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{54) Zku$ebni systém ke stanoveni l&tek v tekutindch

1 2

ReSeni se tyka zkuSebniho systému ke
stanoveni ldatek v tekutindch obsahujiciho
soucasné alespoil dva enzymy nebo enzy-
mové systémy pro nezivislou reakci se sta-

novenou latkou.

ZkuSebni systém s rozSifenym méiicim
rozsahem je obzvla3t& vhodny pro stano-

veni glukézy.
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‘Vyndlez se tykd zkuSebniho systému ke
stanoveni ldtek v tekutindch, obzvlasté v
t&lesnych tekutindch. o

Stanoveni latek v télesnych tekutindch
méa pro lékafskou diagnézu velky vyznam.
To plati jak pro kvantitativni stanoveni, tak
také pro semikvantitativini nebo kvalitativ-
ni zplsob, ktery umoZiiuje vlastni kontro-
lu jednotlivym pacientim nebo jednodu-
chou zkou3ku. Podle vyznamu této zkouS§-
ky byly zndmé ¢etné zplisoby. Nejobvyklej-
8§imi zpidsoby jsou enzymatickd stanoveni,
kterd umoZiiuji vysoky stupeil specifiénosti.
Zde se stanovi p¥imo nebo nep¥imo vizuél-
né, fotometricky nebo jinymi optickymi ne-
bo fyzikdln&-chemickymi zpflisoby piirlstek
nebo tibytek reakéni slozky pritomné pfi re-
akci. :

Viem témto systémGm je spoletné, Ze
vZdy reaguje jen enzym nebo enzymovy sy-
stém se stanovovanou latkou, pfifemzZ se re-
akéni produkt vytvoii ve stejném nebo pro-
porciondlnim molarnim poméru nebo se
spotiebuje spolureagujici slozka.

Proto je zapotifebi pro vSechny zpidsoby
stejngé velky méfici rozsah, ktery se miiZe
posunovat podle citlivosti mé&rného signa-
lu a zfedé&ni vzorku.

Pro léka¥skou diagndzu jsou zapotfebi
testy, které jsou schopné bezpecn& postih-
nout jak jen mdlo rozdilné hodnoty v roz-
sahu norméinfho rozmezi a patologického
rozmezi, tak také soudasné umoZnit v pa-
tologickém rozmezi pokud moZno velky roz-
sah. To obzvlasté plati také pro tfidici me-
tody, napfriklad zkuSebnimi ty&inkovymi sy-
stémy. Méfici rozsah ziskany pro obvyklé
testy je pro c¢ast ziskanych tdajii nedosta-
te¢ny, to predeviim plati pro stanoveni glu-
kézy. Bylo jiZ sice zkouSeno tento problém
vyfe§it testovanymi pi#isadami, které zmé-
ni citlivost testu, v&tS{ mé&rici rozsah se vSak
ziskd pouze tehdy, kdyZ se pojme do cel-
kového testu vice zkouSek s pfisluiné rhz-
né nastavenymi mé&ficimi rozsahy.

Ukolem vyndlezu je vyvinout zku$ebni sy-
stémy, které maji proti obvyklym systémiim
a zplhsoblim nékolikandsobné vé&t3i méfrici
rozsah pfi alespoii stejné p¥esnosti méfeni.
Tento ukol byl vyreSen tak, Ze se spoji do-
hromady vice riiznych enzymii nebo enzy-
movych systémil, které reaguji nezdvisle na
sob& se stejnym substrdtem jako vychozi
reakéni sloZkou, ale poskytuji réizné rozli-
Siteiné kone&né produkty.

- PPedmétem vyndlezu je zkuSebni systém
s rozSifenym méFicim rozsahem ke stano-
veni latek v tekutindch, ktery se vyznacu-
je tim, Ze obsahuje soudasné& alespoii dva
enzymy nebo enzymové systémy pro neza-
vislou reakci se stanovenou l4tkou.

