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(54) Zplsodb kvantitativnfho luminometrického
atanoven{ peroxidu vodiku a substrdtu
oxiddz

(57) Re#ent se tyké zpdsobu kvantitativ-
niho luminometrického stanoveni peroxidu
vod{ku a substrétd oxiddz. Tento zplsob
spodivd v injekci vzorku substrétu do kon-
tinuelnfho proudu média. Stykem média s
imobilizovanym enzymem odpovidajicim p¥{-
sludnémi substrdtu vznikd p¥i enzymatické
oxidaci substrdtu peroxid vodf{ku. Ten
plichdz{ ddle do styku s imodbilizovanou
peroxiddzou uaistinou v zorném poli lumi-
nometru, Médium obsahuje chemickou ldtku,
kterd pii reakci s peroxddem vodiku ka-
talyzované peroxiddzou vykazuje lumini-
scencli. Samotnd kvantifikace se d&Jje na
zdklad¥ srovnénf mezi odezvami na neznéd-
ny stanovovany vzorek substrdtu a na zné-
mé mnoZstv{ zkoumané léiky. Tato stano-
ven{ je moino vyufft v oblasti biochemlie,
1ékatské blochemie, fyziologie a farma-
ceutického primyslu.
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Vyndlez se tykxd zpiisobu kvantitativniho luminometrického stanoveni peroxidu
vodiku a substratld oxidéds.

Vytvofen{ analytickfch metod umoZinujfcich kvantitativn{ stanovenf biologicky
v¥znamnfch ldtek 8 vysokou citlivostf Je velkym prodlémem v biochemickych labora-
tof{ch. Pro m3feni n¥kterfch ldtek, které je moZno pisobenim oxidéz pfemdnit na pe-
roxid vodiku, je pouZivdno luminiscence, p¥i které je do kyvety luminometru napipe-~ .
tovdn p¥isludny stanovovany} substrédt, Jemu odpovidajici oxiddza, peroxiddza a lumi-
nol p¥{p. jiny akceptor elektrond. Oxiddza prevede substrdt na peroxid vodilku, kte-
vy v p¥{tomnosti peroxiddzy reaguje s luminolem za vzniku luminiscence. Velikost
luminiscence, regisirované luminometrem, odpovidé pivodnimu =nofstvi stanovovaného
substrédtu. Metoda 1 Jej{ aplikace Jsou podrobn¥& popsdny v knize M.A.Detuca /ed./,
Methods in Enzymology, vol. 57, Bioluminiscence and Chemilumiscence (Academic Press
New York, 1978/.

Tato metoda, piestofe Je vysoce citlivd, md své nevyhody. Nutnost piddnf no-
vého mno¥stvi enzymd pro kaZdé jednotlivé mZ¥en{ znamend vysokou spotiedbu specific-
kych enzymd, Miteni samoiné Je pomald a pracné. Tyto nevyhody odstranuje zpisodb mi-
fenf podle vyndlezu. Jsou v n¥m uplatnény dva zdkladni prvky novosti. Injekce mZ-
Penych vzorkd substriatly je provddéna p¥fimo do kontinudlnfho proudu média, &{m%f od-
padd priddvéni Jednotlivfch enzymd ke kaZdému vzorku a pouZité enzymy Jsou navic
imobilizovdny na vhodném nosidi, se kterym proudic{ médium piichdz{i do styku.

Zpisob kvantitativnfho stanovenf peroxidu vodiku a substrdtd oxiddz spo&fivéd
tedy v injekci vzorku substrdtu do kontinuélnfho proudu média., Stykem média s imo-~
bilizovanym enzymem odpovidajfcim pF{slu3nému substrétu vznikd p¥i enzymové oxida-
ci substrédtu peroxid vodiku. Vznikly peroxid vodiku prochdzi pak s médiem kolonkou
s imobilizovanou peroxiddzou na nosili, ktery Je propusiny pro svitelné zé¥end,
napf. drobné sklenZné nebo plastové kulilky, stiny sklen®né nebo plastové kapiléry
apod.

Medium obsahuje chemickou ldtku nap?. luminol, isoluminol apod., kterdé p¥i
reskci s peroxidem vodiku katalyzované peroxidézou slouZf jako akceptor elektrond
a p¥i oxidaci vykazuje luminiscenci. Proto Je imobilizovand peroxiddza umist&na
pfimo v zorném poli luminometru.

Svételny signdl, vznikajfc{ p¥i enzymatické redukci peroxidu vodiku, Je piimo
dmSrny koncentraci peroxidu vodiku a tedy i pdvodniho vzorku substrdtu pro pouZitou
imobilizovanou oxidazu. Samotnd kvantifikace se d&je na zdklad® srovndn{ mezi odez-
vami na nezndmy stanovovany vzorek substrdtu a na znémé standardni mnoZstvi zkouma-
né ldtky.

Princip tohoto zpUsobu stanoveni je moZno vyuZf{t v odblasti biochemie, lékaFské
biochemie, fyziologického a farmaceutického vyzkumu. Charakteristickym prikladem
létek, které mohou byt timto zpdsobem stanoveny, Jsou glukosa, cholin a cholesterol.

Priklad

Popsany zpisob byl pou?it ke stanovenf{ mno¥stv{ acetylcholinu (ACh) v extrak-
tech z mozkové tkdénZ., K tomuto dEelu byla pouZita kombinace ti{ imobilizovanych en-
zymd na t¥ech za sebou nésledujicich kolondch: acetylcholinestardza /vytvé¥{ z ace-
tylcholinu cholin/, cholinoxiddza /vytvd¥{ z cholinu peroxid vodiku/ a peroxidéza
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/katalyzuje interakci mezi peroxidem vodfku a luminolem, p¥{tomnym v proudicim médiu,
a2 tim vznik luminiscence/. Do kontinudlnfho proudu média byly ve tif{minutévych in-
tervalech vstiikovédny Jednak vzorky znédmych mnoZstvi ACh /500 pmol, 200 pmol, 100 pmol
atd./, Jjednak 2507u1 mnoZstvi tkénovich extraktd. Odpovid luminometru na standardni
mnoZstv{ ACh se v pribZhu pokusu nem¥nila. Porovndnim mezi odpovid{ na zndmd mnoZstvi
ACh a na tkénové extrakty bylo mo¥no vypodftat koncentiraci ACh v jednotlivych extrak-
tech.

PREDMET VYNALEZU

Zpisob kvantitativnfho luminometrického stanoveni peroxidu vodfku a substrdtd oxi-
ddz v médiu obsahujfcim chemickou ldtku, kterd pfi reakei s peroxidem vodiku, kata-
lyzované peroxiddzou, slouZf Jako akceptor elektrond a pifi oxidaci vykazuje lumini-
scenci, vyznadeny tim, Ze substrdét oxiddz se injekuje do kontinudlnfho proudu média,
se kterym se privdd{ do styku s imobilizovanym enzymem, odpovidajfcim pF{sluinému
substrdtu, prevede se kvantitativn® na peroxid vodiku, ktery ddle prochdzi kolonkou
uni{stinoun v zorném poli luminometru a obsahujfcf imobilizovanou peroxiddzu, prifem?
signdly luminometru odpovidajf p¥imo um¥rn¥ mnoZstvi pr{sludného substrdtu pripadn¥
peroxidu vodiku.
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