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Vynélez sa tyka spdsobu detekcie a-amy-
14z v géloch. Podstata spdsobu detekcie spo-
&iva v tom, %e sa na agarovy gél obsahujdci
kovalentne vyfarbeny hydroxyetyldkrob s
dvojsodnou solou 1l-amino-2-sulfo-4-[3-{2-
-sulfdtoetylsulfonylanilino) Jantrachinonu,

s obsahom 5,8 a7 13,2 % hmot. tohto farbi-
va, pOsobi agarovym gélom obhsahujicim
a/alebo neobsahujlcim e-amyldzy, nato sa
gél obsahujlici kovalentne wyfarbeny hyd-
roxyetylS8krob s dvojscdnou solou l-amino-
-2-sulfo-4-[3-(2-sulfdtoetylsulfonylanili-
no}lantrachinénu cddell a vymyje vodnym
roztokom obsahujicim 1 objem 0,05 aZ 0,2
mol .11 acetdtového pufru o pH 4,5 aZ 6,0
a 2 aZ 5 objemov zmesi etanol-acetén 2:1
az 5:1 obj., ¢im sa z gélu v mieste pOsobe-
nia g-amyldz vymyji enzymom uvolnené fa-
rebné fragmenty a miesta, kde w-amyldzy
nepdsobia, zostand nezmenené. Vyndlez mé
pouZitie v klinickej biochémii, diagnostike
a vo fermentatnom priemysle.
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Vyndlez sa tyka spdschu detekcie g-amy-
14z v géloch.

c-amylazy sd stcastou komplexu enzymov
Zivotidnych a mikrobidlnych buniek kataly-
zujuceho konwverziu Skrobu a glykogénu na
glukozu, Predstavujl wyznamnd enzymovi
zloZku biologickych tekutin ludského orga-
nizmu, ako je napr. krvnd plazma, sliny a
mot, kde sa vyskytuji vo viacerych formach
liSiacich sa izoelektrickymi bodmi.

Celkova hladina ¢-amyldzy v biologickych
tekutindch ako aj vzdjomné zastiipenie jed-
notlivych foriem alebo ich podet st zdvislé
od zdravotného stavu &loveka a si indika-
ciou niektorych ochoreni ako je napr. hy-
peramylazémia a pankreatitida [W. B. Salt,
S. Schenker: Medicine (Paris) 55, 269
(1976)].

Analyza mnohotnych foriem amyldz sa
uskutofiiuje aplikdciou déinnych metod se-
paracie bielkovin w géloch (elektroforézou,
izoelektrickou fokuséciou, pripadne chroma-
tografiou’ na tenkych vrstvdch). Na sepa-
raény krok musi v8ak navdzova! spolahlivd
a rychla metéda detekcie, resp. lokalizdcie
enzymovej aktivity.

Najnov8ie spdsoby detekcie g-amyldz v
géloch vyuZivaji ako substrdat nerozpustny
§krob alebo amylopektin siefovany epichlér-
hydrinom s kovalentne naviazanym farbi-
vom []J. Kamaryt, J. Zemek, L. Kuniak: ].
Clin. Chem. Clin. Biochem. 20, 451 (1982);
L. Royse, D. M. Jensen: Clin. Chem. 30, 387
(1984)].

Principom detekcie, ktord pdvodne navr-
hol M. Ceska, je uvolilovanie rozpustnych
farebnych fragmentov polysacharidu do roz-
toku z nerozpustného substrdtu v mieste
kontaktu substratu s enzymom lokalizova-
nym vseparatno m géli [M. Ceska: Biochem.
J. 121, 575 (1971)].

Nerozpustny subsirdt sa aplikuje na se-
paratny gél bud vo forme suspenzie v aga-
rovom géli [M. Ceska: Biochem. ]. 121, 575
(1971]], bud sa nim separatny gél posype
a obraz ~-amyldz sa ziska po prevedeni od-
tlatku pomocou filtra¥ného papiera []. Ka-
maryt, J. Zemek, L. Kuniak: ]J. Clin. Chem.
Biochem. 20, 451 (1982)] alebo separaény
gél sa priamo mdada v suspenzii nerozpust-
neho chromogénneho substrdtu [L. Royse,
D. M. Jensen: Clin. Chem. 30, 387 (1984)].

