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Vyndlez se tykd zplsobu pf{pravy nerozpustnych znalenych substrdtd pro stanoven{ proteo-
lytické aktivity,

Pro stanoven{ aktivity proteolytickych enzymd je moZno pouZit celou *adu substrd-
td. Mezi nimi vyznamné misto zaujimaj{ nerozpustné dbflkovinné znalend substrdty. Mezi
ne patf{ napffklad ko%nf prédBek s navdzanou Remazolovou brilantn{ mod#{, elastin s na-
vézanou kongo Zervenf, fibrin obarven} indigokarm{nem, Zelatina zes{tZnd glutaraldehy-
dem v pf{tomnosti nigrosinu, Zelatina zna¥end fluoresceinem a navdzand na Sepharosu 4B,
kolagen znaleny 14¢ nebo sffované bflkoviny s kovalentnd navédzangm reaktivni{m barvivem.

Dosud pouZfvané zplsoby pF{pravy nerozpustnych znadenych bflkovinnych substrétd
pro stanoveni proteolytické aktivity spodfvajf{ v tom, %e se na pfirozenou nerozpust-
nou bilkovinu (napffklad kolagen, keratin, elastin, fibrin) kovalentn¥ nebo adsorbe{
navdie vhodnd znalka, nebo se b&%né rozpustnd bdbflkoviny v roztoku zesft{ bifunkZnim
tinidlem, prilem? se vytvor{ nerozpustné s{iované bflkoviny, na kterd se v druhém
stupni Xovalentn¥ nebo absorbef navdie vhodnd znadka. Dal3{ moinost{ Je, %e se v roz-
toku b{lkoviny suspenduje nebo rozpustf vhodnd znalka a potom se provede zesf{tdnf bfl-
koviny vhodnym bifunk&nim Zinidlem; znalka je zabudovdna do struktury nerozpustné bf{l-
koviny. Je také moZné zna¥enou rozpustnou db{lkovinu navdzat na vhodnou matrici. Deri-
vty kaseinu Je moZné tepelnym zdsahem pFevést na nerozpustnou formu.

Zpisodb pripravy nerozpustnych znaZenych substrdtd pro stanoveni proteolytické
aktivity podle vyndleau spodfvd v tom, Ze se znalend bflkovina zabuduje do struktury
polyakrylamidu., Vznikly produkt se pfevede na jemnd &dstice, kterd se dikladnd promy-
J1 vodou a organickyml rozpoudtd#dly a potom se usudf{. Pldsobenf{m proteolytickych enzy-
md se ze zabudované bilkoviny od3tZpujf znadend peptidy, jejich? mnoZstv{ e UmErné
aktivit® proteinasy, a Jje moZné Je stanovit napifklad spektrofotometricky, fluorimet-
ricky nebo radiometricky, po odfiltrovédnf{ nebo odstfed®nf nerozloieného nerozpustného
substrdtu.

Vyndlez Je dokumentovédn p#{iklady.
Pr{klad 1

Na kasein se kovalentnd navdZe reaktivn{ darvivo dichlorotriazinového nebo mono-
_chlorotriazinového typu (napf{klad Ostazinovd Zerven $-5B, Ostazinovd mod¥ $-2G nebo
Ostazinovd mod® H-5R) podle standardnf{ho postupu. 5 g znaleného kaseinu se rozpustf

v 70 ml 10% Na,HP0,.12 H,0. Po rozpudt2nf se pridd 28,8 g ekrylamidu a 1,2 g N,N'-
-methylen-bis-gkrylamidu. Po rozpult¥n{ se objem roztoku uprav{ na 100 ml, roztok

se odvzdudn{ a ptidd se 1,5 ml 10% persiranu amonného a 150 ul N,N,N ,N ~tetramet-
hylenethylendiaminu (TEMED). Po promfchdnf se smds ponechd polymerovat. Po 24 hodi-
ndch se vznikly gel rozkrdj{ na malé kousky a homogenizuje se v noZovém mixeru., Jem-
nd Zdstice gelu se zabudovanou znafenou bilkovinou se na frit# promyJ{ ddkladn¥ vo-
dou a etanolem a usu3{ se pfi laboratorn{ teploti.

Pr{klad 2

Do zkumavek se navdii po 70 mg substrdtu, pfipravenédho podle bodu L. Pfidaj{ se

3 ml vhodného pufru a substrdt se ponechd bobtnat p#i pracowvn{ teplotd po dobu 20
min. Potom se do zkumavek pFidd po 1 ml roztoku obsahujfcf{ho proteinasy a smis se
protfepe. Po vhodn# dlouhd inkubaci (napfiklad 30 min p¥i 37 ai 50 9C) se substrat
odfiltruje nebo odstfedf a filtrdt nebo supernatant se promd¥{ pfi vhodné vlnové
délce (520 nm pro Ostazinovou Zerven S-5B, 590 nm pro Ostazinovou mod® H-5R nebo

620 nm pro Ostazinovou mod¥ S-2G). Trypsin bylo moZnc Uspdin¥ stanovit v rozsahu
xoncentract 0,1 a% 10 ug/ ml, '
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PREDMET VYNALEZU

Zpisob pfi{pravy nerozpustnych znadenych substrdtd pro stanoven{ proteolytické aktivity,
vyznadujict se tim, e se znalend bilkovina zapolymeruje do struktury polyakrylamidu.
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