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Sposob oznaczania enzyméw
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Przedmiotem wynalazku jest spos6b oznaczania
enzymoéw, szczegblnie przydatnych do ilo$ciowe-
go, Kkolorymetrycznego oznaczania aryloamidazy
kwasu aminokarboksylowego w surowicy krwi.

Metody iloSciowego oznaczania aryloamidazy
kwasu aminokarboksylowego, okres§lanej czesto ja-
ko tak zwana leucyno-aminopeptydaza, sg znane.
W metodach tych jako substiraty stosowane sg
gléwnie p-nitroanilid leucyny, wzglednie B-nafty-
loamid leucyny.

Wolna p-nitroanilina, wywiazujgca sie z p-nitro-
anilidu leucyny moze byé, dzieki wlasnemu z6%-
temu zabarwieniu, bezpoS$rednio oznaczona foto-
metrycznie. Wykrycie wolnej p-naftyloaminy, wy-
wigzujacej sie z f3-naftyloamidu leucyny moze na-
stgpi¢ wskutek reakcji wymiany z sola dwuazo-
niowa — czerwien kwasowa 3GL, naftyloetyle-
nodwuaming po dwuazowaniu lub reakeji wymia-
ny z p-N-N-dwumetyloaminobenzaldehydem. Ary-
loamidaza kwasu aminokarboksylowego moze by¢
rowniez oznaczana za pomocg L-alanino-4(fenylo-
azo)-fenyloamidu. Wolna fenylo-azofenyloamina,
wywigzujgca sie na skutek dzialania enzymu, wy-
kazuje po zakwaszaniu czerwone zabarwienie, ktére
po odwirowaniu oznacza sie kolorymetrycznie.

Te znane metody wykazujg jednak wiele wad.
Reagenty zawierajgce N-podstawiong leucyne nie
sg bowiem optymalne dla aryloamidazy kwasu
aminokarboksylowego, pod wzgledem charaktery-
styki i czulo$ci. Zastosowanie alanino-4(fenyloazo)
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fenyloalaniny wymaga ponadto odwirowania przed
pomiarem.

Celem wynalazku jest opracowanie takiej me-
tody oznaczania aryloamidazy kwasu aminokarbo-
ksylowego, ktéra z uwagi na swoja czulo§é wy-
krywania, moze mieé zastosowanie. w klinicznej
diagnostyce przy schorzeniach watroby, trzustki,
nerek i jelit.

Stwierdzono, ze aryloamidaza kwasu aminokar-
boksylowego posiada zdolno$§é rozkladania zwigz-
kéw alaniny, takich jak hydrazyd alaniny,
B-naftyloamid alaniny i p-nitroanilid alaniny, lepiej
i w sposéb bardziej charakterystyczny, anizeli

-zwigzki leucyny.

Sposéb bedacy przedmiotem wynalazku chara-
kteryzuje sie tym, ze badany material, w ktérym
oznacza sie aryloamidaze kwasu aminokarboksylo-
wego, traktuje sie hydrazydem DL-alaniny, a od-
szczepiong wskutek hydrolitycznego dzialania ary-
loamidazy kwasu aminokarboksylowego, hydrazy- -
ne poddaje sie kondensacji z aromatycznym al-
dehydem, w szczeg6lno$ci p-N-N-dwumetyloamino-
benzaldehydem, przy czym powstaje zélty barwnik,
wzglednie traktuje sie B-naftyloamidem DL-alani-
ny, a wolng f-naftyloamine, wywigzujgcy sie wsku-
tek dzialania aryloamidazy kwasu aminokarboksy-
lowego, poddaje sie reakcji z aldehydem aroma-
tycznym, przy czym powstaje z6ity barwnik, wzgle-
dnie traktuje si¢ p-nitroanilidem L-alaniny, a od-
szczepiong, wskutek dziatania aryloamidazy kwa-
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su aminokarboksylowego, p-nitroaniline oznacza sie
bezposrednio metoda kolorymetryczng. Hydrolize
zwigzkéw alaniny aryloamidazg kwasu aminokar-
boksylowego prowadzi sie w zalezno$ci od warun-
kéw inkubacji przy pH=6, 5—17, 5. W przypadku
pierwszej i drugiej odmiany sposobu réwnocze$nie
z kondensacja hydrazyny wzglednje B-naftyloami-
ny, przykladowo z p-dwumetyloaminobenzaldehy-
dem, nastawia sie roztwér na kwasne pH tak, ze
tworzy sie pomaranczowo-czerwona sol. Przez za-
kwaszenie roztworu reakcja enzymatyczna zostaje
przerwana. Ekstynkcje proporcjonalnych w stosunku
do aktywnosci aryloamidazy kwasu aminokarboksy-
lowego ilosci barwnej soli, oznacza sie przy diugo$ci
fali 455 wzglednie 450 milimikron6w. Spos6b wedtug
wynalazku umozliwia szybkie i iloiciowe oznacza-
nie ;aryloamidazy kwasu aminokarboksylowego, na
przyklad w surowicy krwi. Spos6éb ten ma ponadto
te zaletey w stosunku do znanych metod wykrywa-
nia, ze reakcja“jest w daleko idacym stopniu chara-
kterystyczna.

