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Keksinndn kohteina ovat menetelmd entsyymisubstraattien kineetti-
seksi miirittamiseksi sarjareaktioitten avulla sekd tdmédn toteutta-

miseen soveltuva reagenssi.

Eniten kdytetty menetelmd entsymaattisessa substraattimddrityksessd
on niin sanottu piditearvomenetelmd. Tdssd menetelmdssd mitataan
entsymaattisen reaktion middritettdvd substraatti reaktion paatyttya,
siis kun koko substraatti on reagoinut. Useissa tavanmukaisissa
substraattimiirityksen paditearvomenetelmissd, erikoisesti myds ana-
lyysiautomaatteja kdytettdessd, on ajantarve nykyisin 10-20 minuut-
tia analyysia kohti. T&md tilanne on epdtyydyttdvd, koska ajantarve
on liian suuri, ja mittauslaitteiden sekd analyysiautomaattien

optimaalinen hyvdksikdyttd estyy.

On tunnettua, ettd kidyttidmdlli kineettistd menetelmdd, jossa subst-
raattipitoisuus mddritetddn mittaamalla madritysreaktion nopeus,

voidaan saavuttaa tavallisesti esiintyvidn analyysiajan huomattava
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lyheneminen. T&hdn vaikuttaa lisdksi se seikka, ettd tdssd mene-
telmdssd, pdinvastoin kuin pddtearvomenetelmdssd, ei yleensd tar-

vita vertausarvojen mddritystd.

Kineettisen substraattimddrityksen teoreettiset perusteet on seik-
kaperdisesti kdsitelty julkaisussa Anal. Chem. 43, 697 ja Advan.
Chem. Instrum. 7, 141. Niistd kdy ilmi, ettd erikoisen tdrkeitd

ovat ensimmdisen tai ndenndisesti ensimmdisen kertaluvun reaktiot,
koska niitd voidaan analyysiautomaatissa helposti seurata niin sano-

tun mddrdaika-periaatteen ("fixed-time"-Prinzip) mukaan.

Midrdaika-menetelmissd mitataan md&dritettdvdn aineen tai jonkin
jdlkituotteen pitoisuudenmuutos tiettynd aikavdlina. Jos mddri-
tysreaktio valittuna aikavdlind tapahtuu ensimmdisen tai ndenndi-

sesti ensimmidisen kertaluvun mukaan, on voimassa yhtdld:

Tdssd merkitsee k reaktion nopeusvakiota, S mddritettdvan aineen
alkupitoisuutta ja Ac sen pitoisuudenmuutosta mittausaikavdling
At = t2 - tl.

on suoraan verrannollinen haettuun alkupitoisuuteen, kun k, t

Yhtdl6std ilmenee, ettd mitattu pitoisuudenmuutos

1

ja t2 pidetddn vakioina. Viimeksimainitut ehdot ovat helposti tdy-
tettdvissd analyysiautomaateissa, mink& vuoksi tdtd menetelmdd

voidaan erittidin edullisesti soveltaa tdllaisissa laitteissa.

My®dskin on jo tunnettua valita menetelmdn ehdot siten, ettd saa-
daan ndenndisesti nollannen kertaluvun reaktio. Kvantitatiivinen
midritys on td118in tosin mahdollista vain kdyttden likiarvomene-

telmid, Jjotka usein edellyttdvdt kalibrointikdyrien laatimista.

Edelld mainituissa julkaisuissa sekd muissa kineettistd substraa-
tinmiddritystd koskevissa kirjoituksissa (Bergmeyer, H.U.: Methoden
der Enzymatischen Analys 2. Aufl., Bd II, s. 1172-1173, 1941) on
ensi sijassa kdsitelty menetelmdn soveltuvuutta yksivaiheisiin
reaktioihin. T&llaisilla reaktioilla on kuitenkin vain rajoitet-
tu merkitys. On nimittdin usein tarpeellista muodostaa koejdrjes-
telmd useista osareaktioista riittdvdn spesifisyyden ja kdytto-

