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{54) Enzymelektrode zur NAD(P) -Bestimmung

R

(57) Die Erfindung bezieht sich auf eine Enzymelektrode zur

NAD (P) -Bestimmung. Sie eignet sich besonders fiir den Einsatz in
klinischen Labors und in der Mikrobiologie. Das Ziel der Erfindung
besteht darin, mit einer Enzymelektrode bei kurzer MeBzeit und
Wiederverwendbarkeit des Enzyms die NAD(P)-Konzentration und damit
Substrate NAD(P)H-abhidngiger Dehydrogenasen sowie die enzymatische
Aktivitdt von Dehydrogenasen, z.B., LDH in physiologischen und
mikrobiologischen Lasungen zu bestimmen. Die erfindungsgemdBe
Enzymelektrode ist eine O3~ oder H202-an4e1gende

Elektrode, die mit einer Enzymschicht versehen ist, in der die
Glukoseoxidase und Glukos edehydrogenase homogen oder in getrennten
Schichten aufgebracht und mit einem Dialyseschlauch abgedeckt ist.
In die MeBlésung wird eine definierte Glukosemenge zugegeben. Die
NAD (P) -Bestimmung ist mit dieser Elektrode einfacher und billiger
durchzufiihren,
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Enzymelektrode zur NAD(P)-Bestimmung

Anwendunggsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft eine Enzymelektrode zur Bestimmung der
Konzentration von Nicotinsiureadenin-dinukleotid (NAD) und
Nicotinsdureadenin-dinukleotidphosphat (NADP) ( zusammen als
NAD(P) bezeichnet) und ermoglicht die Bestimmung der Konzen-
tration von Substraten NAD(P)H-abhiéngiger Dehydrogenasen sowie
der Dehydrogenaseaktivitdt. Da in vivo etwa 200 verschiedene
Dehydrogenasen (DH) vorkommen, ist die Enzymelektrode beson=-
ders fiir den Einsatz im klinischen Labor geeignet. Auferdem
ist sie flir die NAD(P)-Messungen in der Mikrobiologie und
Nahrungsgliterwirtschaft geeignet, |

Charakteristik der bekannien technischen Losungen

Die verbreitete Methode zur Bestimmung der NAD(P)-Konzentra=-

tion ist der optische Test. Er beruht guf_der'Messung der UV~
- Abgorption des Reduktionsproduktes NAD(P)H bei 340 nm. Diese '

Methode wird auch zur Konzenirationsmessung der Substrate

NAD(P)H-abhingigen Dehydrogenasen angewandts .

Die elektrochemische Messung der NAD(P)-Konzentration'ist nuxr

in sauverstoffreier ILtsung moglich, da sich die H202 -
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- und die 1. NAD(P)-Reduktionsstufe iiberlagern. Dabei fiihrt
das Entliiften zur Denaturierung der Proteinmolekiile.

Ziel der Effindung
Das. Ziel der Erfindung ist es mit einer Enzymelektrode bei

kurzer MeBzeit und Wiederverwendbarkeit der Enzyme die
NAD(P)-Konzentration und damit die Substrate NAD(P)H-abhin-
gigen Dehydrogenasen sowie die enzymatische Aktivitdt von
Dehydrogenasen in physiologischen und mikrobiologischen
Losungen zu begtimmen. |

Darlegung deg Wesgeng der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, durch Kombination
der Enzyme Glukoseoxidase (GOD) und Glukosedehydrogenase
(GDH) ein Signal zu erhalten, das von der NAD(P)-Konzentra-
tion abhiéingt, Die Aufgabe wird mit einer Enzymelektrode da-
durch gelvst, daB die beiden Enzyme gemeinsam in einer Schicht
vor einer iiblichen Sauerstoffelektrode angeordnet sind und
der MeBlosung eine definierte Menge Glukose zugesetzt iste.

In Abwesenheit von NAD(P) tritt durch die Glukoseoxidation
ein 024Verbrauch auf, der der zugesetzten Glukosemenge pro- -
portional ist (Prinzip der Glukoseelektrode (F. Scheller

et al,, Z.med,lab.Diagn. 18, 312 (1977)). Bei Zugabe von
NAD(P) zu dieser Losung wird ein Teil der Glukose durch die
GDH vor der Elektrode zu Glukonsdure umgesetzt, so daBl eine
Verkleinerung des Signals fiir Glukose auftritt, die von der
NAD(P)-Menge abhingt.