Nésledné spojeni riznych enzymatickych
reakci je zndmo v riiznych p¥ikladech, ja-
ko reakce hexokindzy a gluko6za-6-fosfat-
dehydrogendzy ke stanoveni glukézy nebo
reakce urdzy a glutamétodehydrogenazy ke
stanoveni mod&oviny. Tyto enzymové systé-
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my maji spoletné to, Ze jsou zapojeny za
sebou, tj. Ze reak&ni produkt prvni reakce
je vychozim substrdtem druhé reakce.

Paralelni spojeni rliznych enzymatickych
reakci, tj. soufasnd p¥itomnost vice enzy-
movych systéma reagujicich se stejnym sub-
strdtem, musi vést k soub&hu obou reakci
a tim vzdjemné zdvislosti reakci. P¥i spoje-
ni reakce gluko6zooxiddzy s reakci gluko6zo-
dehydrogenézy zdvislou na nikotinamidade-
nin-dinukleotidu se ziskd souCasny pribéh
obou reakci; pomér pfitom vytvofenych ko-
neénych produktli je z4visly na koncentra-
ci obou enzymi. KdyZ se napiiklad zvysi
koncentrace glukézooxidazy, tak se za stej-
nych podminek p¥i stejné koncentraci glu-
kézy redukuje men$i mnoZstvi nikotinamid-
adenin-dinukleotidu.

Celkové se ziskda timto zplsobem sice
zvétSeni méFiciho rozsahu, avSak zvySi se
také nédklady. Kromé toho registruji obé re-
akce spoletny méfici rozsah.

Tim neocekavanéjsi je, Ze je moZné spo-
jeni vice enzymovych systémii reagujicich
se stejnym substrdatem nezdvisle na sobg pri-
mo nebo nepiimo na rozdilné produkty, pfi-
tem? se ziskaji alespoii dva rozdilné kon-
centradni rozsahy stanovené ldtky. To zna-
mend, 7e piFi soufasné piitomnosti systémi
podle vyndlezu reagujicich s latkou probi-
hé reakce druhym systémem teprve po spo-
tfebovani koenzymu prvniho systému. Tim
se ziskaji dva definované mérici rozsahy v
jednom celkovém rozsahu mé&feni.

Enzym nebo systém podle vyndlezu jsou
dehydrogendzy s akceptory nebo donory e-
lektronfi na sobé& nezavislymi. ZkuSebni sy-
stém podle toho obsahuje nésledujici sloz-
ky:’

a) Enzym nebo enzymovy systém, ktery
reaguje s redukovanym nebo oxidova-
nym nikotinamidenindinukleotidem (NADH,
NAD+) nebo amidadenin-dinukleotidfosfdtem
kyseliny nikotinové (NADPH, NADP+).

b) Enzym nebo enzymovy systém, ktery
nereaguje s koenzymy uvedenymi pod aj},
nybrz s akceptorem nebo denorem elek-
trontt ktery poskytuje mérny signdl rozlisi-
telny od t&chto koenzymi. Tyto latky jsou
napf. zndmé jako koenzymy z tiidy cyto-
chromu, chinonu nebo pyrrolochinolinchi-
nonu, v uvahu pfichdzi také flavinnukleo-
tid, hexakyanoferdt, methylenovd modF, fe-
nazinmetosulfdt, fenazinethosulfdt, benzo-
chinon, dichlorfenolindofenol, dichlorindo-
fenol, trichlorindofenol a jiné. P¥isluSné en-
zymy reagujici s t8mito koenzymy jsou znéa-
mé z literatury.

c) V8echny koenzymy potfebné k prova-
déni diagnostického testu pomoci enzymo-
vého systému podle vyndlezu a pomocné
latky jako pufr, stabilizaéni prostfedek,
chromogeny atd.