kelpoisuuden saavuttamiseksi. Toisaalta ei ole tunnettua, miten
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tdllaisia yhdistettyjd koejdrjestelmid voidaan kdyttdd substraat-
tipitoisuuksien rutiininomaiseksi kineettiseksi mddrittdmiseksi.
Aivan pdinvastoin on viime aikoina viitattu siihen, ettd reaktio-
sarjat tekevidt kineettiset mddritykset ongelmallisiksi (Chem.
Rundschau, 26, 24 (1973)), koska esimerkiksi osallistuvien ent-
syymien aktiivisuuden h&dvidminen tekee menetelmdn nopeasti kdyt-
tbkelvottomaksi. Niinpd t&dhdn saakka on oltu sitd mieltd, ettd
vksivaiheinen menetelmd nimenomaan entsyymikineettisissd substraa-
tinmddrityksissa on parempi kuin kaksivaiheinen (ja vastaavasti
yleensd monivaiheinen) menetelmd. T&dmd selittdd sen, minkd vuoksi
kaksi- tai monivaiheiset koejdrjestelmdt, joita kdyttden substraat-
tipitoisuudet voidaan rutiininomaisesti mddrittdd kineettisesti,

eivdt ole tulleet kdyttddn.

Niinpd keksinndn tarkoituksena on aikaansaada menetelmd substraatci-
pitoisuuksien mddrittdmiseksi sarjareaktioiden avulla kineettiues-
ti, joka menetelmd voidaan toteuttaa rutiininomaisesti ja jossa
monivaiheisen koejdrjestelmdn osavaiheet tapahtuvat kokonaan tai

osittain entsyymikatalyysid kdyttden.

Tamd tavoite saavutetaan keksinnén mukaan menetelmdlld, joka on
tarkoitettu entsyymisubstraattien kineettiseen middrittdmiseen
sarjareaktioiden avulla, ja jolle on tunnusomaista, ettd valitaan
se osareaktio, jolla on suurin spesifisyys reaktiosarjan 1&htd-
substraattiin ndhden ja lisdt&ddn muun tai muiden osareaktioiden
entsyymid tai entsyymeji sellainen ylim#d&rd, joka on ainakin kak-
si kertaa reaktion suorittamiseksi tarvittava mddrd, siten etta
eniten spesifinen osareaktio muodostuu reaktionopeutta mddrda-
vdksi ja seuraa ensimmdisen tai pseudo-ensimmdisen kertaluvun ki-
netiikkaa, ja mittaamalla muutos mainitun reaktiotuotteen pitoi-

suudessa ennalta md&rdtyn ajan kuluessa.

Sarjareaktioilla tarkoitetaan tdssd vdhintddn kahden osareaktion
sarjaa, joista reaktioista ainakin kahta katalysoidaan entsy-
maattisesti ja Jjoissa substraatin reagointi ja varsinainen mit-

tausreaktio (indikaattorireaktio) tapahtuvat eri vaiheissa.

Kdytettdessd keksinndn mukaisessa menetelmdssd entsyymejd ylimddra
saavutetaan lisdksi se etu, ettd sdilytyksen aiheuttamaa n&diden

entsyymien aktiivisuuden muuttuminen tulee kompensoiduksi. Eni-
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ten spesifiseen osareaktioon osallistuvan entsyymin aktiivisuuden
vdhenemiselld ei sen sijaan ole olennaista merkitystd, koska tdmi
el yleensd vaikuta Michaelis-vakion arvoon. Tietystikin on estet-
tdvd tdmdn entsyymin aktiivisuuden téydeliinen hdvidminen, mihin

tarkoitukseen voidaan kdyttdd tavanomaisia entsyymin stabilointi-

menetelmid, jotka ovat tuttuja asiantuntijalle.

Entsyymin ylimddrdlld tarkoitetaan tdssd vdhintddn kaksi kertaa,
sopivimmin moninkertaisesti niin suurta entsyymimddran kayttda
kuin mikd reaktion tapahtumiseksi nopeasti olisi tarpeen. Lisdt-
tdessd eri mddrid osavaiheisiin k&ytettdvid entsyymejid tulevat,
kuten edelld on mainittu, eri osareaktioitten nopeudet huomatta-
vasti vaihtelemaan, tdten voidaan suhteellisen yksinkertaisella

tavalla tehd& eniten spesifinen reaktio nopeutta mddrittdvidksi.

Kaytettdvia entsyymejd voidaan vaihdella ja valita entsyymi, joka
on tdysin mddrattyd alkuperdd, ja jolla on haluttu Michaelis-
vakio. Erilaista alkuperdd olevilla entsyymeilld, jotka
katalysocivat samoja reaktioita, voi olla erilaiset Michaelis-
vakiot sen mukaan, onko ne saatu esim. mikro-organismeista tai

nisdkkdiden maksasta.

