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(57) Die Erfindung betrifft eine Enzymelektrode und ein Verfahren zur Bestimmung von nebeneinander vorliegendem
Lactat, Pyruvat und Alaninaminotransferase. Ziel ist es, mit geringem Reagenzienaufwand, in schneller Folge und
ohne zeitaufwendige Zwischenschritte die Konzentration bzw. die Aktivitdt der genannten Substanzen zu bestimmen.
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine quantitative enzymelektrochemische Bestimmung der nebeneinander
vorliegenden Substanzen nacheinander in ein und derselben-Mefl6sung zu ermdglichen. Erfindungsgemaf wird die
Aufgabe mit einer Enzymelektrode, die Lactatmonooxygenase und Lactatdehydrogenase fixiert aufweist, und einem
Verfahren geldst, das durch Zugabe von NADH und Alanin und/oder a-Ketoglutarat zur MeBIésung gekennzeichnet
ist. Die Erfndung wird in der medizinischen Labordiagnostik, in der Lebensmittel- und mikrobiologischen Industrie
angewendet. :
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Erfindungsanspruch:

1. Enzymelektrode, gekennzeichnet dadurch, dal3 auf der Oberflache der MeRelektrode Lactatmonooxygenase und
Lactatdehydrogenase aufgebracht sind. :

2. Verfahren zur Bestimmung von nebeneinander vorliegendem Lactat, Pyruvat und Alaninaminotransferase mit einer
Enzymelektrode nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daR nach der Lactat-Bestimmung der MeRldsung NADH und nach
der Pyruvat-Bestimmung Alanin und/oder a-Ketoglutarat zugesetzt wird.

3. Verfahren nach Punkt 2, gekennzeichnet dadurch, daR die NADH-Konzentration zwischen 0,05 und 3mmol/l liegt.

4. Verfahren nach Punkt 2, gekennzeichnet dadurch, daR die Alanin- bzw. a-Ketoglutaratkonzentration zwischen 50 und
400 mmol/1 bzw. zwischen 4 und 40mmol/l liegt.

Anwendungsgebiet der Erfindung

&
Die Erfindung betrifft eine Enzymelektrode und ein Verfahren zur Bestimmung der Konzentrationen von Lactat und Pyruvat und
damit auch des Lactat-Pyruvat-Verhltnisses sowie der Alaninaminotra nsferaseaktivitat. Die Enzymelektrode und das Verfahren
sind in der medizinischen Labordiagnostik, aber auch zur Lactat- und Pyruvatmessung in der Lebensmittel- und
mikrobiologischen Industrie geeignet.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Lactat und Pyruvat werden {iblicherweise durch Reaktion mit NAD* bzw. NADH in Anwesenheit von Lactatdehydrogenase (LDH)
spektralphotometrisch bestimmt. Analog wird Alaninaminotransferase {(ALT) nach Vorinkubation mit ihren Substraten Alanin
und a-Ketoglutarat (iber das entstehende Pyruvat gemessen. Diese Methoden erfordern lange Inkubationszeiten und sind durch
einen hohen Verbrauch an teuren Reagenzien gekennzeichnet, da diese nach der Messung verworfen werden mussen. Weiterhin
ist zur Bestimmung jeder der drei Substanzen ein gesonderter Reaktionsansatz erforderlich. i
Fir die Messung jeder einzelnen der drei Substanzen sind aus der Literatur Enzymelektroden bekannt (z.B. Mascini et al., Anal.
Chim. Acta 157 [1984] 45; F. Mizutani et al., Anal. Chim. Acta 118 [1980] 65; K.Kihara et al., Anal. Chem. 56 [1984] 1876). Weiterhin
wurden Elektroden zur wahlweisen Bestimmung von Pyruvat oder ALT (M. Notsuki et al., Proc. Int. Meeting Chemical Sensors,
Tokyo 1983, 654) sowie von Lactat, Pyruvat oder ALT (DD-WP 222896) beschrieben. Diese Elektroden eignen sich nicht zur
Bestimmung der nebeneinander vorliegenden Substanzen. Eine Bestimmung wire auch hier nur mit erhdhtem Zeit- und
Reagenzienaufwand méglich. ‘