Spojenim enzym@ nebo enzymatickych sy-
stémi@t uvedenych pod a) a b) se ziskd zku-
Sebni systém podle vynédlezu se dv&ma defi-
novanymi méfFicimi rozsahy, které se dopl-
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fuji na rozdifeny celkovy rozsah méfeni. V
néasledujici tabulce je uveden jako piiklad
vybér latek stanovitelnych pomoci zkuSeb-
niho systému, ktery miZe byt libovolné& roz-

stanovena latka

NAD-zavisly enzym

6227
B

sifen. Cisla uvedend pro enzymy zdvislé a
nezévislé na NAD odpovidaji enzymové no-
menklatufe. Nomenklatur Commitee of the
International Nnion of Biochemistry:

NAD-nezdvisly enzym

Alkohol 11.11

glukoza 1.1.1.47
glycerin-3-fosfat 1.1.1.8

glycin 1.4.1.10
laktat 1.1.1.27
maléat 1.1.1.37
mannit 1.1.1.67

V pripadé stanoveni glukozy je NAD-z4-
visly enzym glukézodehydrogendza 1.1.1.47,
s vyhodou z Bacilus megaterium, a NAD-ne-
zavisly enzym glukézodehydrogenédza 1.1.99,
s vyhodou z Acinetobacter calcoaceticus.

Pro stanoveni glukézy takovymi systémy,
které obsahuji jen jednu glukézodehydroge-
ndzu, zavislou nebo nezavislou na NAD, se
ziskd pi¥i stejném zPedéni vzorkidl rozdilna
poloha, ale pri stejném rozmezi méfFiciho
rozsahu. Systém spojeny z obou enzymovych
systém@i umoZiiuje naproti tomu podstatné&
v8t3i méfici rozsah. Spojeni glukézodehyd-
rogendzy a glukodzooxiddzy vede rovné€Z k
roz§iteni méFiciho rozsahu, pfitom se vSak
ziskad ze soufasného soubéhu reakci ofeka-
vané zmenSeni pFesnosti méreni.

glycerin-3-fosfat +
NAD + + glycerin-3-fosfdtdehydrogendza

akceptor 4 glycerin-3-fosfdtdehydrogenaza

Tim je umoZnéno provadét zkuSebni po-
stup s rozSifenym méficim rozsahem pro
velky pocet stanoveni.

RovnéZ je moZné pomoci zkuSebuniho sy-
stému podle vyndlezu nechat reagovat sub-
strat, ktery se vytvolri reakci stanoveného
enzymu v jedné reakci. P¥ito se mohou eli-
minovat obzvlasté jednoduchym zpilisobem
rusici vlivy, jako aditivni vysledky slepého
pokusu. Napf. se mfiZe odstranit pfi stano-
veni amylédzy v prvni reakci endogenni glu-
k6za, zatimco méFici rozsah podminény
druhou reakci zlistane zcela zachovdn pro
stanoveni vytvorené glukozy.

ZkuSebni systém podle vynalezu nabizi
také moZnost zménit jeden mérici rozsah,
zatimco druhy zlistane nezménén. Tim se
miiZe ovlivnit zkuSebni systém podle vyna-
lezu tak, Ze existuje pro popsané limitni roz-
mezi normdlnim rozmezim a patalogickym
rozmezim méfici rozsah odpovidajici obvyk-
1ym metoddm, zatimco se pro patalogické
rozmezi nastavi proménlivy méfici rozsah
pfizplisobeny poZadavkiim léka¥ské diagné-
zy. V piipadé stanoveni glukdzy se toto do-

1.1.99.8
1.1.99,—
1.1.99.5
1.4.2.1.
1.1.2.3
1.1.99.16
1.1.2.2

Enzymovy systém reagujici s NAD miZe
také obsahovat tetrazoliovou sfil a systém
piend8ejici elektrony, napf. diaforézu.

