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(54) ° Enzymelektrode zur ATP-Bestimmung

(57) Die Erfindung bezieht sich auf eine Enzymelektrode zur
ATP-Bestimmung. Sie eignet sich besonders flr den Einsatz in
klinischen Labors, in der Mikrobiologie und Arzneimittelfoxschung.
Das Ziel der Erfindung besteht darin, durch die Kombination
bllllger Enzyme die ATP-Konzentration ohne Kofaktorverbrauch
in physiologischen und mikrobiologischen Ldsungen zu bestimuen.
Die erfindungsgemidBe Enzymelektrode ist eine Op=- oder
hAOZ-anzelgenue B;ektroue, die mit einexr Enzymschicht :
versehen 1st, in der die Glunoseox1dasc und Hexokinase nomogen
oder in getrennten Schichten aufgebracht und mit einem
Dialyseschlauch abgedeckt ist. In die MeSlOsung wird eine
definierte Glukosemenge zugegeben. Die ATP-Bestimmung ist mit
dieser Elektrode einfacher und billiger durchzufilhren.

:
6 Seiten
2881 $O20 200 .a::
ezoe ceoe H: e ve
MIOGR IN120K
?"‘l:‘: ;,,.‘.’AE; 0 'ese
Ses natd eco9 Gaen ouUns €YY ; «

(688) Ag 141/79-79 5. . ATEP 2680



DEUTSCHE DEMOKRATISCHE ﬁEPUBLIK
AMT FOR ERFINDUNGS- UND PATENTWESEN

PATENTSCHRIFT 142 973

Wirtschaftspatent
Erteilt gem3R § 5 Absatz 1 des Anderungsgesetzes zum Patentgesetz -

in der vom Anmelder eingereichten Fassung veroffentlicht

- int.Ct.3
(11) 142 973 (44) 23.07.80 3(51) G 01 N 33/52

(21) WP G 01 N / 212 465 (22) 25.04.79

- LN ST N oK £

Zur BS Nr. 4%?::,4. 73..

ist eine Zweitsohnift erschienen.

CTéilweise‘aufgehpben gem. § 6 Abs. 1 d. ind. Ges. Zp.Pat. a

es.)
MOLEAULAL DLULUYLE UNU [iCULGLil] (30 & amveese oo oo o

1175 Berlin, Lindenberger Weg 70

(54) = Enzymelektrode zur ATP-Bestimmung

(57) Die Exrfindung bezieht sich auf eine Inzymelektrode zur
ATP=Bestimmung., Sie eignet sich besonders fiir den Einsatz in
klinischen Labors, in der Mikrobiologie und Arzneimittelfoxrschung.
Das Ziel der Erfindung besteht darin, durch die Kombination
billiger Enzyme die ATP-Konzentration ohne Kofaktorverbrauch

in physiologischen und mikrobiologischen Ldsungen zu bestimmen.
Die erfindungsgemdBe Enzymelektrode ist eine 0Op- oder
HpOs~-anzeigende Elektrode, die mit einer Enzymschicht ,
versehen ist, in der die Glukoseoxidase und Hexokinase homogen
oder in getrennten Schichten aufgebracht und mit einem
Dialyseschlauch abgedeckt ist. In die MeBldsung wird eine
definierte Glukosemenge zugegeben. Die ATP-Bestimmung ist mit
dieser Elektrode einfacher und billiger durchzufiihren.
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Enzymelektrode zur ATP-Bestimmung

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft eine Enzymelektrode Zur Begtimmung der
Konzeniration von ATP. Die Enzymelektrode ist besonders fiir
den Einsatz im klinischen Labor, in der Arzneimittelforschung
gowie der Mikrobiologie geeignet, wo auf der Rasis der ATE-
Messung die enzymatische Aktivitzt von Kinasen sowie die Kon-
zentration derer Substrate (z.B. Glyzerol, Kreatinin), die
Akktivitst von ATP-asen sowie deren Hemmstoffen (herzwirksame
Medikamente) und die Keimzahl in physiologischen und Fermenta-
tionslosungen bestimmt werden kann.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Eine bekannte Methode zur ATP-Bestimmung beruht auf der ATP-~
abhingigen Lumineszenz von Luciferin in Gegenwart von Luci-
ferase. Der Nachteil dieser Methodik liegt in dem groBen
apparativen Aufwand (Flurometer) sowie dem hohen Preis von
Luciferin uné Luciferase.

