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Keksintd koskee analyysimenetelmii, jonka avulla voldaan mE&rittdi entsy-
maattisesti substraatteja biologisissa nesteissi, varsinkin ruumiin-

nesteissd kuten seerumissa.

Analytiikassa mifritetdin biologisissa nesteissi olevia aineosia usein

seuraavan yleisen reaktiokaavan mukaan:

S + ATP SPes-Kinaasl = g .o eootti + ADP

ADP + PEP «LX . ATP + pyruvaatti

pyruvaatti + NADH P | [-1aktaatti + NAD

......

Edelld olevissa yht8l6issi merkitsee I3 miHritettdvd€ substraattia tai
siitd aikaisemmin suoritetun entsymaattisen reaktion avulla saatua
reaktiotuotetta, ATP tarkoittaa adenosiinitrifosfaattia, S-fosfaatti
fosforyloitua substraattia tal reaktiotuotetta, ADP adenosiinidi-
fosfaattia, PEP fosfoenolipyruvaattia, PK pyruvaattikinaasia, NADH
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prelkistettyd nikotiiniamidi-adeniini-dinukleotidi&d, LDH laktaatti-
dehydrogenaasia ja NAD hapetettua nikotiiniamidi-adeniini-dinukleo-
tidi4.

Edells olevassa reaktiosarjassa on ensimmiisessi reaktiossa syntyneen
ADP:n m44rid suoraan verrannollinen S:n tuntemattomaan md&ré&8n. Mitta-
ussuureena on NADF:n kulutus, joka mitataan rutiininomaisesti m&&-
rittidm&l14 absoprtion aleneminen aallonpituudella 340 nm, Hg 365 tai
Hg 335. Edelld oleva reaktiosysteemi on yleisesti kdyttdkelpoinen
sellaisten aineiden miirityksessi, jotka voidaan fosforyloida spesi-
fisen kinaasin avulla ATP:114, jolloin muodostuu ADP:t&, tai sel-
laisten aineiden m#&rityksessd, joista voidaan saada vastaavasti
fosforyloituvia reaktiotuotteita.

Edelld esitettyd reaktiokaavaa kiytetidin erityisen suuressa miérin
kliinis-kemiallisessa laboratoriossa erilaisten substraattien mééri-
tykseen, jolloin spesifisyys m#d&rdtylle substraatille saavutetaan
kulloinkin spesifisen kinaasin avulla. Systeemissi on kuitenkin se
varjopuoli, ettid biologisissa nesteissid kuten ruumiinnesteissid ja
varsinkin seerumissa on sii#nn8llisesti olemassa muita aineita, jotka
my8s aiheuttavat NADH:ta kuluttavan reaktion. T&m& koskee erityi-
sesti endogeenistid pyruvaattia. Toinen syy, mink& vuoksi on otetta-
va huomioon niytteen nollakokeen arvo, on biologisten ja ruumiin-
nesteiden erilainen ominaisabsorptio mainituilla aallonpituuksilla,
esimerkiksi niiden bilirubiinipitoisuudesta johtuen. Tdllaisia m&&-
rityksii on sen vuoksi suoritettu t&hin asti ottamalla huomioon
nidytteen nollakokeen arvo, josta puuttuu spesifinen kinaasi, siis
fosforyloiva entsyymi. Miidritettivin aineen miiri saadaan sitten
vihennyslaskun avulla kummastakin rinnakkaismiirityksests saaduis-
ta tuloksista. Varjopuolena on t4118in, etti tarvitaan kaksinker-
tainen miirs itsessiin hyvin kalliita entsyymireagensseja kuin
pelkkiddn miidritykseen tarvittaisiin ja reaktion kustannukset tule-
vat kiytidnnbllisesti katsoen kaksinkertaisiksi. Ep&edullista on myOs-
kin se, etti menetelmin suorittaminen kulloinkin k&ytettdvdlld ana-
lyysiautomaatilla on mahdollista vain, jos kiytett&dvissid on kaksi

mittauskanavaa.