Popsané enzymy reaguji{ zpravidla se sta-
novovanou latkou p¥imo. Je vS8ak také moZ-
né spojit enzymovy systém podle vynélezu
s jednou nebo vice predeSlymi enzymatic-
kymi reakcemi. Jako pFiklad se mlZe uvést
nasledujici reakéni systém:

lipaza
triglycerid ————- glycerin
glycerokinaza

glycerin —————— - glycerin-3-fosfat

-

NADH + dihydroxyacetonfostat

red. akceptor + dihydroxyacetonfosféat

-

sdhne pridavkem glukodzooxiddzy a peroxi-
déazy.

Provedeni enzymatického stanoveni pomo-
ci zkuSebniho systému podle vynédlezu se
provddi zplisobem obvyklym pro enzymatic-
ké metody, pfiCemZ se vSak pfidaji oba en-
zymové systémy soufasné k roztoku vzor-
ku. Vyhodnoceni se miiZe provad&t vizual-
né, fotometricky nebo jinymi optickymi, ja-
ko také fyzikdln& chemickymi metodami. PFi
fotometrickém stancveni se miaZe vyhodno-
ceni provadét zplisobem koncového bodu pfti
dvou uréenych vinovych délkéch, nap¥. pii
334 a 600 nm nebo pii 460 a 650 nm. Rov-
néZ je moZné kineticky registrovat a vyhod-
nocovat pribéh reakce pFi jedné nebo dvou
vinovych délkéach.

Roz§ifeny méfici rozsah pfitom umoZiiu-
je predev8im jednoduché stanoveni také
zvySenych patologickych hodnot pro jednu
latku dalsi zfedénif neni nutné.

Vynédlez bude bliZe objasn&n v nésledu-
jicich piikladech a na pfiloZenych vykre-
sech, kde obr. 1 pfedstavuje stahoveni glu-
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kézy spojenym systémem gluko6zodehydro-
gendzy s NAD jako koenzymem a glukgzo-
dehydrogendzy s dichlorfenolindofenolem
jako koenzymem, obr. 2 pFedstavuje stano-
veni glukézy spojenym systémem glukézo-
dehydrogendza (NAD) za pfitomnosti glu-
kozooxiddzy a peroxiddzy, obr. 3 pfedstavu-
je grafické vizudlni stanoveni glukozy spo-
jenym systémem = glukézodehydrogenéaza
{NAD) diaforéza (tetrazoliovd stl a gluko-
zodehydrogenéza) dichlorfenolindofenol, a
obr. 4 piedstavuje stanoveni laktdtu spoje-
nym systémem laktdtdehydrogendza [NAD])
diafordza a laktdtdehydrogenédza (dichlor-
fenolindofenol.

Na obr. 1, 2 a 4 je na usefkdch nanese-
na koncentrace stanovené latky v mmol/l
a na pofadnicich extinkce pFi dané vino-
vé délce. Na obrdzku 3 je nanesena na G-
sefce koncentrace stanovované latky v
mmol/l.

Na obr. 1 zndzoriiuje kfivka 1 stanoveni
glukdzy méfenim extinkce pri 334 nm a
kfivka 2 stanoveni glukézy méfenim ex-
tinkce p¥i 600 nm.

Na obr. 2 zndzoriiuje kfivka 1 stanoveni
glukdzy méfFenim extinkce pfi 334 nm.

Na obr. 3 zndzoritiuje p¥imka 1 vsdzku A,
piimka 2 vsdzku B1, piimka 3 vsdzku B2
a pfimka 4 vsédzku B 3.

Na obr. 4 znézoriiuje kfivka 1 stanoveni
laktatu méienim extinkce p¥i 650 nm a kfiv-
ka 2 stanoveni laktdatu p¥i 460 nm.