Eine andere Methode koppelt die Reaktioren ven Hexokinase

‘und Glukose-G-Phosphatdehydrogenase, wobei dag inp der



o. 212465

ersten Reaktion entstehende G-6-P. unter Bildung von NADPH oxi~-
diert wird, Die Messung der ATP-Konzentration erfolgt iiber die
spektralphotometrisoh gemessene NADPH~Menge. Der Nachteil dieser
Methode liegt in der Notwendigkéit eines Spektralphotometers
sowie des Verbrauchs von NADP in jeder Messung (Handbook of .
Enzymatic Methods of Analysis, G. Guilbaunlt, M., Dekker Inc.,

New York 1976). ‘

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung ist es, durch die Kombination billiger
Enzyme die ATP-Konzentration mittels Enzymelektrode ohne Ko-
fekiorverbrauch in physiologischen und mikrobiologischen ISsun~
gen zu bestimmen,

Darlegune des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, durch Kombination der
Enzyme Glukoseoxidase (GOD) und Hexokinase (HK) ein Signal zu
erhalten, das von der ATP-Konzentration abhingt. Die Aufgabe
wird mit einer Enzymelektrode dadurch geldst, daB die beiden
Ehzyme gemeinsam in einer Schicht vor einer {iblichen Sauer-
stoffelektrode angeordnet sind und der MeBldsung eine definier-
te Menge Glukose zugesetzt ist. In Abwesenneit von ATP tritt
durch die Glukoseoxidation ein 02-Verbrauch auf, der der zuge~-
setzten Glukosemenge proportional ist (Prinzip der Glukose-
elektrode (F. Scheller et al., Z.med.Lab,Diagn. 18, 312(1977)).
Bei Zugabe von ATP zu dieser LOsung wird ein Teil der Glukose
durch die HK vor der Elektrode zu G-6-P umgesetzt, so daB eine
Verkleinerung des Signals fiir Glukose auftritt, die von der
ATP-NMenge abhingt.

GOD

Glukose + O2 Glukonsidure + H202

HK

Glukose + ATP G-6-F + ADP

Die erfindungegemiBe Enzymelektrode arbeitet also ohne die
Verwendung eines Kofzktors, Sie erlaubt sowohl die kontinu-
ieriiche als auch die punktweise Bestimmung der ATP-Konzen-

tration mit einfachen Gerdten (pOZ«Meter) und ersetzt
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teure Enzyme durch GOD,

Zur Bestlmmung von SubstLauen ven Kinasen ist es zweckmaslg,
daB die Enzymschicht zur Glukoseoxidase und Hexokinase zu-
gitzlich wit Glyzerol=- oder Keratininkinase versehen isie

Ausfithrungsbeigpiele

Die Erfindung soll nachstehend an 3 Ausfiihrungsbeispielen er=
ldutert werdene

2000 U GOD und 300 U HK werden in 0,3 ml LOsung von 5 ng
Acrylamid aufgeltst und auf einer Fliche von 8 cm® zwischen

2 Glasplatten ausgegtrichen und photopolymerisiert. Ein 3x3 mm
groBes Filmstiick wird auf der Polyéthylenfolié der Clark-Elek-
trode unmittelbar vor der Indikatorelektrode (Pt) plaziert.,
Uber die Enzymschicht wird ein Dialyseschlauch mit einem
O-Ring iiber den Elektrodenmantel gespannt. Die go préparierte
Enzymelektrode taucht in die gerithrte MeB8losung von 0,1 M
Phosphatpuffer, pH 6 mit 10 mi Mg012 und ist an ein pOQ-Meter
mit Schreiber angeschlossen.

Nachdem sich der Grundstrom eingestellt hat,wird eine Menge

an Glukose zugegeben, sodaB die Konzentration in der MeBlUsung
0,5 mM betrigt. Nach 2 Miputen ist der stationdre Stromwert
erreicht und es erfolgt 8-mal die Zugabe von jeweils 0,25 mif
ATP (Aufnahme der Eichkurve). Dabei tritt jeweils eine Ver-
kleinerung des Glukosesignals ein, wobei nach dem steilen Ab-
fall unmittelbar nach ATP-Zugabe der Ubergang zu einem kon=-
stanten Gebiet erfolgt. Der MeBwert ergibt sich als Schnpitt-
punkt der linearen Extrapolation beider Gebiete.