Ziel der Erfindung

. Ziel der Erfindung ist es, mit geringem Reagenzienaufwand, in schneller Abfolge und ohne zeitaufwendige Zwischenschritte die
Konzentrationen von Lactat und Pyruvat sowie die Aktivitdt von ALT zu bestimmen. :

Darlegung des Wesens d'er Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, beim Vorliegen eines Gemisches von Lactat, Pyruvat und ALT eine quantitative,

" enzymelektrochemische Bestimmung der nebeneinander vorliegenden Substanzen nacheinander in ein und derselben
MeRl5sung zu ermdglichen, ohne dabei einen Elektroden- und/oder MeRl8sungswechsel vornehmen zu mussen.
Die erfindungsgemale Lésung der Aufgabe wird mit einer Enzymelektrode erreicht, die auf der Oberflache der Elektrode
Lactatmonooxygenase (LMO) und Lactatdehydrogenase (LDH) fixiert aufweist. Die Fixierung der genannten Enzyme erfolgt
nach an sich bekannten Methoden mit oder ohne Verwendung von Membranen.
Das erfindungsgemaRe Verfahren besteht darin, daR zu definierten Zeitpunkten der MeRIdsung, die mit der Enzymelektrode in
Kontakt steht, zuerst NADH, dann Alanin und/oder a-Ketoglutarat zugesetzt werden.
Die Erfindung soll im weiteren fiir den Fall der Anwendung einer O,-Elektrode noch néher erlautert werden. Taucht die
erfindungsgemaBe Enzymelektrode in eine gepufferte MeRldsung und wird dieser Losung eine Lactat-, Pyruvat- und ALT-haltige
Probe zugesetzt, so ergibt sich zunachst aufgrund der durch das Enzym LMO katalysierten Reaktion

L-Lactat + O, — Acetat + CO, + H,0- : R A )|

ein durch die Elektrode angezeigter, dem O,-Verbrauch entsprechender Stromabfall, der von der Lactatkonzentration abhéngt
und zu einem neuen stationéren Strom fihrt. Wird nun erfindungsgeman der MeR18sung NADH zugesetzt, so kommt es durch
die LDH-katalysierte Reaktion

Pyruvat + NADH + H* — L-Lactat + NAD* : (2)

2u einem erhdhten Anfall von Lactat in der Enzymschicht. Damit steigt der O,-Verbrauch in der Schicht, und ein
dementsprechender Stromabfall, der von der Pyruvatkonzentration abhangt, wird durch die Elektrode angezeigt. Zur
Bestimmung von ALT wird der MeRl&sung nach Erreichen eines neuen stationdren Stromes erfindungsgemaR Alanin und
a-Ketoglutarat (méglicherweise auch nur eine der beiden Substanzen — die andere kann bereits Bestandteil der MeRldsung sein)
zugesetzt. Die in der Probe vorhandene ALT wandelt diese Substrate gemaR
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um. Die Bildungsgeschwindigkeit des Pyruvats wird mittels Reaktion (2) wie ocben beschneben angezeigt. Sie ist ein MaR fir die
zu bestimmende ALT-Aktivitét.

AuBer den beschriebenen absoluten Stromanderungen kann auch die erste Ableitung der Strom-Zeit-Kurven als Mef3signal
verwendet werden. Dadurch wird die MeRzeit weiter verringert, und man erhalt fir dle Lactat- und Pyruvatbestimmung jeweils
einen Peak, fir die ALT-Bestimmung ein Plateau der di/dt-t-Kurve.

Auler einer O,-Elektrode kann erﬂndungsgemafS auch eine potentlometnsche Elektrode, z.B. eine CO,-Elektrode verwendet
werden.

Neben der beschriebenen sukzessiven Bestimmung der drei Parameter kann die erfindungsgemaRe L&sung selbstversténdlich
auch zur sukzessiven Bestimmung von Lactat und Pyruvat, von Lactat und ALT odef von Pyruvat und ALT oder zur wahlweisen
Bestimmung einer der drei Parameter verwendet werden.

Die Vorziige der Erfindung im Vergleich zum Stand der Technik sind ihre sich aus der Moglichkeit der sukzessiven Bestimmung
in nur einem Mefzyklus ergebende Schnelligkeit und Sparsamkeit.