Myds pH-arvon avulla voidaan vaikuttaa reaktionopeuteen keksinndn
mukaisessa mielessd. Niinpd voidaan sen osareaktion entsyymid,
joka aiotaan tehdd nopeutta mddrittidvdksi, kdyttdd epdoptimaali-
sella pH-arvolla, mikd aiheuttaa tdmdn entsyymin Michaelis-vakion
suurenemisen. Samalla tavalla on my&s mahdollista kdyttdd hyvaksi
entsyymien riippuvuutta ldmpdtilasta, vaikka tdtd ei pidetd edul-
lisena, koska yleisend pyrkimyksend on yhtendistd4 entsymaattis-

ten mddritysreaktioiden l&mpdtila.
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Reaktioketjun eniten spesifiselld osareaktiolla tarkoitetaan siti
osareaktiota, joka osoittaa suurinta spesifisyyttd reaktion 1&h-
tosubstraatin suhteen ja joka voidaan muodostaa nopeutta midrit-
tdvdksi kuten ylld on mainittu. Tidm3 osareaktio voi olla, mutta
sen ei tarvitse olla entsymaattisesti katalysoitu. Esimerkki né&-
enndisesti ensimmdisen kertaluvun epdentsymaattisesta reaktiosta,
jolla on erittdin suuri spesifisyys, on mutarotaatio o- ja R-
glukoosin vdlill&d. Jos sin&nsd eniten spesifistd osareaktiota ei
voida tehdd nopeutta mddrittdviksi, esimerkiksi entsyymin liian
pienestd todellisesta tai ndenndisestd Michaelis-vakiosta johtu-
en, niin kelpaa seuraavaksi spesifisin osareaktio, joka voidaan
muodostaa nopeutta mdidrittidvidksi, keksinndn mukaiseksi eniten

spesifiseksi osareaktioksi.

Keksinndn olennaisena tunnusmerkkinid on, ettd nopeutta mddrittava
vaihe muodostetaan sellaiseksi, ettid se tapahtuu ensimmidisen tai
ndenndisesti ensimmdisen kertaluvun mukaan. Jos eniten spesifinen
osareaktio, joka muodostetaan nopeutta mddrittdvdksi, ilman muuta
tapahtuu ensimmdisen kertaluvun mukaan, niin erikoistoimenpiteet
tdssd suhteessa eivdt ole tarpeen. Toisin on jirjestyksessid toisen
Ja korkeamman kertaluvun reaktioitten laita. TH116in reaktio voi-
daan muuttaa seuraamaan ndenniisesti ensimmiistd kertalukua. Timi
voidaan, kuten asiantuntijalle on tunnettua, aikaansaada siten,
ettd toisen tai jonkin muun reaktioon osallistuvan aineen, joka
ei ole mddritettdvd substraatti tai sen reaktiotuote, pitoisuus
pidetddn reaktion aikana vakiona k&yttidm&dlld ainetta ylim&&rin.
Sitdpaitsi pitdd, mik&li on kyseessi entsymaattinen reaktio, va-
lita entsyymi, jolla on niin suuri Michaelis-vakio, etti se tulee
olemaan suuri verrattuna kokeessa esiintyviin substraattipitoi-

suuteen.

Keksinndn kohteena on lisdksi reagenssi kiytettdviksi entsyymi-
substraattien kineettiseen miiritykseen entsymaattisten sarjare-
aktioiden avulla. T&llainen reagenssi sisdltdi sininsi tunnettuja
entsyymejéd ja reaktioon osallistuvia aineita, ja keksinn®dn mukai-
selle reagenssille on tunnusomaista se, ett4 reagenssi sisdltdi
ylimddrdn, joka on ainakin kaksi kertaa reaktion suorittamiseksi
tarvittava mddrd, vdhemmdn spesifisen osareaktion tai vihemmin
spesifisten osareaktioiden entsyymii tai entsyymej4, eniten spe-

sifisen osareaktion saattamiseksi reaktionopeutta mifiriiviksi.
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Keksintd mahdollistaa entsyymikineettisten substraattimittausten
suorittamisen sarjareaktioita kdsittdvissd koejédrjestelmissd ja
samalla nididen middritysten suorittamiseen tarvittavan ajan lyhen-
timisen. Samalla saavutetaan olennainen riippumattomuus osallis-
tuvien entsyymien aktiivisuudesta, niin ettd menetelmd toimii
tdsmdllisesti myds silloin, kun osallistuvien entsyymien aktii-
visuudet ovat varastoinnin vuoksi alentuneet merkittdvasti.
Lisdksi keksintd mahdollistaa sellaisten monivaiheisten entsyy-
mikineettisten substraattimittausten suorittamisen kaikissa kay-
tdssd olevissa analyysiautomaateissa, joissa keksinndn mukaises-
ti on vaikeuksitta mahdollista sovittaa reagenssien kvantitatii-

vinen koostumus mille tahansa analyysiautomaatille soveltuvaksi.

