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(54) Zptisob stanoveni aktivity enzymi

Refeni se tyka zpisobu gtanoveni en-
zymi, zejména alkalické a kyselé fosfatézy,
aspartataminotransferazy, alaninaminotrans-
ferdzy a laktatdehydrogendzy, ktery spoli-
vé v tom, Ze se vzorkem s obsahem zkouma-
ného enzymu pusobi na substrdt, ktery v
zavislosti na enzymatické aktivité uvolnu-
je latky s volnou thiolovou skupinou, pri-
gem¥ p¥i stanoveni aktivit enzymi, které

premistuji jiné neZ thiolové skupiny,
napriklad eminoskupiny, vodik a dalsi, se
latky s volnou thiolovou skupinou uvolni
n4dvaznymi reskcemi s pridavnymi enzymy,
jejichZ pribsh uvolhovéni se sleduje elelk-
trochemickou reakei.

Zptsob stanoveni lze vyuzit v Lékarstvi.
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Vynélez se tykd zplsobu stanoveni axtivity enzyml, které ma-
Ji vyznam v léka¥stvi, zejména alkalické fosfatdzy - ALP /E.C.
Bele3els./ a pripadné kyselé fosfatdzy - ACP /E.C. 3.1l.3.2./,
agpartdtaminotransferdzy - AST /E.C. 2.6.1.1l./ a alaninaminotrans-
ferdzy - ALT /E.Co 2.6.1.2./, 0b& se dIFive nazyvaly transamindza-
mi GO a GP, a dédle laktétdehydrogendzy - 1D /E.C. 1l.l.1.27./ 1
dalsich.

Zptisoby stanoveni aktivit alkalické a kyselé fosfatdzy jsou
dnes zaloZeny na Stépenf substrétu - nap?. nitrofenylfosfatu-,
jeho¥% odit&pend fdst je barevnsd, nap?. nitrofenocl a vyvin barvy
a jejil fotometrie je mirou aktivity enzymu. Aspartétaminotrans-
ferdza a alaninaminotransferasa se stanovovaly nedokonalymi meto-
dami s fotometrii ve viditelné oblasti svétla /metoda Reitman,
Frankel/, ale tato metoda pro svou nedokonalost je opu3téna a
nahrazena kontinudlni fotometrii v ultrafialovém svétle pPri %40 nm
nebo fluorometricky. Podstatou jsou redox zmsny nikotinamidadenin
dinukleotidu, &imZ dochdzi ke zméndm absorbance. Tato reakce je
tedy indikujici reakci a asto se k ni dospéje Tetdzem dalsich
reakel a pPidavkem jinych enzyml a létek. Prirozeng vyZaduje ten-
to postup moZnost kontinudlni fotometrie a jeji registrace v ultra-
fialovém svdtle, coZ je relativné ndkladnéd.

Uvedené nedosfatky odstranuje zpdsob stanoveni aktivity en-
zymd, zejména alkalické a kyselé fosfatdzy, aspartdtaminotrans-
ferdzy, alaninaminotransferdzy a laktétdehydrogendzy podle vyné-
lezu, jehoZ podstata spoéiva v tom, Ze se vzorkem obsahujicim
zkoumany enzym pisobi na substrat, ktery v zdvislosti na enzyma-
tické aktivits uvoliuje 1létky s volnou thiolovou skupinou, jejichZ
priibdh uvolnovéni se sleduje elektrochemickou reakei. P¥i stanove-
ni aktivit enzymd, které pFemis{uji Jjiné neZ thiolové skupiny,
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naptfklad aminoskupiny, vodik a dals{, se 1latky s volnou thiolo-
‘vou skupinou uvolni nédvaznymi reakcemi s pfidavnymi enzymy, na-
pPiklad koenzym A se uvolni z acetylkoenzymu A pridénim citrét-
synthézy pri stanoveni aktivity aspartétaminotransferézy, nebo
pridénim pyruvétkarboxylazy a citrdtsynthdzy pii stanoveni akti-
vity alaninaminotransferdzy, nebo laktétdehydrogendzy. Na substréat
po odstrandni kysliku se pﬁsobf vzorkem 8 obsahem zkoumaného en-
zymi, nade? se na zapisovad&i sleduje pribdh napdfového potencis-
1u mezi ldtkou s volnou thiolovou skupinou a kalomelovou elektro-
dou, z rozdflu ihlu mezi pfimkou odpovidajici slepému pokusu a
pfimkou odpovidajici vzorku s enzymem se stanovi enzymatické
aktivita vzorku.

Uvédény zplsob vychdzi z moZnosti elektrochemické kontinudl-
ni detekce vznikajfcich thioskupin bud p¥fmo Stépenim substratuy,
nebo névaznymi reakcemi s pridavnymi enzymy, za pouZiti pristro-
je popsaného v &s. AD ¢&. 134+ 022.