P¥iklad 1

Stanoveni glukdzy spojenym systémem
gluk6zodehydrogendzy s NAD jako koenzy-
mem a glukdzodehydrogenadzy s dichlorfe-
nolindofenolem jako koenzymem,

1 ml néasledujici reakéni smési obsahujici

a) 0,12 molu/1 fosfdtového pufru, pH 6,5

1,0 mmolu/l NAD*
5,0 kU/] glukézodehydrogendzy z Baci-
lus megaterium

b} 0,12 molu/l fosfatového pufru, pH 6,5
0,12 mmolu/l dichlorfenolindofenolu,

250 U/1 glukdzodehydrogendzy z Acineto-
bakter/calcoaceticus, se smichd a pfida se
40 ul séra (1+ 1 bez bilkoviny s 0,3 molu/l
trichloroctové kyseliny) s riznym definova-
nym obsahem glukézy. Po 15 minutdch se
meii extinkce pfi 334 a 600 mm. Ziskané vy-
sledky jsou zndzorné&ny na obr. 1.

Zatimco se s ob&ma jednotlivymi reakce-
mi provede v jednom pFipadé stanoveni glu-
kozy 0,5 a7 12 mmolu/l a v druhém p¥ipa-
dé 2 aZ 60 mmolu/}, ukazuje obrazek 1, Ze
se se spojenym systémem podle vynalezu
miiZe bezpeéné stanovit 0,5 aZ nad 160 mmo-
14/1 gluk6zy. 1 mmol odpovidd 18 mg %
glukoézy.

Priklad 2

Stanoveni glukdézy spojenym systémem
glukézodehydrogendza/NAD za pFitomnosti
glukodzooxidizy a peroxidézy.

PouZiji se podminky podle pfikladu 1 a
vsdzka podle la}.

Reak&ni smé&s obsahuje navic 1 kU/l glu-
kézooxiddzy a 400 U/1 peroxiddzy. Ziskand
meérici kfivka je zndzornéna v obr. 2.

Tento obr. ukazuje, Ze spojeni reakce glu-
koézodehydrogendzy a glukdzooxiddzy rov-
ndéZ% vede k rozSifeni méfriciho rozsahu, pfi-
¢emZ se vsak zmen3i na zdkladé plochého
priitbéhu kiivky pfesnost méfeni.

Priklad 3

Vizualni stanoveni glukbzy spojenym sy-
stémem glukézodehydrogendza NAD] dia-
fordza/tetrazoliovd siil a gluk6zodehydroge-
néza/dichlorfenolindofenol; variace méri-
ciho rozsahu.

PouZiji se dva ml reakéni smé&si pro ¢&ty-
fi razné vsédzky, které vSechny obsahuji
0,12 molu/l fosfdatového pufru, pH 6,5 a
10-% hmot. % fluoresceinu sodného. Kro-
meé toho obsahuje vsdzka A:

1 mmol/l NAD 4+ 0,67 mmolu/l 3-{4-j6d-
fenyl)-2-(4-nitro-fenyl)-5-fenyl-2H-
-tetrazoliumchloridu (INT),

5 kU/1 glukézodehydrogendzy z B. mega-
terium a

250 U/1 diaforazy.

vsdzka B 1:

1 mmol/l NAD*

0,25 mmolu/1 dichlorfenolindofenol,

0,67 mmol/l1 INT

2,5 kU/1 glukbézodehydrogenazy z B. me-
gaterium,

250 U/1 glukézodehydrogendzy z A. cal-
coaceticus a

250 U/1 diaforazy.

vsdzka B 2:

reagencie uvedené v vsézce Bl ve stejné
koncentraci vtetng 500 U/l gluk6zooxidé-
zy a 200 U/1 peroxidédzy.

vsdzka B 3:

reazencie uvedené v vsazce Bl ve stejné
koncentraci véetngé 1 kU/1 glukézooxida-
zy a 400 U/]1 peroxidédzy.

K reak&ni smési se pfipipetuje 60 ul sé-
ra (1+1 bez bilkoviny s 0,3 molu/l tri-
chloroctové kyseliny) s rdznym definova-
nym obsahem glukdzy. Po 20 min. se vizu-
&ln& stanovi barevny vjem celkového rozto-
ku, vizualn& rozliditelné koncentrace gluko-
zy poskytnou pFitom celkovy rozsah méfe-
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ni. Na obr. 3 je graficky zndzornén vysle-
dek. Rozpoznd se v8tSI mérici rozsah spo-
jeného systému a moZnd Sirokd variace.