Zur Hessung der ATP-ase-Aktivitat wird eine Losung, die

0,5 mM Glukose und 2mi ATP? enth#lt in die MeBizelle eingefiillt.
Nachdem der Strom einen konstanten Wert besitzt, wird die
ATP-ase-Probe zugegeben. Durch die'Enzymreaktion erfolgt ein
Anstieg der Strom-Zeit-Kurve, da die ATP-Konzentration ver-
kleinert wird. Aus der Bichkurve kann damit die ATP-ase-Aktivi-
tat errechnet werden, N
Der Zusatz von AmPese~Femmérn, ZzeB. Ouabain, ruft eine Verkleiw-
perung des Anstvliegs hervor, Durch Variation der Inhibitor-
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konzentration wird die notwendige Konzentration zur 50%igen
Hemmung der ATP-ase ermittelt. Diese GriBe ist ein MaB der
- Herzwirksamkeit von ledikamenten

Eine photopolymerisierte Enzymschicht, dle nur GCD enthalt
wird wie in Beispiel 1 auf die Oz—blektrode auf&ebracht. An-
gchliessend wird eine zweite Polyacrylamidschicht von_100/u
Dicke, die 30 U HX und 20 U Glyzerokinase jJe cm2 enthdlt,

iiber die GOD-Schicht gelegt und mit einem Dialyseschlauch

auf der Stirnflidche des Elektrodenmantels fixiert. Diese Elek-
trode taucht in 5 ml temperierte Grundltsung, die 0,5 m
Glukose, 1 mil ATP und 1 mM MgCl2 in 0,1 M Phosphatpuffer pH 6
enthilt. Nachdem sgich der Strom stabilisiert hat werden 100/ul
der Glyzerol-haltigen MeBprobe zugegeben. In der Enzymreaktion
wird eine zur Ausgangskonzentration an Glyzerol proportionale
ATP-lenge verbraucht, die aus der Anderung des Stromes iiber
die Eichkurve bestimmt wird. Die Messung -dauert 2 Minuten.

.------——

Uber~den Elektrodenmantel wird ein Dialyseschlauch gespannt,
auf dem eine Enzymschicht mit GOD und HK (wie in Beisgpiel 1)
‘mit eipem zweiten Dialyseschlauch fixiert wird. Die Pt-Elek-
trode wird auf +600 uV gegeniiber der Bezugselektrode polari-
giert, sodafB die H202-Ox1da+1on erfaBt wird. Die Elektrode
ist an einen Analogdifferenzierer angeschlossen, der deh ma-
ximalen Anstieg der Strom~Zeit-Kurve anzeigto
Der Grundstrom stellt sich in 2 ml einer Pufferldsung von pH 6

wit 0,5 m Glukose, 1 mll MgCl, ein. Danach erfolgt die Zugabe

von Bo/ul deg Filtrates, der mlt Trichloressigsdure behandelten

" Fermentationsl®sung. Die Geschwindigkeit des Stromabfalls ist
der ATP-Xonzentratioh proportional, scdaB die Keimzahl iber
die ermittelte ATP-Konzentration erhalten wird. Bel glukose-
haltigen MeBproben wird vor der ATP-Megsung mit einer nur
GOD~-enthaltenden Enzymelektrode die Glukosekonzentration er-
mittelt und bei der Auswerfung berticksichtigt. '



Erfindunggsanapruch

1. Enzymelektrode zur Begtimmung von ATP mittels einer O,-

2

2
oder H202-anzeigenden Elektrode dadurch gekennzeichnet,

daB die Elektrode mit eirer Enzymschicht, in der Gluko-
seoxidase unhd Hexokinase homogen oder in getrennten
Schichten aufgebracht und durch einen Dialyseschlauch
abgedeckt ist, wobel in die leBlOsung eine definierte
Menge Glukose zugeseizt ist,

Enzymelektrode nach Punkt 1 dadurch gekennzeichnet, daB

die Enzymschicht zur Glukoseoxidase und Hexokinase zu-
gdtzlich Glyzerol=- oder Kreatininkinase enthidlt.
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