Pri posledne citovanej metdde dochddza
k vyfarbovaniu miesta, kde sa nachéddza en-
zym w separatnom géli, v désledku diftizie
nizkomolekuldrnych fragmentov polysacha-
ridu do gélu v mieste Stiepenia nerozpust-
ného substrdtu. Pomerne dobrd difdzia oniz-
komolekuldrnych fragmentov vak spdsobu-
je, Ze zbémy na ziskanych zymogramoch sd
dost neostré a z tohoto dovodu nie prili§
vhodné na detekciu minoritnych a elektro-
foreticky pribuznych foriem eg-amyldz, kto-
ré sa javia doleZité prdve z klinického hla-
diska [J. J. Zakowski, D. E. Bruns: Clin.
Chem. 29, 2095 (1982); P. Leclerc, ]. C. Fo-
rest: Clin. Chem. 1020 (1983)].
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Uvedené nevyhody v podstatnej miere od-
strafiuje spdsob detekcie w-amyldz v géloch
podla vynédlezu, ktorého podstata spoliva
v tom,Ze sa na agarovy gél cbsahujici ko-
valentne vyfarbeny hydroxyetyl3krob s dvoj-
sodnou solou 1-amino-2-sulfo-4-I3-(2-sulfé-
toetylsulfonylanilino)lantrachinénu, s obsa-
hom 5,8 aZ 13,2 % hmot. tohto farbiva, p6-
sobi agarovym gélom obsahujicim a/alebo
neobsahujicim ¢-amyldzy, naéo sa vyfarbe-
ny gél oddeli a vymyje vodnym roztokom
obsahujicim 1 objem 0,05 aZ 0,2 mol.1-1
acetatového pufru o pH 4,5 aZ 6,0 a 2 aZ 5
objemov zmesi etanol—acetén 2:1 a% 5:1
obj., ¢im sa z gélu v mieste pdsobenia «-a-
myldz vymyji enzymom uvolnené farebné
fragmenty a miesta, kde g-amyldzy nepoéso-
bia, zostant nezmenené.

Vyhodou tohto farebného substratu je, Ze
je rozpustny vo vode a w pufroch, ale dé sa
Z tychto roztokov kvantitativhe vyzrézat
zmesou etanolu a aceténu. Enzymom uvol-
nené fragmenty sa za podobnych podmienok
nezrézaja, ¢o umoziinje selektivne vymyva-
nie degradovaného polysacharidu z agaro-
vého gélu v mieste kontaktu s g-amylazou.

Vyhodou spdsobu detekcie tymto substra-
tom je, Ze pri detekcii g-amyldzy v gélecch
poskytuje ostrejSie z6ny mnohotnych foriem
enzymu ako doteraz popisané metddy, Ze je
mimoriadne citlivy a umoZiiuje detekovat
submikrogramové mnoZstvd enzymu a tieZ
umo#iiuje stanovit sprdavnu diZku expozicie
substrdtu enzymu tym, Ze transparentnost
gélov umoZiiuje vizudlne sledovanie zmien
v agarovom géli so substratom.

Priklad 1

Sodnd sol 0-{2-[3-(1-amino-2-sulfoantra-
chindn-4-ylamino )fenylsulfonyl]etyljhyd-
roxyetyl§krobu (150 mg) s obsahom 13,2 %'
hmot. farbiva sodnej soli 2-[3-(1-amino-2-
-sulfoantrachinén-4-ylamino)fenylsulfon-
yl]etyl- sa rozpusti za mieSania v 10 ml des-
tilovanej vody, zmieSa sa s 20 ml 80 °C tep-
lého roztoku 60 mg agaru v 0,2 mol.1"1
acetatového pufru pH 4,5 a dkamZite sa na-
leje medzi dve priehladné polyesterové f6-
lie prilepené tenkou vrstvou silikénového
oleja (DC-200) na sklenenych doskéch od-
delenych od seba rdmom z polyvinylchlori-
du o hribke 0,8 mm.