Seuraavat esimerkit selittdvdt keksintdd edelleen.
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Esimerkki 1

Verensokerinmddritys GOD/PAP-menetelmdn mukaan
Mddritys tapahtuu seuraavan yhtd8ldn mukaisesti:

a-D-glukoosi &=————= B-D-glukoosi

37 % 63 %
B~D~glukoosi + HZO + O2 GOD s D—-glukonihappo + H202
EC.1.1.3.4°
H202 + fenoli + 4-aminoantipyriini POD » Kinoidinen vidri-

EC.1.11.1.7 aine + 2H20

Peroksidaasi-entsyymid (POD) annostellaan sellainen ylimddrd, ettd
tarkkaan ndenndisesti ensimmdisen kertaluvun mukaan tapahtuva muta-
rotaatio a- ja B-glukoosin v&dlilld tai glukoosiin ndhden suuren Ky~
arvon vuoksi samoin ndenndisesti ensimmdisen kertaluvun mukaan ta-
pahtuva glukoosiocksidaasi (GOD)-reaktio tulee nopeutta middrittdvdksi

vaiheeksi.

Tdmd saavutetaan reagenssilla, jolla on seuraava koostumus:

80 - 120 millimoolia fosfaattipuskuria, pH 7,0
0,8 U/ml tai enemmdn POD

12 U/ml tai enemmdn GOD

0,60 - 1,80 millimoolia 4-aminoantipyriinid

3,0 - 13,5 millimoolia fenolia

Y114 oleva reagenssi soveltuu erikoisesti menetelmdn toteuttamiseen
nopeissa keskipako-analysaattoreissa. Ensimmdinen lukema otetaan
noin 35 sekuntia sen jdlkeen kun reagenssi on sekoitettu tutkitta-
van ndytteen kanssa, ja toinen lukema 1,5 - 3,5 minuuttia myShemmin.
Kdyttdmdlld 500 - GOO/ul reaktioseosta ja 5 - 20/ul ndytettd voi-

daan verensokeripitoisuus aina arvoon 1000 mg/100 ml saakka midrittdi.

Esimerkki 2

Triglyseridin mddritys

Triglyseridit hajotetaan entsymaattisesti glyseroliksi ja rasvaha-

poksi.



60887

Glyserolin mddritys tapahtuu seuraavien yhteenliittyvien reaktioit-

ten mukaan:

glyserokinaasi EC2.7.1.30

Glyseroli + ATP Yy glyseroli-3-fosfaatti
+ ADP
ADP + fosfoenolipyruvaatti pyruvaattikinaasi EC2‘7'1'40> ATP + pyru-—

vaatti

Pyruvaatti + NADH + H+ laktaattidehydrogenaasi ECl.l.l.27;iagggitti

Menetelmd toteutetaan kineettisesti kdyttden seuraavia reagensseja:

Reagenssi 1:

45 ~ 55 millimoolia/1 fosfaattipuskuria, pH 7,0
4,6 - 3,1 millimoolia/l magnesiumsulfaattia

300 = 400 mikromoolia/l1 natriumdodesyylisulfaattia
2,3 - 3,5 millimoolia/1 ATP

280 - 420 mikromoolia/l fosfoenolipyruvaattia

120 - 230 mikromoolia/l1 NADH

7,7 x lO4 U/1 tai enemmdn lipaasia

5,8 x 102 U/1 tai enemmin esteraasia

9,6 x 102 U/1 tai enemmidn pyruvaattikinaasia

5,3 x lO3 U/1 tai enemmdn laktaattidehydrogenaasia

Reagenssi 2:

2,9 x lO3 U/1 glyserokinaasia

Reaktio mitataan nopeassa keskipako-analysaattorissa aallonpituudella
340 nm ja ldmpdtilassa 25°C. LisHttdessi ATP-pitoisuutta kokeessa
pyruvaattikinaasin Michaelis-vakio kasvaa ndenndisesti niin paljon,
ettd se tulee olemaan suuri verrattuna kokeen glyseroli—ylérajaan:
Muita entsyymejd annostellaan ylimddrd. Siten pyruvaattikinaasireak-
tio tulee nopeutta madrittdvdksi, ja glyserolipitoisuus voidaan mdd-

rittdd reaktionopeuden perusteella.