Pro fosfatédzy vhodnym substratem je nap¥. S-fenylthiofosfat
/lithné s8l/ nebo S-/p-methoxy-fenyl/thiofosfét /anilinové stl/,
kde enzymatickym St&penim za pPislusného pH vznikaji odStspenim
fosfatu zbytky majic{ volnou thiolovou skupinu. T{m kontinudlné
stoupéd jejich koncentrace a na elektronickém kompenzadénim zapi-
sovadi vznikd linedrni zépis prubsdhu enzymové aktivity fosfatéz.

Zpisob stanoveni enzymatické aktivity podle vyndlezu je
bli%e objasnén na prikladech.

P¥{klad 1

Pri provadéni zpﬁsobuldle vyndlezu se pouZivaji tato ¢inid-
la: karbondt-bikarbondtovy pufr 0,1 M, pH 10,0 pro alkalickou
fosfatdzu nebo natriumcitrétovy s kys. chlorovodikovou pufr 0,1 M,
pH 4,9 pro kyselou fosfatdzu, substrat S-/p-methoxy-fenyl/thiofos-
fét /anilinovéd stl/ v koncentraci 2.1072 M rozpudtény v prislus-
ném pufru, ddle stladeny dusik v l4hvi.

Do nédobky se odm3¥f 4 ml pufru a 0,5 ml roztoku substritu,
probublé se 2 min. dusfkem a vytemperuje se sm&s na teplotu 30 ©C;
neché se kapét rtutovd kapkové elektroda s dobou kapky kolem 3 se-
kund a zaznamend se na zapisovadi slepd zkouska. Pak se prida
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0,2 ml vzorku s enzymem, znovu se probubld smés 20 sekund dusikem
a potom se zaznamendvé linedrni pribdh enzymatické aktivity. Uhel
pPrimky se slepou zkougkou je mIrou aktivity fosfatdzy. Kalibruje
se 1 milimolérnim redukovanym glutathionem.

Pr{klad 2

Pro m&Feni aktivity aspartdtaminotransferdzy - AST se uZivd
bé?ny substrét: L-aspartédt a 2-oxoglutarét ve vhodném pufru, ale
ddle se nové priddvd citrétsynthéza /E.C. 4.1.3.7/ a acetylkoen-~
zym A. Pak reakce probihd takto:

s AST . N (
-8 S PE - Tlut t lacetdat + L-glute
I~aspartdt + 2-oxoglutardt _ 2= 3 oxalacetéd L-glutamén /1/

oxalacetat citrat
citratsynthasa
acetylkoenzym A — X koenzym A
CH3 e N - CoA.SH
o

Se vznikem citrétu vznikd i koenzym A, ktery mé volnou thiolovou
skupinu aopét vzniké linedrni zdpis prubéhu enzymatické aktivity
AST.

Pri provadani zpﬁsobuldle vyndlezu se poufivajil tato dinidla:
substrat /obsahujfcf ve 100 ml fosfdtového nebo jiného pufru 0,1 M,
PH 7,8 : 17 mmol L-aspartatu, 1,5 mmol 2-oxoglutarétu, 2,5 mg
citrdtsynthasy -cca 400 jednotek, 0,01 mmol acetylkoenzymu A/ a
dusik stladeny v lahvi.

Do nédobky se odmé?i 4 ml substrétu, probubld se 2 min. du-
sfikem a vytemperuje se roztok na 30 °C; nechd se kapat rtutové
kapkovd elektroda s dobou kapky kolem 3% sekund a zaznamend se
slepé zkouSka., Pak se pPridd 0,2 ml vzorku s aspartétaminotransfe-
rézou, znovu se probubld smés 20 sekund dusikem a potom se zazna-
mendvé linedrni pribdh enzymatické aktivity. Uhel piimky se sle-
pou zkoudkou je mirou aktivity aspartataminotransferézy. Kalibru-
je se 1 milimoldrnim redukovanym glutathionem.

Pr{klad 3
Pro mé&Feni aktivity alaninaminotransferdzy - ALT se uZivé
b&Zny substrit: L-alanin a 2-oxoglutarat ve vhodném pufru, ale
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déle se nové pridd pyruvdtkarboxyléza /E.C. 6.4.1.1/, citrdtsynthé-
za /E.C. 4.1.%3.7/ a acetylkoenzxm A. Pak reakce probihé& takto:

L-alanin + 2-oxoglutarét 1.&22_; pyruvat + L-glutamén /1/
pyruvét pyruvatkarboxyléza S oxalacetét /2/
oxalacetét citrat

‘ itratsynthdza
acetylkoenzym A - koenzym A

Opét se vznikem citrétu vzniké i koenzym A, ktery mé volnou thio-
lovou skupinu a vznikéd linedrni zédpis pribéhu enzymatické aktivi-
ty alaninaminotransferdzy.

Pri provédé&ni zptsobu dle vyndlezu se pouZivaji tato &inidla:
substrét /obsahujici ve 100 ml fosfatového nebo jiného pufru 0,1 M,
pH 7,8 : 40 mmol L-alaninu, 1,5 mmol 2-oxoglutarétu, 1,5 mg py-
ruvétkarboxyldzy- cca 10 jednotek, 0,13 mM adenosintrifosféatu,

2,5 mg citrdtsynthdézy -~ cca 400 jednotek, 0,01 mmol acetylkoenzy-
mu A/ a dusik stladeny v lahvi.

