung der Chromatographie verwendete der Autor die Spektro-
photometrie bei einer Wellenlénge 4 = 313,5 mu und die Hochspannungselektrophorese
bei einem Potentialgefille von 50 V/em.

In die Redaktion eingelangt den 15. 4. 1960
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