Mddrityksen suorittamiseksi sekoitettiin keskendidn lO/ul tutkittavaa
seerumindytettd, 30-50/u1 fysiologista keittosuolaliuosta ja 500~600

ul reagenssia 1, joka ei vield sisdiltidnyt glyserokinaasia, ja seoksen
/ g Yt g

annettiin seistd 10 minuuttia. Sen jdlkeen lisdttiin glyserokinaasi,
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ja ensimmdisen lukema otettiin 50 sekunnin sekd toinen lukema

150-200 sekunnin kuluttua.

Menetelmd soveltuu kdytettdvdksi triglyseridin pitoisuusalueella
500-9000 mg/1.

Regressiovertaussuora y = 0,99 x + 0,51

Korrelaatiokerroin r = 0,999.

Esimerkki 2 a

Glyserolin mddritys

Menetelmd toteutetaan kineettisesti kdyttden seuraavia reagensseja:
Reagenssi 1:

45 - 55 millimoolia/l fosfaattipuskuria, pH 7,0
4,6 - 3,1 millimoolia/l magnesiumsulfaattia

300 - 400 mikromoolia/l1 natriumdodesyylisulfaattia
2,3 - 3,5 millimoolia/1 ATP

280 - 420 mikromoolia/l fosfoenolipyruvaattia

120 -~ 230 mikromoolia/1 NADH

9,6 x 102 U/1 tai enemmin pyruvaattikinaasia

5,3 x 103 U/l tai enemmdn laktaattidehydrogenaasia

Reagenssi 2:

2,9 x 103 U/1 tai enemmin glyserokinaasia

Reaktio mitataan nopeassa keskipako-analysaattorissa aallonpituudella
340 nm ja lampdtilassa 25°C.

Lisdttdessd ATP-pitoisuutta kokeessa pyruvaattikinaasin Michaelis-
vakio kasvaa ndenndisesti niin paljon, ettd se tulee olemaan riittid-
van suuri verrattuna kokeen glyseroli-yldrajaan. Muita entsyymejd
annostellaan ylimd&drd. Siten pyruvaattikinaasireaktio tulee nopeutta
mddrittavdksi, ja glyserolipitoisuus voidaan middrittidid reaktionopeu-

den perusteella.

Mddrityksen suorittamiseksi sekoitettiin keskenididn 100/ul tutkitta-

vaa seerumindytettd, 100/ul fysiologista keittosuolaliuosta ja 500~
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600/ul reagenssia 1, joka ej vield sisdltdnyt glyserokinaasia. Sen
jdlkeen lisdttiin glyserokinaasi, ja ensimmdinen lukema otettiin

50 sekunnin sekd toinen lukema 150-200 sekunnin kuluttua.

Menetelmd soveltuu kidytettdvdksi glyserolipitoisuusalueella 50-900
mg/1l.

Esimerkki 3

Kolesterolin kokonaismiddra
Mddritys tapahtuu seuraavan yhtdldn mukaan:

Kolesteroliesteri + Hzo ‘kolesteroll-esteraa51> kolesteroli +

~

EC 3.1.1.13 rasvahappo

kolesterolioksidaasi,
4

Kolesteroli + 02 kolestenoni + H202

katalaasi
EC 1.11.1.6

H202 + CH3OH H2CO + 2H20

H,CO + 2CH,COCH,COCH3 + NH AN 1O +3mH0
2 3 2 3 > ﬁ |
C
A \
CH, I CH,
@
7N
CH3 N 3
H
A = 412 nm

Annosteltaessa kolesteroliesteraasi- ja kolesterolioksidaasi-entsyy-
mejd ylimddrd tulee ndenndisesti ensimmdisen kertaluvun mukaisesti
tapahtuva vdrireaktio nopeutta mddrittdvdksi. Menetelmd toteutetaan

esimerkiksi Eppendorf 5032-automaatissa kdyttden seuraavaa reagens-

sia:

0,45 - 0,75 moolia/l ammoniumfosfaattipuskuria, pH 7,0
1,36 - 2,04 moolia/l metanolia

16 24 millimoolia/l asetyyliasetonia

0,79 - 1,19 g/1 hydroksipolyetoksidodekaania

500 kU/1 tai enermmiin katalaasia

20 U/1 tai enemmdn kolesteroliesteraasia

20 U/1 tai enemmdn kolesterolicksidaasia
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Muuten saman koostumuksen omaava vertausreagenssi ei sisdlld koles-

terolioksidaasia.