ndogeenisten aineiden aikaansaaman virheen poistamiseksi on olemassa
myds toinenkin mahdollisuus, nimittidin ettd poistetaan endogeeniset
aineen reaktion avulla ennen spesifisen kinaasin lisH&4mistd ja suo-

ritetaan NADH-kulutuksen ensimmiinen midritys, sen jdlkeen lis&t&én
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spesifinen kinaasi ja mid8ritetdin uudestaan NADH-kulutus. T&mi mene-
telm# tulee kalliiksi ja silli on se erikoisen suuri haitta siini,
ettd sitid ei yleensi volda lainkaan suorittaa tunnetnuilla automaat-

tisilla analyysilaitteilla.

Keksinnd®n perustana on sen vuoksi vaatimus saada aikaan menetelmi,
Jjoka on edelli kuvatun kaltainen ja jossa suoritetaan vain yksi ainoa
mi&ritys ja entsyymien kulutus on siis pienempi. Sen lis&ksi on tavan-

mukaisten analyysiautomaattien sovelluttava menetelmin suoritukseen.

N&m& vaatimukset tulevat keksinn®dn mukaisesti toteutetuiksi analyysi-
menetelmissid, jossa miiritetiln entsymaattisesti substraatteja biolo-
gisissa nesteissid, varsinkin seerumissa, fosforyloimalla substraatti
tal siitZ entsymaattisesti saatu reaktiotuote ATP:114 spesifisen ki-
naasin l8sndollessa, jolloin vapautuu ADP:td, antamalla Jj&lkimm&isen
sitten reagoida fosfoenolipyruvaatin kanssa pyruvaattikinaasin l&s-
néollessa, jolloin muodostuu pyruvaattia, hydraamalla pyruvaatti
NADH:n avulla laktaattidehydrogenaasin l4sniollessa ja mittaamalla
NADH:n kulutus, ja menetelmi on tunnettu siitid, ettl nestendytteen
annetaan reagoida ilman spesifistd kinaasia, mutta NADH:ta regene-
roivan entsymaattisen systeemin ollessa 1l8sni liuoksessa, reaktion
kulkua varten tarvittavien reagenssien kanssa, jonka jdlkeen erote-
taan entsyymit puolil&pidisevdn kalvon 1ldpi reaktioliuoksesta ja 1i-
sdtdin suodokseen spesifinen kinaasi, pyruvaattikinaasi ja laktaat-

tidehydrogenaasi ja suoritetaan mittaus.

Keksinndn mukainen menetelmi soveltuu periaattessa kaikkiin entsy-
maattisiin analyysimenetelmiin, joissa joko miiritettivi substraatti
itse tai jonkin etukiteen suoritetun entsymaattisen reaktion tuote
reagoi ATP:n ja vastaavan spesifisen kinaasin kanssa ja muodostuu
ADP:t4. Esimerkkini sellaisista menetelmisti mainittakoon vapaan
glyserolin mé&ritys (Klin.Wschr.40, 362 (1962), neutraalirasvan
méiritys (Klin.Wschr.b4l, 262 (1966), kreatiniinin m#&ritys (Scand.
J.Clin.Lab.Invest.29, Suppl, 126 (1972), glukoosin mddritys (Bio-
chem.Z. 328, 499 (1957).

Jos miiritetd8n itse spesifisen kinaasin substraatti, esimerkiksi
siind tapauksessa, ettd mitataan vapaa glyseroli, niin lis&t&i&n vain
tissd tapauksessa spesifistid kinaasia, siis esimerkkitapauksessa glyse-
rolikinaasia. Jos kinaasi fosforyloi varsinaisesti mi8ritettdvéstéd

substraatista entsymaattisesti saatua reaktiotuotetta, tarvitaan vie-
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entsymaattinen reaktiosysteemi reaktiotuotteen saamiseksi substraa-
tista menetelmin ensimmdisessi vaiheessa.

