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(54) Akceptor elektront pfi stanoveni koncentrace
laktatu pomoci cytochromu b,

PouZiti tetrazoliové sgoli jako ak~
ceptoru elektroni pii stanoveni koncen-
trace laktatu pomoci cytochromu b, mad za
nasledek vyznamné zvySeni citlivosti reak-
ce, dosaZeni pozitivni zmény absorbance a
v neposledni radé i moZnost méFit vysled-
né zabarveni ve viditelné oblasti spektra.
VyuZiti feSeni je vhodné zejména pro la-
boratolfe klinické biochemie a jina pra~
covisté, kde se provddi stanoveni koncen-
trace laktatu pii bodnoceni tife laktato-
vé acidbézy u nemocnych v t&Zkém stavu pii
urdeni anaserobniho prahu u pacienti po
infarktu myokardu a u sportoveci.
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Vyndlez se t¥kéd pouZfitfi tetrazoliové soll jako skceptoru
elektrond p¥i stanoveni koncentrace laktdtu pomoci cytochromu bye

Kyselina mlé&né resp. laktét je dileZity metabolit, vznika-
jiel jako konedny produkt anaerobni glykolyzy. Stanoveni koncen-
trace laktdtu v plazmé& mé zésadni vyznam u nemocnych v téZkém
stavu, zejména v Zoku, kdy poméhd urdit nejen diegndézu laktétové
aciddzy, ale uplatiuje se i jako ukazatel uspdnosti 1é&by
a prognozy onemocndni. U pacientd po infarktu myokardu se vyuZf{-
véd stanoveni koncentrace laktdtu v krvi k urdeni velikosti zat&-
fe, kterou pacient jest® dokéZe zvléddnout aerobni oxigenaci, tj.
1ze urdit vhodnou z4t&% pro rehabilitadni cvideni. U sportoved
dovoluje stanoveni koncentrace laktétu v krvi po fyzické zdt&%i
posoudit stupen trénovanosti.

Ke stanoveni koncentrace laktdtu v plazmé se obvykle uZivé
jedné ze dvou specifickyeh enzymovych metod. Prvéd spolivéd v oxi-
daci laktdtu na pyruvdt nikotinamidadenindinukleotidem za kata-
1¥zy Zivo&isnou laktétdehydrogenasou. Vznik redukované formy
nikotinemidadenindinukleotidu se projevi ndridstem absorbance
v ultrafialové oblasti spektra. ProtoZe reakdni rovnovéha je ne-
pr{znivéd pro uvedeny sm&r reakce, je tieba odéerpédvat jeden
z produktd, obvykle pyruvédt. K tomu lze napi. vyuZit transami-
na&nl reskce s glutamdtem za katalyzy alaninaminotransferasou.
Tento princip je uZit v préci Nolla (in: Bergmeyer, H. U., ed.:
Methoden der enzymetischen Analyse, 2. vyd., d11 2, Akademie -
Verlag, Berlin 1970, s. 1433 & 1437) a je na n¥m zaloZeno i u néds
uzivané stanoveni koncentrace laktdtu pomoei soupravy Lactat
vollenzymetisch firmy Boehringer Mannheim. Nutnost p¥{tommosti
dvou enzymd, koenzymu a dalifho pomocného substrédtu prodrefuje
stanovenf. Dal3{ nevyhodou je nezbytnost uZiti fotometru s moZ~
nost{ m&Fit v ultrafialové oblasti gpektra; tento fotometr je
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drahy a v mend3ich laborato¥ich klinické biochemie nedostupny.
[

Druhd metoda vyu¥ivd cytochrom b2, obvykle izolovany z ae-
robnich kvasinek, nap#. gz pekatského droZdf{. Tento enzym pisobi
také jaeko laktdtdehydrogenasa a katalyzuje pFfemé&nu laktédtu re
pyruvédt. Enzym nepotfebuje Z4dny koenzym a jako umEly akceptor
elektrond je vyufivén ferrikyanid draselny. Tuto metodu poprvé
popsal Wieland (Biochem. Z. 329, 1958, &. 7, 8. 568 = 576)

a u$ili ji pozd3ji i jin{ auto¥i, nap#. Durliat a spel. (Clin.
Chem. 22, 1976, &. 11, s. 1802 ¢ 1805). Prib&h reskce je sledo-
vén jeko pokles absorbance v krédtké oblasti viditelného svitla,
zpisobeny pFeménou %¥lutého ferrikyanidu na bezbarvy ferrokyanid.
Nevyhodou stenoveni je maléd citlivost a obtiZny zplsob automati-
zace pii zéporné zméné absorbance.

Podstata akceptoru elektrond p¥i stanoveni koncentrace lak-
tdtu pomoei cytochromu b, spodivd v pouZit{ tetrazoliové soli.
Tato sloulenina, obvykle ufivand jako redoxni indikdtor k pri-
kazu redukované formy nikotinamidadenindinukleotidu nebo sulf-
hydrylovyech skupin, je v tomto p¥ipadé® redukovéna laktétem za
katalytického plsobeni cytochromu b2 ne barevny formazan; nérdst
absorbance je mé&Fen ve viditelné oblasti spektira.

Vyhodou tohoto stanoveni je jednoduchost a vysokd eitlivost,
tém&* desetkrdt vys33{ neZX p¥i uZiti ferrikyanidu. ProtoZe doché-
z{ k ndrdstu absorbance, lze vysledky snadno autométicky vyhod-
nocovat. Vzniklé zabarven{ je m&Feno ve viditelné oblasti spek-
tra, ¢{m¥ je stanoveni zp¥{stupnénoc i t3m 1aboratofim; které
nejsou vybaveny spektrofotometrem pro mé&¥en{ v ultrafialovém
svétle, Izolace cytochromu b2 je levné a pro jednoduchost po-
stupu snadno realizovatelné.

Pi{klad 1

P¥i stanoveni koncentrace laktétu pomoci cytochromu b2 se
jeko akceptor elektrond u%ije 3,3?-dianisol-4,4’-bis[2-(4-nitro-
fenyl)—5-feny1tetrazoliumchlorid] v kone&né koncentraci
0,4 mmol/l a jako prenaded elektrond N-metylfenaziniummetylsul-
T4t v kone&né koncentraci 0,15 mmol/l. Vzniklé zabarveni se mé&-
#{ pri vlnové délce 530 nm.




. Pr{klad 2 240 043
Po elektroforéze v gradientovém polyakrylamidovém gelu né-
sleduje inkubace v roztoku obsahujicim laktdt v koncentraci
50 mmol/l, 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium-
bromid v koncentraci 2,0 mmol/l a N-metylfenaziniummetylsulf4t
v koncentraci 0,2 mmol/l. Postup slou%#{ k charakterizaci lak-
tdtdehydrogenasy po jeji izolaci z kvasinek.
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Pou¥it{ tetrazoliové soli jako akceptoru elektrond p¥i
stanoven{ koncentrace laktdtu pomoci eytochromu b2.
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