Mddrityksen suorittamiseksi Eppendorf 5032~-automaatissa 0,01 ml
tutkittavaa ndytettd sekoitetaan 1,0 ml:aan reagenssia, Jja seosta
haudutetaan 20 minuuttia lidmpotilassa 37°C. Sen jilkeen ekstinktio

luettiin elohopeaviivan 405 nm kohdalta.

Muuten saman koostumuksen omaavan vertauserdn, paitsi ettd se ei
sisdltdnyt kolesterolioksidaasia, suhteen meneteltiin tarkkaan sa-
moin kuin edelld. Ekstinktioerosta koe-erdn ja vertauserdn vidlilli

on kolesterolimdidri laskettavissa.

Regressiosuora y = 0,98 x + 1,98;

korrelaatiokerroin r = 0,997.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd entsyymisubstraatin kineettiseksi mddrittdmiseksi,
jossa menetelmdssid substraatti saatetaan reagoimaan ainakin kahden
entsymaattisen osareaktion reaktiosarjassa, jossa saadaan mddri-
tettidvissid oleva reaktiotuote, tunnet tu siitd, ettd vali-
taan se osareaktio, jolla on suurin spesifisyys reaktiosarjan ldh-
tosubstraattiin ndhden ja lisdtddn muun tai muiden osareaktioiden
entsyymid tai entsyymejd sellainen ylimd&rd, joka on ainakin kak-
si kertaa reaktion suorittamiseksi tarvittava madrd, siten ettd
eniten spesifinen osareaktio muodostuu reaktionopeutta madrdd-
viksi ja seuraa ensimmdisen tai pseudo-ensimmdisen kertaluvun ki-
netiikkaa, ja mitataan muutos mainitun reaktiotuotteen pitoi-

suudessa ennalta mddrdtyn ajan kuluessa.

2. Reagenssi entsyymisubstraattien kineettistd mddrittdmistd
varten entsymaattisten sarjareaktioiden avulla patenttivaatimuk-
sen 1 mukaisella menetelmdlld, joka reagenssi sisdltdd sindnsa
tunnettuja entsyymejd ja reaktioon osallistuvia aineita, t un -
nettu siitd, ettd reagenssi sisdltidd ylimddrdn, joka on ai-
nakin kaksi kertaa reaktion suorittamiseksi tarvittava mddrd,
vihemmidn spesifisen osareaktion tai vdhemmédn spesifisten osare-
aktioiden entsyymii tai entsyymejd, eniten spesifisen osareakti-

on saattamiseksi reaktionopeutta mddrddvdksi.

Patentkrav

1. Forfarande f8r kinetisk bestdmning av ett enzymsubstrat, i
vilket fdrfarande substratet oms&dttes i en reaktionsserie av at-
minstone tvd enzymatiska delreaktioner, ddr en mdtbar reaktions-
produkt erhdlles, k i nnetecknat av att den delreaktionen
som ir mest specifik betriffande reaktionsseriens utgdngssubstrat
utvdljes och ett dverskott av dtminstone tvd génger den for ut-
férande av reaktionen beh&vliga mdngden av den andra eller de
andra delreaktionernas enzym eller enzymer tills&dttes, s&lunda
att den mest specifika delreaktionen blir hastighetsbestdmmande
och f8ljer f&rsta eller pseudo-f&érsta ordningstalets kinetik, och
dndring i den n¥mnda reaktionsproduktens koncentration bestdmmes
inom ett fdrutbestdmt tidsintervall.

2. Reagens f&r kinetisk bestdmning av ett enzymsubstrat med

enzymatiska seriereaktioner enligt fdrfarandet enligt patentkra-
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vet 1, vilken reagens innehdller i och for sig kdnda enzymer och i reak-
tionerna deltagande dmnen, k & n ne t e cknad av att rea-
gensen innehdller ett 8verskott av &tminstone tv& gédnger den for
utfdrande av reaktionen beh6vliga mdngden av den mindre specifika
delreaktionens eller de mindre specifika delreaktionernas enzym
eller enzymer fOr att bringa den mest specifika delreaktionen

hastighetsbestdmmande.
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