Do nédobky se odméri 4 ml substrdtu, probubld se 2 min. du-
sikem a vytemperuje se roztok na 30 °C; neché se kapat rtufové
kapkové elektroda s dobou kapky kolem 3 sekund a zaznamené se sle-
pd zkouSkaes Pak se pridd 0,2 ml séra, znovu se probubld smé&s 20
sekund dusikem a potom se zaznamenévd linedrni pribdh enzymatické
aktivity. Uhel pfimky se slepou zkoudkou je mirou aktivity alanin-
aminotransferdzy. Kalibruje se 1 milimoldrnim redukovanym gluta-
thionem.,

Pr{iklad 4

Pro mé¥eni aktivity laktatdehydrogenédzy - ID uZivéd se béZny
substrét: L-laktét a NAD* ve vhodném pufru a nové se pridd pyru-
vétkarboxyléza /E.C. 6.4.1.1/ a citrédtsynthdza /E.C. 4.1.3.7/ a
acetylkoenzym A. Pak reakce probiha takto:

L-laktét + NADY LD pyruvét + NADH + HY /1/
pH 9 - 9)5

pyruvét pyruvétkarboxyléza oxalacetét 12/

oxalacetét citrét |

citrétsynthéz
acetylkoenzym A koenzym A
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Se vznikem citrdtu vznikdé i koenzym A, ktery mé volnou thioclovou
skupinu a vzniké linedrni zépis pribdhu enzymatické aktivity lak-
tatdehydrogenazy. |

Pri provédéni zpisobu dle vyndlezu se pouzivaji tato éinidla:
substrat /obsahujici ve 100 ml karbondtového nebo jiného pufru
0,1 M, pH 9,3 : 0,1 mmol L-laktétu, 0,02 mmol NAD -nikotinamid
adenin dinukleotid, 1,5 mg pyruvétkarboxyldzy - cca 10 jednotek,
0,13 mmol adenosintrifosfatu, 2,5 mg citrétsynthdzy - cca 400 jed-
notek, 0,01 mmol acetylkoenzymu A/ a dusik stladeny v léhvi.

Do nédobky se odm&¥{ 4 ml substratu, probubld se 2 min. du-
sikem a vytemperuje se roztok na 30 ©C; nechd se kapat rtufova
kapkové elektroda s dobou kapky kolem 3 sekund a zaznamendvé se
slepé zkouska. Pak se pridd 0,2 ml vzorku s enzymem, znovu Se pro-
bubld smés 20 sekund dusikem a potom se zaznamendva linedrni pri-
bdh enzymatické aktivity. Uhel pifimky se slepou zkoudkou je mirou
aktivity laktatdehydrogenazy. Kalibruje se 1 milimolérnim reduko-
vanym glutathionem.

Tim se vyuZfvé jednoduchého a levného pristroje k méreni
aktivity popsanych klinicky dtleZitych enzym& v séru, coZ jinak
je moZné jen s ndkladnym za¥izenim pro kontinudlni fotometrii
v ultrafialovém svitle,
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1. Zptsob stanoveni aktivity enzyml, zejména alkalické a kyselé
fosfatdzy, aspartétaminotransferdzy, alaninaminotransfersdzy,
a laktdtdehydrogendzy, vyznalujici se tim, Ze se vzorkem ob-
sahujicim zkoumany enzym péisobi na substrét, ktery v zdvis-
losti na enzymatické aktivitd uvolnuje létky s volnou thiolo-
vou skupinou, prifemZ pri stanoveni aktivit enzyml, které
pfem{s{uji Jjiné ne% thiolové skupiny, naptiklad aminoskupiny,
vodik a dal3{, se létky s volnou thiolovou skupinou uvolni
névaznymi reskcemi s pridavnymi enzymy, nade? pribdh uvolno-
véni se sleduje elektrochemicky.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se na substrét po
odstranéni kysliku plsobi vzorkem s obsahem zkoumaného enzy-
mu, na¥e? se sleduje pribsh napé&fového potencidlu mezi létkou
s volnou thiolovou skupinou a kalomelovou elektrodou a z roz-
dflu dhlu mezi p¥fimkou odpovidajici slepému pokusu a piimkou
odpovidajicf vzorku s enzymem se stanovi enzymatické aktivita
vzorku.

3. Bplsob podle bodd 1 a 2, vyznadujici se tim, Ze se pfi stano-
veni aktivity aspartdtaminotransferédzy uvolni koenzym A
z acetylkoenzymu A pPriddnfim citrdtsynthézy.

4. Zplsob podle bodu 1 a 2 vyznadujic{ se tim, %e se pri stano-
veni aktivity alaninaminotransferédzy nebo laktdtdehydrogend-~
zy uvolni koenzym A z acetylkoenzymu A piidéanim pyruvétkarbo-
xyldzy nebo citrétsynthazy.

Vytiskly Moravské tiskatské zavody, ,
stred. 11 100, tr.Lidovych milici{ 3, Qlomouc Cena: 2,40 K&s
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