Po stuhnuti sa farebny agarovy gél pouZi-
je na detekciu «-amyldz v separa&nych po-
lyakrylamidovych alebo agardzovych gé-
loch, pripadne na inom materidli. Gél, na
ktorom sa uskutofni separdcia analyzova-
nych bhielkovin obsahujdcich ¢-amylazy, sa
okamZite po separédcii prekryje tenkym a-
garovym gélom s farebnym substrdtom.

Na zamedzenie tvorenia bublin medzi o-
boma gélmi je vhodné agarovy gél so sub-
strdtom predtym vyhriat na teplotu 40 °C
nad horticou platiiou. Spojené gély sa inku-
bujt pri teplote 20 °C, kym sa v agarovej
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vrstve so substrdtom mnezatni objavovat
miesta so zmenenym odtiefiom modrej far-
by, ¢o je spbsobené degradédciou polymér-
neho substrdtu v mieste jeho dotyku s en-
zZymom.

Po oddeleni agarového gélu so substratom
od separatného gélu, na ktorom sa objavia
nevyrazné modré z6ny v mieste vyskytu o-
-amyldz, sa gél so substrdtom ponori do
zmesi 0,05 mol . 1~ acetdtovy pufor (pH 4,5]
— etanol—acetén (1:3:1, obj.), v ktorej
sa povodny enzymom neatakovany substrat
nerozpusta a ani nezrdza, ktord viak wvymy-
va z gélu kratSie, enzymom uvolnené fareb-
né fragmenty.

Po 5 hodindch drZania agarovej repliky
v odfarbovacom roztoku sa miesta cdpove-
dajiace lokalite «#-amyldz objavia ako bledo-
modré aZ tuplne bezfarebné zény na tmavo-
modrom pozadi.

Priklad 2

Postupuje sa ako v priklade 1, s tym roz-
dielom, Ze sa pouZije sodnd sol O-{2-[3-(1-
-amino-2-sulfoantrachin6n-4-ylamino)fenyl-
sulfonyl]etylthydroxyetyl§krobu s obsahom
5,8 % hmot. sodnej soli 2-[3-[{1-amino-2-
-sulfoantrachindn-4-ylamino}fenylsulfony!]-
etyl-, ktorej 300 mg sa rozpusti v 10 ml dest.
vody a zmieSa sa s 20 ml 80 °C teplého roz-
toku 600 mg agaru v 0,2 mol.1"! acetédto-
vého pufru pH 4,5.

Vynélez mé pouZitie v klinickej biochémii,
diagnostike a vo fermentatnom priemysle
na detekciu a lokaliziciu w-amyldz v géloch
S0 separovanymi bielkovinami po tenkovrst-
venej chromatografii, elektroforéze alebo
izoelektrickej fokusdcii.

PREDMET VYNALEZU

Sposob detekcie ¢-amyldz v géloch s hyd-
roxyetylSkrobom s kovalentne naviazanou
dvojsodnou solou 1-amino-2-sulfo-4-[3-(2-
-sulfdtoetylsulfonylanilino) ]Jantrachinénu
vyznacujici sa tym, Ze sa na agarovy gél
obsahujici hydroxyetylskrob kovalentne vy-
farbeny s dvojsodnou solou l-amino-2-silfo-
-4-[3-{2-sulfatoetylsulfonylanilino) jantra-
chinénu, s obsahom 5,8 aZ 13,2 % hmot.
tohto farbiva, p6sobi agarovym gélom ob-
sahujicim a/alebo neobsahujicim «-amylé-

zy, nafo sa gél obsahujici kovalentne vy-
farbeny hydroxyetylskrob s dvojsodnou so-
lou 1-amino-2-sulfo-4-{3-( 2-sulfdtoetylsulfo-
nylanilino) Jantrachinénu oddeli a vymyje
vadnym roztokom obsahujtcim 1 objem 0,05
aZ¥ 0,2 mol.1"1 acetatového pufru o pH 4,5
aZ 6,0 a 2 aZ 5 objemov zmesi etanol—ace-
tén 2:1 aZ 5:1 obj., ¢im sa z gélu v mies-
te pOsobenia x-amyldz vymyji enzymom u-
volnené farebné fragmenty a miesta, kde
a-amylézy nepoOsobia, zostani nezmenené.
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