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(54) Iptsob vyroby prostfedku pro stanoveni

proteolytické aktivity

(57) Prosttedek pro stanoven{ proteolytické
aktivity se vyrdbi tak, Ze se k roztoku Ze-
latiny ptidéd roztok vhodného barviva nebo
pigmentu (napf. kongo Cerved, ve vodé roz-
pustny nigrosin, &ernd tus) a bifunk&nim
¢inidlem (napf. glutaraldehydem) se provede
zesiténi Zelatiny za souasného zabudovéni
barviva nebo pigmentu.
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Vyndlez se tykd zpasobu vyroby prostfedku pro stanovenf proteolytické aktivity.

Proteolytické enzymy jsou 3iroce vyuXfvédny v mnoha odv&tvich primyslu, v zem&d&lstvf,
v medicing&, v biochemickych laboratoffch i jinde. Pro stanovenf{ jejich aktivity lze po-
uZzit celou fadu substrdtd. Vyznamné mifsto mezi nimi zaujimaji nepropustné biflkovinné chro-
molytické substrdty.

Dosud pouZivané zpisoby pfipravy nerozpustnych chromolytickych substrdtt spo&ivaji

v tom, Ze se

a) na ptirozenou nerozpustnou bilkovinu (napft. kolagen, keratin, elastin, fibrin) kova-
lentn& nebo absorbci navdie vhodné reaktivnf{ barvivo

b) bé&2né rozpustné bilkoviny v roztoku zesit{ vhodnym bifunk&nim ¢inidlem, pfigemZ se
vytvolf{ nerozpustné sitované bflkoviny, na které se v druhém stupni kovalentn& nebo
absorbci navd’e vhodné reaktivni barvivo.

Ipisob vyroby prostfedku pro stanoveni proteolytické aktivity podle vyndlezu spo&fivd
v tom, Ze se k roztoku vhodné bilkoviny (napt. %elatina) p¥id4 vhodné barvivo nebo pigment,
nate? se ptidé vhodné bifunk&nf Zinidlo (s vyhodou napft. glutaraldehyd), aby doslo k ze-
siténi a vytvoten{ nerozpustné, barevné sitaované bflkoviny. Tato nerozpustnd barevns si-
tovand bilkovina je vytvofena v jediném kroku. Vznikly produkt se dtkladn& promyje vodou
a poneché se bud ve form& gelu, nebo se rozdrobf na malé kousky, usu3{ za mirné& zvysené
teploty a potom se rozetfe na jemny prdsek. Pdsobenim proteolytickych enzymi se ze substrd-
tu uvolfiuje barvivo, jehoZ mnoZstvi je umé&rné aktivit® proteinasy a je moZno ho stanovit
napl. spektrofotometricky, po odfiltrovédni nebo odstfed&ni nerozloZeného nerozpustného
substrétu.

Vyndlez je dokumentovdn pfiklady.

Pfiklad 1

lelatina (10¢g) byla na vodni l4zni rozvafena ve 100 ml vody. Po rozvafen{ byloc k roz-
toku Zelatiny pfiddno 0,25 g kongo &ervené& rozpusténé v 10ml vody. Ke vzniklému roztoku
bylo potom za michdn{ ptfiddno 1 a? 2ml 50 % glutaraldehydu, zfed&ného 10 ml vody. Do3lo
k rychlému zesitén{ Zelatiny a vytvofil se nerozpustny barevny gel. Vznikly gel byl roz-
droben na malé &édstice, promyt dikladn& vodou, usuZen pfi mirn& zvyZené teplot& a rozetten
v tfec! misce na jemné &t4stice. ‘

Ptiklad 2

Analogicky jako v piikladu 1 byl pripraven nerozpustny barevny gel. Po rozdrobeni
a promyt{ vodou byly &4stice gelu homogenizovdny v Elvehjem-Potterové homogenizdtoru. Vy-
tvotené jemn¢ &dstice byly suspendovdny v pufru a pouZity pro stanoveni proteolytické
aktivity. '

Ptiklad 3

Analogiqky jako v pfikladu 1 byly ptipraveny substrdty obsahujic{ jako pigment nigro-
sin rozpustny ve vod& (0,259 na 10g Zelatiny) nebo &ernou tus (3ml na 10g Zelatiny,
ptiddna po ochlazeni roztoku Zelatiny na 35°¢).

