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A SZABVANYMUVELETI ELOIRAS CELJA

Osszefoglalja a rutinszertien alkalmazott technoldgiai eljaras részleteit.

A SZABVANYMUVELETI ELOIRAS ERVENYESEGI TERULETE

Orvosi Biokémiai Intézet Hemosztazis részlege.

ILLETEKESEG ES FELELOSSEG MEGHATAROZASA

A dokumentum kidolgozasaért felelos:

Részlegvezetd

A dokumentum alkalmazasaért felelds:

Kutatok, oktatok

A dokumentumban foglaltak végrehajtasaért felelés:
Laborasszisztensek.

A dokumentumban szabailyozott tevékenység rendszer feliilvizsgalat alkalmaval torténé
feliilvizsgalataért felelds:

A Mindségiranyitasi vezetd
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Plazmin szubsztratbol (Spectrozyme-PL) a kovetkezo higitasi sort készitjiikk 20 mM TRIS 150 mM
NaCl pH 7,4 pufferrel (TRIS puffer) 10 mM Spectrozyme-PL térzsoldatbol
S=5/10/20/40/60/80/100/150 uM

Ennek menete:

1,98 ml TRIS puffer + 20 pul 10 mM Spectrozyme-PL =2 ml 100 uM Spectrozyme-PL

0,49 ml TRIS puffer + 7,5 pul 10 mM Spectrozyme-PL = 0,5 ml 150 uM Spectrozyme-PL

A 100 pM Spectrozyme-PL-t hasznaljuk a tovabbi higitadsokhoz:

0,475 ml TRIS puffer + 25 pul 100 uM Spectrozyme-PL = 0,5 ml 5 uM Spectrozyme-PL
0,450 ml TRIS puffer + 50 pl 100 uM Spectrozyme-PL = 0,5 ml 10 uM Spectrozyme-PL
0,400 ml TRIS puffer + 100 ul 100 uM Spectrozyme-PL = 0,5 ml 20 uM Spectrozyme-PL
0,300 ml TRIS puffer +200 pl 100 uM Spectrozyme-PL = 0,5 ml 40 uM Spectrozyme-PL
0,200 ml TRIS puffer + 300 ul 100 uM Spectrozyme-PL = 0,5 ml 60 uM Spectrozyme-PL
0,100 ml TRIS puffer + 400 pl 100 uM Spectrozyme-PL = 0,5 ml 80 uM Spectrozyme-PL

A plazmin aktivitast szobahén mérjiik: 10 pl plazmin + 200 pl Spectrozyme-PL, 1 perc alatt mérjiik
az abszorbanciat 405 nm-nél Beckmann DU7500 spektrofotométeren (a plazmin térzsoldatat n-szer
higitjuk ugy, hogy a 100 uM Spectrozyme-PL-en a percenkénti abszorbancia valtozas

crer

dA=Kcar* (Eo/(21*N))*(S* ona /1€6)/(KM+S)

egyenlethez torténd regresszids analizissel torténik, ahol gna=8820 M .em™, k=810 min™
A meghatarozas akkor fogadhato el, ha a Km<20 uM.

A kcat az alabbi modszer szerint keriilt meghatarozasra

Active site titration of plasmin

(Bock PE, Craig PA, Olson ST, Singh P. Isolation of human blood coagulation a-factor X, by
soybean trypsin inhibitor-Sepharose chromatography and its active-site titration with fluorescein
mono-p-guanidinobenzoate. Arch Biochem Biophys 1989;273:375-388.)

- 3mM FMBG in DMSO (1 évig tarolhat6 -20 °C-on)

- 3 mM Na-fluorescein in DMSO (1 évig tarolhat6 -20 °C-on)

- Na-fluorescein koncentracio ellendérzése 0,01 M NaOH-dal higitva (kb. 2-3 uM-ra) A4g alapjan
(e= 89125 M .cm™)

- titralashoz 20 puM FMGB in 25 mM NaH,PO4/Na,HPO4 75 mM NaCl pH 7,4 (mindig
kozvetleniil mérés eldtt higitando!!!)
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- fluorescencia kalibralas 0/2/3/5/6/8/10 uM Na-fluorescein in 25 mM NaH,P0O4/Na,HPO, 75
mM NaCl pH 7.4 oldatbol 20 pl-t kell hozzaadni 200 pl 20 uM FMGB-hez (mérés Victor-on,
Active site FMGB modszerrel, 10 perc, 3 sorozat egyszerre)

- titralashoz 0/0,24/0,4/0,8 g/1 plazminbdl 20 pl-t kell hozzaadni 200 ul 20 uM FMGB-hez
(mérés Victor-on, Active site FMGB mddszerrel, 30 perc, 3-3 padrhuzam)
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