GOD
Glukose #+ Oy — Glukonsdure + Hy0,

) GDH
Glukose + NAD(P)

Glukonsdure + NAD(P)H

~ Die erfindungsgemiBe Enzymelektrode arbeitet also ohne die
Verwendung eines Kofaktorg. Sie erlaubt sowohl die kontinu-
 ierliche als auch die punktweise Besgtimmung der NAD(P)-Kon-
zentration mit einfachen Gerdten (pO,-Meter). Damit ist auch
die Bestimmung des NAD(P)-Verbrauches, d.h. der NAD(P)H-
Bildung mtglich,
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Zur Bestimmung von Substraten Qon NAD(P)H-abhéingigen DH igt
es zweckméBig, daB die Enzymschicht zur GOD und GDH zusdtzlich mi
der fiir das Substrat spezifischen DH versehen ist.

Augfiihrunggbeispiele u
Die Erfindung soll nachgtehend an 2 Ausfuhrungsbelsplelen er-
léutert werden.

Jo_Beispiel

200 U GOD und 50 U GDH mit 3 U Mutarotase werden in 0,3 ml
Losung von 5 mg Acrylamid aufgeldst und auf einer Fliche von

2 cm2 zwischen 2 Glasplatten ausgestrichen und photopolyme-
rigiert, Ein 3 x 3 mm groBes Filmstiick wird auf der Polyathylen-
folie der Clark-Elektrode unmittelbar vor der Indikatorelek-
trode (Pt) plaziert. Uber die Enzymschicht wird ein Dlalysej
schlauch mit einem O-Ring iiber den Elektrodenmantel gespannt,
Die so prédparierte Enzymelektrode taucht in die geriihrte MeB-
losung von 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,6, und ist an ein PO,-
Meter mit Schreiber angeschlossen. _

Nachdem sich der Grundstrom eingesteilt hat,wifd eine Menge

an Glukose zugegeben, so daB die Konzentration in der MeBl0o-
sung 0,5 mM betrdgt. Nach 2 Minuten ist der stationire Strom-
wert erreicht und es erfolgt 8-mal dle Zugabe von jewells O, 25 mb
NAD (Aufnahme der Eichkurve). Dabei tritt jeweils eine Ver-
klelnerung des Glukosesignals ein, wobei nach dem steilen Ab-
fall unmittelbar nach NAD-Zugabe der Ubergang zu einem kon-
stanten Gebiet erfolgt. Der MeBwert ergibt sich als Schnitt-
punkt der linearen Extrapolation beider Gebiete.

Zur Megsung der IDH-Aktivitdt wird eine LOsung, die 0,5 mM
Glukose und 1 mM NAD sowie 0,1 M Laktat enthdlt in die Mel~-

- gzelle eingefiillt. Nachdem der Strom einen konstanten Wert be-

. sitz, werden 20/u1 der IDH-haltigen Serumprobe zugegeben. Durch
die Enzymreaktion erfolgt ein Anstieg der Strom~Zeit-Kurve,

da die NAD-Konzentration verkleinert wird. Aus der Eichkurve
kann damit die IDH-Aktivitdt errechnet werden,

Eine photopolymerisierte Enzymschicht, die nur GOD enthilt,
wird wie in Beispiel 1 auf die O -Elektrode aufgebracht. An-
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gchliegsend wird eine zweite Polyacrylamidschicht von 20/u
Dicke, die 30 U GDH und 20 U Alkoholdehydrogenase je cu® ent-
hdlt, liber die GOD-Schicht gelegt und mit einem Dialyseschlauch
auf der Stirnfliche des Elektrodenmantels fixiert, Diese Elek-
frode taucht in 5 ml temperierte Grundlosung, die 0,5 mM .
+ Glukose, 1 mM NAD in 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,6 enth#lt.
. -Nachdem sich der Strom stabilisiert hat)werden 100 jul der G
Athanol-haltigen MeBprobe zugegeben, In der Enzymreaktion wird
eine zur Konzentration an Athanol dquimolare NAD-Menge ver-
braucht und deshalb der Strom erhtht., Diese Erhthung ergibt
die Athanolkonzentration aus der Eichkurve, die unter identi-
schen Bedingungén aufgenommen wurde,
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Erfindungsangpruch

1.

-

Enzymelektrode zur'Bestimmung von NAD(P) mittels einer
02- oder H202-anzeigenden Elektrode dadurch gekennzeich-
net, daB die Elektrode mit einer Enzymschicht, in der Glu=-
koseoxidase und Glukosedehydrogenase homogen oder in ge-
trennten Schichten aufgebracht und durch einen Dialyse-
schlauch abgedeckt ist, wobei in die MeBldsung eine de-
finierte Menge Glukose zugesetzt ist.

Enzyméiéktrode nach Punkt 1 dadurch gekennzeichnet, daB
die Enzymschicht zur Glukoseoxidase und -dehydrogenase zu-
sdtzlich Laktat- oder Alkoholdehydrogenase enthélt.
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