W stosunku do znanej metody oznaczania, w kt6-
rej jako substrat stosowany jest alanino-4-(fenylo-
azo)-fenyloamid, spos6b wedlug wynalazku daje
te korzy$¢, ze hydrazyd alaniny daje sie tatwie]j
syntetyzowaé, a wiec jest ekonomiczniejszy, za$
molarny wspoéiczynnik ekstynkcji jest okolo 4-5
razy wyzszy. Reakcja przy uzyciu p-naftyloamidu
alaniny jest bardziej charakterystyczna, poniewaz
pod wplywem enzymu ulega on latwiej rozkila-
dowi. Molarny wepdiczynnik ekstynkeji jest 5-cio
krotnie wyzszy. B-naftyloamid alaniny moze mieé
rowniez zastosowanie w histochemii aryloamidazy
kwasu aminokarboksylowego.

W przypadku oznaczania przy uzyciu p-nitroani-
lidu alaniny, wielko§¢ molarnego wsp6iczynnika
ekstynkcji jest tego samego rzedu. Metode mozna
stosowaé jako tekst kinetyczny.

W zadnej z podanych trzech metod nie wyste-
puje zjawisko wytracania sie biatka i w zwigzku
z tym nie zachodzi konieczno$§é odwirowania przed
pomiarem.

Wynalazek obja$niono blizej trzema przykladami.

Przyktlad I. Hydrazyd alaniny jako reagent.
0, 6 ml buforowego roztworu reagenta, sktadajgcego
sie z 5 czeSci 0,6 molarnego buforu tr6jetanolo-
aminy o pH=1,15 i 1 czeSci 224 milimolarnego wod-
nego roztworu hydrazydu DL-alaniny, ogrzewa sie
do temperatury 25°C i dodajac 0,1 ml surowicy lub
roztworu enzymu poddaje przez oKkre§lony okres
czasu inkubacji (w przypadku surowicy okres in-
kubacji wynosi 15 minut). Nastepnie dodaje sie 5
ml odczynnika wywolujgcego zabarwienie, sklada-
jacego sie z 1 cze$ci roztworu zawierajacego 4 g
‘p-N-N-dwumetyloaminobenzaldehydu w 100 ml 96%-
wego etanolu lub metanolu i 17 czeSci 0,1 normal-
nego kwasu solnego i po uplywie 30 minut, w
czasie ktérych tworzy sie zabarwienie, przepro-
wadza sie pomiar przy diugoSci fali 455 milimikro-
na, w odniesieniu do odczynnika wywolujgcego za-
barwienie. Slepg prob¢ przeprowadza sie¢ w spo-
s6b analogiczny z ta tylko réznicag, ze stosowany
roztwér enzymu dodaje sie po uprzednim dodaniu
odczynnika. ‘