Esimerkkind t&sti mainittakoon neutraalirasvan miiritys (triglyseridi-
middritys), jossa rasvojen annetaan reagoida lipaasin ja mahdollisesti
esteraasin kanssa, jolloin muodostuu glyserolia ja rasvahappoa ja muo-

dostunut glyseroli j&lleen fosforyloidaan ATP:114 jaglyserolikinaasilla.

Reaktionkululle tarpeellisia reagensseja ovat paitsi jo mainitut entsyy-
mit ATP, PEP ja NADH myds apuaineet kuten puskuriaineet , epiorgaani-
set suolat, esimerkiksi magnesiumsulfaatti, mahdollisesti pinta-aktii-
viset aineet ym. Kaikki ni#mi aineet ovat asiantuntijalle suoritetta-
van reaktion yhteydessi tuttuja, eiki niit4 ole tarpeen t#ssi selos-

taa yksityiskohtaisesti.

NADH:ta regeneroiva entsymaattinen systeemi muodostuu olennaisesti
NADH-spesifisestd dehydrogenaasista samoin kuin timin dehydrogenaasin
substraatista. Keksinndn puitteissa pidet#sn parhaana sellaista sys-
teemid, joka sisdlt#4 alkoholidehydrogenaasia ja substraattina alkoho-
lia. Muita NADH-spesifisi# dehydrogenaaseja ja ndiden substraatteja
voidaan kuitenkin kdyttii samalla lailla.

Puolilipiisevind kalvona kiytet#d#in keksinndn puitteissa kalvoa, joka
piddttdsd valkuaisaineet, mutta piistidi livitseen pienempimolekyyliset
aineet. Esimerkkein& sopivista kalvoista mainittakoon dialyysikalvot,
ultrasuodatuskalvot, k&inteisosmoosissa kiytettdvidt kalvol yms.

Kun keksinndn mukaista menetelmii suoritetaan kaupasta saatavilla
analyysiautomaateilla, voidaan puolilip8isevini kalvona proteiinien
eristdmiseksi kiyttid4 tillaisissa laitteissa siinndllisesti varustee-
na olevaa dialyysilaitetta. Sen vuoksi on mahdollista suorittaa
keksinndn mukainen menetelmi t#llaisilla automaateilla tarvitsematta
muuttaa nditd laitteita ja ilman ettd tarvittaisiin toista mittaus-
kanavaa. Keksinndén tdssi toteuttamismuodossa k#Hytetd&n siis hyviksi
periaatteessa reaktioiden suorittamista eri osastoissa, niin ettd entsy-
maattiset reaktiot, paitsi fosforyloiminen ATP:n kanssa (spesifisen
kinaasin puutteen vuoksi), tapahtuvat ensimmiisessi osastossa, ja sen
jdlkeen pienempimolekyyliset aineosat siirtyvit puolilépiisevdn kalvon
l8pi toiseen osastoon, ilman ettd tarvittaisiin mink#&nlaisia mittauk-

'
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sia, toisessa osastossa lis&t#dn sitten spesifinen kinaasi, PK ja LDH,
ja NADH:n kulutus mitataan fotometrisesti. Puolil&plisevd kaivo entidl
mySs NADH:ta regeneroivan systeemin toimimasta, koska t&hin tarvittava dehydroge-
naasi erottuu pois, t#118in vastaa mitattu NADH-kulutus yksinomaan f{osfory-
loidun substraatin mdiridi, sillid hdiritsevit reaktiot on suljettu pois.
Niin vdltettyjen h#iritsevien reaktioiden merkitys tulee selvisti
ndkyviin, jos esimerkiksi verrataan seerumissa tavallisesti esiintyvid
pyruvaattikonsentraatioita erilaisten, seerumissa normaalisti esiinty-
vien ja edelli selostetun menetelmdn mukaan mdidritettivien ainelden

konsentraatioihin:

Seerumissa esiintyva Konsentraatio Pyruvaatin pitoisuus

aineosa normaalialue prosenteissa laskettuna
(mM) substraatista

Pyruvaatti 0,05-0,07 -——

Triglyseridit 0,8 -1,94 3-10 %

vapaa glyseroli 0,03-0,145" 30-200 %

kreatiniini 0,07-0,13 40-100 %

Edelld olevasta taulukosta k8y ilmi, ettd yksinomaan pyruvaatin aiheut-
tama hdiri6 saattaa olla moninkertaisesti suurempi kuin substraatin
mittausarvo. Lis&ksi on otettava huomioon, ettid biologisissa nesteissé
esiintyy useissa tapauksissa my®s muita hdiritseviid aineita kuten bili-
rubiinia, joiden vaikutus voidaan samoin poistaa keksinndén mukaisen
menetelmdn avulla. T&mdn seikan todistamiseksi liuotettiin seerumiin
lisdintyvid midrii (aina 10 mg/100 ml kohti) bilirubiinia. Glyseroli~
pitoisuuden miidritys antoi sellaista reagenssiseosta k#dyttden sekd
bilirubiinin kanssa ettd ilman bilirubiinia samat arvot. Kun jidtettiin
pois NADH:ta regeneroiva systeemi, saatiin noin 10 % korkeampia mittaus-
arvoja, jotka johtuivat endogeenisesta pyruvaattipitoisuudesta, mutta
olivat yll&dttéen k8ytdnndllisesti katsoen riippumattomia bilirubiini-
konsentraatiosta. Keksinndn mukaisen menetelmin avulla poistetaan

sen vuoksi my&s hiirititd, jotka johtuvat biologisen nesteen omasta
virisidvystd. Ei tiedetid, mihin tdmi efekti perustuu.

Kun réytteen nollakokeen arvon midrittéminen el ole endd pakollista, alenee kal-
liiden entsyymien kHyttd jopa 50 % ja samalla voidaan siilyttii mene-
telmén automaattinen suoritustapa ja sen lis#ksi on vield mahdollista
tybskennelld sellaisilla analyysiautomaateilla, joissa on ainoastaan
yksi mittauskanava. Analyysiautomaateissa, joissa on kaksi mittaus-

kanavaa, voidaan toinen mittauskanava piti4 vapaana toisille midrityk-
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sille ja sen lis#ksi k#isittely tulee helpommaksi ja yksinkertaisemmak-
si, koska siistytdidn ajalliselta, elektroniselta ja optiselta kahden

analyysiautomaattikanavan tasaukselta.

Keksinntn avulla voidaan poistaa mySs hidiridt, jotka aiheutuvat suuri-
molekyylisten proteiinien pitoisuudesta, jotka hajoittavat voimakkaas-
ti valoa ja antavat t#114 tavoin v&d4ri# valoabsorption arvoja, esimer-

kiksi voimakkaasti lipeemisissi seerumeissa.

Keksinndn mukaisessa menetelmidssi on saatu erikoisen hyvii tuloksia

kiytettdessid etanolia ja alkoholidehydrogenaasia NADH:ta regeneroivana
systeemind, kun etanolikonsentraatio o0li vdhintdin 2 g/100 ml puskuria
ja ADH-konsentraatio vihintidin 180 IU/ml. THssi tapauksessa osoittau-

tul sopivaksi erityisesti trietanoliamiini-puskuri 0,05-0,2 M, pH 7-8.
Seuraavat esimerkit valaisevat keksintéd 1&Zhemmin.

Esimerkki 1

Glyserolin miZritys

Midrityksessd kdytettiin vesipitoista nHytettd, glyserolikonsentraa-
tio 30 mg/100 ml. Tutkittiin pyruvaatin vaikutusta 1lisdi8m#114 2,