Priklad & ‘

Analogicky jako v pEikladu 1 byl pfipraven roztok Zelatiny obsahujici kongo &ervef.
Roztok byl rozlit na Petriho misky, aby se vytvofila vrstva asi 4 mm vysokd. Po zatuhnuti
byla vrstva Zelatiny ptelita 10 aZ 25ml 2,5% roztoku glutaraldehydu a roztok byl ponechén
pusobit 18 aZ 24 hodin. Potom byl roztok glutaraldehydu slit, zesft&nd Zelatina byla do-
kladn& promyta vodou a korkovrtem byly vykrojeny disky o vhodném prim&ru. Disky byly ucho-
vdvdny ve vodé& s piidavkem vhodného bakteriocidniho prosttedku.

Ptiklad 5
Analogicky jako v pifikladu 4 byly ptipraveny disky, které byly za laboratornf ‘teplo-
ty ponechény vyschnout. Byly uchovdvdny za laboratorni teploty.
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PouZ?itf nerozpustnych chromolytickych substrdtd je dokumentovédno pfiklady 6 aZ 10.

Priklad 6

Do zkumavek bylo navdZeno po 20 mg substrdtu (pfipraven podle piikladu 1), pfiddno
po 2ml vhodného pufru a ponechdno 20 min bobtnat. Potom bylo do zkumavek pfidéno po 1ml
roztoku obsahujicfho proteinasy. Po vhodn& dlouhé inkubaci (nap¥. 30 min pFi 37 azZ 50°C)
byl substrdt odfiltrovdn a filtrdt byl spektrofotometricky pomé&ren p¥i 497 nm. Do hodnoty
absorbance 1 byla zdvislost mezi mnofstvim (aktivitou) proteinasy a absorbanci filtrétu
linedrni.

Ptiklad 7

Do zkumavek bylo pipetovdno po 2ml suspenze substrdtu (pfripraven podle pfikladu 2,
suspenze obsahovala 10mg substritu na 1ml) a potom bylo pfiddno po 1lml roztoku protei-
nas. Dal3f postup byl analogicky jako v pfikladu 6.

Ptiklad 8

Analogicky jako v pfikladu 6 bylo provedeno stanoveni proteolytické aktivity pomoci
substrdtd, které jako pigment obsahovaly nigrosin nebo &ernou tu¥ (pripravené podle pfi-
kladu 3). :

Pfiklad 9

Do 2ml pufru ve zkumavkdch byly vloZeny disky substrdtu (pfipravené podle pfikladu
4) a bylo ptiddno po 1 ml roztoku proteinas. Po skonteni inkubace byl zabarveny roztok
odlit a promé&tfovén.

Ptiklad 10

Analogicky jako v pfikladu 9 bylo provedeno stanoveni proteolytické aktivity pomoci
vysugenych disk( substrédtu (pfipravené podle pFikladu 5) s tim rozdilem, ¥e pfed piidav-
kem roztoku proteinasy po dobu 20 minut bobtnaly v pufru.

PREOMET VYNALEZU

Zplsob vyroby prostfedku pro stanoveni proteolytické aktivity, vyznatujici se tim,
Ze se k roztoku Zelatiny pfidéd roztok barviva, napf. kongo &erven nebo ve vodé& rozpust-
ného nigrosinu, nebo pigmentu, napffklad &erné tu3e a bifunk&nim &inidlem, napfiklad
glutaraldehydem, se provede zesit&ni Zelatiny za soutasného zabudovéani barviva nebo pig-
mentu.
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