Przyktad II. 3-naftyloamid alaniny jako rea-
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gent. 1 ml 0,75 milimolarnego roztworu (-nafty-
loamidu DL-alaniny w 0,05 molarnym buforze fos-
foranowym o pH=7,0, ogrzewa sie do temperatu-
ry 25°C i dodajac 0,02 ml surowicy lub roztworu
enzymu poddaje przez okreSlony czas inkubacji
(w przypadku surowicy okres inkubacji wynosi 30
minut). Nastepnie dodaje sie 2 ml 0,4 normalnego
kwasu solnego i 2 ml 4%-ego metanolowego roz-
tworu p-N-N-dwumetyloaminobenzaldehydu i po
uplywie 10 minut, w czasie ktérych wytwarza sie
zabarwienie, przeprowadza sie pomiar przy diu-
goéci fali 450 milimikrona, w odniesieniu do ana-
logicznie przeprowadzonej $lepej proby, w ktorej
jednak roztwoér enzymu dodaje sie po uprzednim
dodaniu kwasu solnego.

Przyktad III. p-nitroanilid alaniny jako re-
agent. 2 ml milimclarnego roztworu p-nitroanili-
du alaniny w 0,05 molarnym buforze fosforano-
wym o pH="7,0, ogrzewa sie do temperatury 25°C,
dodaje sie 0,1 ml surowicy Ilub roztworu enzymu
i dokonuje pomiaru przy diugosci fali 405 mili-
mikron6w w odniesieniu do wody, a nastepnie pod-
daje inkubacji przez okreS§lony okres czasu (w
przypadku surowicy okres inkubacji wynosi 15 mi-
nut). Nastepnie ponownie wykonuje sie pomiar przy
dtugosci fali 405 milimikronow.

SposOb wedlug wynalazku ma te zalety, ze hyd-
razyd alaniny’ stosowany jako reagent, jest lat-
wy do syntetyzowania, a sama metoda jest ana-
logiczna do metody oznaczania aminopeptydazy leu-
cyny, wymaga takich samych reagentéw w jed-
nakowym stezeniu, dzieki czemu moze byé stoso-
wana do rownoleglego oznaczania aminopeptydazy
leucyny. Blad metodyczny wynosi 2,7% p-nitroani-
lid alaniny daje produkt rozkladu, ktéry mozna
bezposrednio oznaczaé. Blad metody wynosi 4,8%.
-raftyloamid alaniny jest reagentem ulegajgcym
rozkladowi, pod wplywem aryloamidazy kwasu
aminokarboksylowego, z podwyzszona szybkoscia.
Metoda ta obarczona jest bledem wynoszacym 2%
i stanowi doskonalg mikrometode.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b oznaczania enzymoéw, w szczegdlnosSci
ilo§ciowego kolorymetrycznego oznaczania aryloa-
midazy kwasu aminokarboksylowego znamienny
tym, ze podstawione przez aryloamidaze kwasu
aminokarboksylowego pochodne alaniny rozszczepia
sie, a odszczepiony podstawnik przeksztalca na
drodze reakcji wymiany w barwnik, ktéry oznacza
sie kolorymetrycznie, wzglednie odszczepiony pod-
stawnik oznacza sie bezpo$rednio kolorymetrycznie.

2. Sposob wedlug zastrz. 1 znamienny tym, Ze
jako charakterystyczny reagent przy iloSciowym
oznaczaniu aryloamidazy kwasu aminokarboksylo-
wego metodg kolorymetryczng stosuje sie hydra-
zyd DL-alaniny, fB-naftyloamid DL-alaniny lub
p-nitroanilid L-alaniny.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1 i 2 znamienny tym, ze
hydrolize podstawionych przez aryloamidaze kwa-
su aminokarboksylowego pochodnych alaniny pro-
wadzi sie SciSle przy pH=6,5 — 17,5.

4, Spos6b wedlug zastrz. 1 znamienny tym, zZe
barwnik oznacza sie¢ kolorymetrycznie przy pH
ponizej 7.
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