4, 6, 8 ja 10 mg pyruvaattia/l100 ml niytettd. Midritys suoritettiin
toisen polven autoanalysaattorilla, amerikkalaisen firman Techniconin
valmistamalla analyysiautomaatilla. T&mid laite tyYskentelee kiyttden
jatkuvaa virtaussysteemii ja sen vuoksi yksityisten reagenssien annos-
tus ilmoitetaan dimensiolla ml/min. Entsyymien erottamiseen kdytet-
tiin kaupasta saatavaa dialyysikammiota, valmistaja Technicon-firma,
Yhdysvallat. Niyte laimennettiin (0,05 ml/minuutissa) liuoksella,

joka sis8lsi trietanoliamiini-puskuria, 0,1 M, pH = 7,6, NADH (0,025 mM),
ATP (0,13 mM), PEP (0,04 mM), magnesiumsulfaattia (1,0 mM), etanolia

(2 g/100 ml), ja entsyymeji LDH (1,6 IU/ml), PK (0,3 IU/ml) samoin
kuin ADH (180 IU/ml) virtausnopeudella 0,8 ml/min. Dialysoidaan
liuosta vastaan, joka sis#8ltd4 trietanoliamiinipuskuria, 0,1 M, pH 7,6,
NADH (0,1 mM), ATP (0,53 mM), PEP (0,18 mM), magnesiumsulfaattia (1,0
mM), LDH (6,4 IU/ml), PK (1 IU/ml), virtausnopeuden ollessa 0,6 ml/min.

Dialysaattiin sekoitettiin glyserokinaasin liuos (2 IU/ml) 7,5 mM:ssa
magnesiumsulfaattia) virtausnopeus 0,1 ml/min. Mitattiin ekstinktion
pieneneminen ilmoitettuna asteikonosina 7,5 minuutin inkubaatioajan
j8lkeen lidmpbtilassa 37OC, Tulokset on koottu taulukkoon 1.
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Taulukosta 1 k¥y ilmi, etti vain keksinndén mukainen menetelmid (sarake 3),
jossa kHytetdin yhtid mittauskanavaa, antaa yhtdpitdvi& arvoja cikeana
pidetyn 2-kanavamenetelmfén kanssa, jossa otetaan niytteen nollakoe-

arvo huomioon (sarake 1).

Esimerkki 2

Neutraalirasvan miiritys ihmisen seerumista.

Otettiin ihmisen seerumia niytteiksi ja lisdttiin niihin pyruvaattia
2, 4, 6, 8 ja 10 mg/100 ml. Tydskenneltiin kuten esimerkissd 1 on
selostettu laitteiden suhteen. Liuoksissa on seuraavia aineosia ja

niitd pumpattiin seuraavalla virtausnopeudella:
Ndyte: 0,05 ml/min.

Liuos 1:

0,1 M trietanoliamiini-puskuria, pH = 7,8, nopeudella 0,8 ml/min,
sisdltden: 0,025 mM NADH, 0,13 mM ATP, 0,04 mM PEP, 1,0 mM magnesium-
sulfaattia, 2 g/100 ml etanolia, 1,6 IU LDH/ml, 0,26 IU PK/ml, 180 IU
ADH/ml, 11 IU esteraasi/ml, 400 IU lipaasi/ml, 0,1 mg Na-dodekyyli-
sulfaattia/ml.

Liuos 2 (dialysaatti):

0,1 M trietanoliamiini-puskuria, pH = 7,6 nopeudella 0,6 ml/min,
sis#ltden: 0,1 mM NADH, 0,53 mM ATP, 0,18 mM PEP, 1,0 mM magnesium-
sulfaattia, 6,4 IU LDH/ml, 1,0 IU PK/ml.

Liuos 3:
7,5 mM magnesiumsulfaattia, nopeudella 0,1 ml/min, sisdltéen:
2 1U glyserokinaasia/ml.

Inkubaatioaika 7,5 min ld4mp&tilassa 37°C.

Mittausarvot on esitetty taulukossa 2.
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Esimerkki 3

Muiden vdrillisten aineiden aiheuttamien interferenssien poistaminen.

Ndyte, josta oli mifritettivi neutraalirasva, sekoitettiin niytteen
kanssa, jonka bilirubiinipitoisuus on korkea. (Bilirubiini on ruu-
miille ominainen veren vériaineen hajoamistuote ja se osoittaa aallon-
pituuksilla 340 tai 366 nm raja-absorption, maksimi on aallonpituudella
450 nm). Muwten o'lvat koeolosuhteet samat kuin esimerkissi 2 sil-

1% erolla, ettd kontrollin vuoksi mitattiin koesarjassa, sarake 3

ilman kinaasia (glyserokinaasia).