Ausfiihrungsbeispiele

1.Beispiel

Bestimmung von Lactat, Pyruvat und ALT

In einer Gelatinemembran werden LMO (10U/cm?) und LDH (55U/cm) immobilisiert. Ein 5 x 5mm groBes Membranstiick wird

auf der Polyethylenfolie einer an einen Polarographen mit Schreiber angeschlossenen, auf —0,6V polarisierten Pt-Ag/AgCl-

Elektrode mittels einer Dialysemembran und eines O-Ringes fixiert. Die so préparierte Enzymelektrode taucht in 2ml, auf 25°C

thermostatierten und geriihrten 0,05 M Phosphatpuffer, pH7,5, der 250mM Alanin enthalt.

Wenn sich ein stationdrer Grundstrom eingestellt hat, werden 50 ul waRrige Lactatldsung zugegeben. Der Strom féllt bis zu

einem neuen stationdren Wert. Die MeRzelle wird entleert, gespuilt und fir die nachste Messung gefillt. Auf diese Weise werden

Lactat-Standardldsungen von 1mM, 5mM, 10mM und 20mM gemessen, und aus den jeweiligen leferenzen der stationéren

Stromendwerte und des Grundstromes wird eine Eichkurve fiir Lactat erstellt.

Zur Aufnahme einer Eichkurve fiir Pyruvat wird die Empfindlichkeit des Polarographen erhéht. In die MeBldsung werden 50}L|

waBrige Pyruvatlésung gegeben. Dann werden 20 ul einer 50mM wéRrigen NADH-Losung zugegeben. Wie oben setzt ein

Stromabfall ein, dessen Endwert als MeRBwert verwendet wird. So werden Pyruvat-Standardlésungen von 20 uM, 50 M, 100 M,

200 1, 500 uM vermessen und in einer Eichkurve gegen die Stromdifferenzen aufgetragen.

Zur Aufnahme einer Eichkurve fur ALT werden 50> einer ALT-haltigen Lésung und 20 ! der 50 mM NADH-Ldsung in die

MeRzelle gegeben. Ist der Strom stationér, werden 20 ul 1,5M a-Ketoglutarat zugegeben. Wiederum setzt ein Stromabfall ein.

Nunmehr dient die Stroméanderung mit der Zeit als MeBsignal. Auf diese Weise werden ALT-Standardlésungen mit Aktivitaten

von 0,2umol/s - I, Tumol/s - |, 10umol/s - |, 50 umol/s - |, 200 umol/s - | gemessen und in einer Eichkurve gegen die

Stromanderungen mit der Zeit aufgetragen.

Zur Bestimmung in einer Serumprobe werden 50ul Serum in die MeRlésung gegeben. Hat sich der der Lactatkonzentration

entsprechende stationare Strom eingestellt, wird wie oben NADH zugegeben. Hat sich wiederum ein neuer stationérer Strom

eingestellt, wird wie oben a-Ketoglutarat zugegeben. Aus dem einsetzenden Stromabfall und den beiden stationéren
Stromdifferenzen kénnen mittels der Eichkurven die Gehalte des Serums an Lactat, Pyruvat und ALT bestimmt werden.

2. Beispiel

Bestimmung des Lactat/Pyruvat-Verhéltnisses

Eine Enzymelektrode wird wie in Beispiel 1 prépariert und in ein Glukometer GKM 02 eingesetzt. Das Potential wird auf —0,6V
eingestellt. Wie in Beispiel 1 wird eine Eichung fir Lactat und Pyruvat durchgefiihrt. Als MeBsignal dient jedoch nicht die
stationdre Stromanderung, sondern das am Glukometer angezeigte Maximum der 1. Ableitung der Strom-Zeit-Kurve. 50 ul einer
Serumprobe werden in die Mef3zelle gegeben. Am Glukometer erfolgt die digitale Anzeige des Lactatgehalts. Dann wird die
Empfindlichkeit des Glukometers auf den bei der Aufnahme der Pyruvat-Eichung ermittelten Wert eingestellt. 20 | 50 mM NADH
werden zugegeben, und es erfolgt die Anzeige der Pyruvatkonzentration. Aus beiden Werten kann rechnerisch das Lactat/
Pyruvat-Verhéaltnis ermittelt werden.
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