Tulokset ovat taulukossa 3.
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Sarakkeessa 3 oleva havaittu m8drid 0 % todistaa, ettel bilirubii-

nin vaixutusta ole mitattavissa.

Patenttivaatinmukset

1. Analyysimenetelmd, Jjonka avulla voidaan md&rittZd entsymaat-
tisesti substraatteia biologisissa nesteissi, varsinkin seerumissa
fosforyloimalla substraatti tal siit& entsymaattisestl saatu reak-
tiotuote ATP:114 spesifisen kinaasin 1l&sn#ollessa, jolloin vapau-
tuu ADP:ta, antamalla Jj&lkimm#isen reagoida fosfoenolipyruvaatin
kanssa pyruvaattikinaasin ldsniollessa, jolloin muodostuu pyruvaat-
tia, hydraamalla pyruvaatti NADH:n avulla laktaattidehydrogenaasin
14sndollessa ja mittaamalla NADH:n kulutus, t unn e t t u siité,
etti annetaan nestenidytteen reagoida ilman spesifistd kinaasia,
mutta NADH:ta regeneroivan entsymaattisen systeemin ollessa ldsné
1iuoksessa reaktion kululle tarpeellisten reagenssien kanssa, jon-
ka jHilkeen erotetaan entsyymit puolilipiisevidn kalvon 1ldpi reaktio-
liuoksesta, lis#dt#din spesifinen kinaasi, pyruvaattikinaasi Ja lak-
taattidehydrogenaasi suodokseen ja suoritetaan mittaus.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé&, t unne t t u
siitd, ettid kiyteti#in NADH:ta regeneroivaa systeemid, joka sis&l-

t34 NADH-spesifisen dehydrogenaasin ja sen substraatin.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unne t t u
siit#d, etts kiytetdin alkoholidehydrogenaasia ja sen substraatti-

na alkoholia.

uy, Jonkin edell# olevan patenttivaatimuksen mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd entsyymit eristetdln dialyysin, ult-

rasuodatuksen, kiinteisosmoosin tal sentrifugoinnin avulla.

Patentkrav

1. Analysférfarande fdr enzymatisk bestdmning av substrat i
biologiska vatskor, speciellt serum, genom att fosforylera subst-
ratet eller en d&rur enzymatiskt erhdllen reaktionsprodukt med ATP
i n#rvaro av ett specifikt kinas, varvid ADP frigdrs, och att
1&8ta det sistnimnda reagera med fosfoenolpyruvat i ndrvaro av
pyruvatkinas, varvid pyruvat bildas, och att hydrera pyruvatet

med NADE 1 ndrvaro av laktatdehydrogenas och att mdta NADH-fOr-

brukningen, ¥k a nne t ec knat av att vidtskeprovet f&r rea-
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gera utan nidrvaro av kinas med fdr reaktionsfdrloppet nbdiga rea-

genser 1 nirvaro av ett enzymsystem, som regenererar NADH, var-

efter enzymerna avskiljs genom en semipermeabel membran frin reak-
tionsl&sningen, det specifika kinaset, pyruvatkinas och laktat-

dehydrogenas tills#ttes i filtratet och mdtningen utfdrs.

2. wgrfarande enligt patentkravet 1, k E&nnetecknat
av att ett NADH regenererande system anvinds, som inneh&ller NADH-

specifikt dehydrogenas och dess substrat.

3. Forfarande enligt patentkravet 2, k E&nnetecknat
av att man anvinder alkoholdehydrogenas och alkohol som dess

substrat.
L. T8rfarande enligt ndgot av ftregdende krav, k & n n e -

t ecknat av att enzymerna avskiljs med dialys, ultrafiltrering,
omvind osmos eller genom centrifugering.

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer
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