Priklad 4

Stanoveni laktdatu spojenym systémem
laktatdehydrogendza (NAD] diafordaza a
laktatdehydrogendza (dichlorfenolindofe-
nol.

PouZije se 2 ml reak¢ni smési, ktera ob-
sahuje 0,25 molu/l fosfadtového pufru, pil
7,0.

1 mmol/1 NAD +

0,12 mmolu/1 dichlorfenolindofenolu

0.67 mmolu/l INT

5 kU/I laktatdehydrogendzy ze srdce vepie
250 U/1 diaforazy a

200 U/1 laktdatdehydrogendzy z kvasinek.

K tomu se pripipetuje 100 «1 séra (141
bez bilkoviny s 0,3 molu/l trichloroctové
kyseliny]. Po 30 minutdch se méiri extinkce
pfi 460 a 650 nm. Ziskané vysledky json
zndzornény v obr. 4.

Zatimco se staunovi s ob&ma jednotlivymi
reakcemi v jednom piipad€ obsah laktitu
0,2 az 6 mmolu/l a ve druhém pFipadsd 0,8
aZ 24 mmolu/l, ukazuje obr. 4, #e se spoje-
nym systémem podie vyndlezu se miiZe sia-
novit 0.2 aZ nad 60 mmold/l laktatu.

Priklad 5

Stanoveni alkoholu se spojenym systémem
nol.

10

alkoholdehydrogendza (NAD) diafordza a
alkoholdehydrogendza/dichlorfenolindofe-

PouZiji se 2 ml reak¢éni smési, kterd ob-
sahuje 0,3 molw/l tris(hydroxymethyl)-ami-
nomethanovéhe pufru, pH 8,0 0,1 mmol/i
NAD+,

0,12 mmolu/1 dichlorfenolindofenol,

0,67 mmel/l INT,

2 kU/1 ADH z kvasinek,

250 U/1 diaforazy a

250 U/l ADH z Psendomonas sp. M 27.

K tomu se p¥ipipetuje 50 ul séra (1+1
bez bilkoviny s 0,3 molu/l trichloroctové ky-
seliny). Po 30 minutdch se mé&ri extinkce
pri 460 a 650 nm. Ziskd se méfici rozsah 0,02
a7 nad 3 g/l alkoholu, zatimco s dvéma jed-
notlivymi reakcemi se ziskajli pouze meri-
ci rozsahy 0,02 aZ 0,5 nebo 0,08 aZ 2,2 g/l
alkoholu.

Piiklad 6

Stanoveind glukézy v modi pomoci testo-
vacich prouZkll., Savy materidl se napusii
roztokem podle prikladu 2, avSak pii 20na-
sobné vysSi koncentfraci enzymu, opatrné
se vsudl a fixuje se na vhodném nosici. Po
ponefeni do roztoku vzorku se ziskd pedle
obsahu glukoézy zabarveni od modré ptes
modrozelenou, zelenou svétlezelenou, béZo-
vou, oranZovou, cervenou aZ tmavé ferve-
nou barvu. Vyhodnoceni se miiZe provéadét
srovnanim s vhodnou standardni barevnou
stupnici.

PREDMET VYNALEZU

1. ZkuSebni systém ke stanoveni latek v
tekutindch vyznaceny tim, Ze obsahuje sou-
Casné alespoii dva enzymy nebo enzymové
systémy pro nezavislou reakci se stanovo-
vanou latkou.

2. ZkuSebni systém podle bodu 1, vyzna-
¢eny tim, Ze enzym nebo enzymové systé-
my jsou dehydrogendzy s alespoll dvénie
rozdilnymi akceptory nebo donory elektro-
nd.

3. Zkudebni systém podle bodld 1 a 2,
vyznateny tim, Ze jeden z enzymovych sy-
stémil je dehydro-endza pro reakci s redu-
kovanym nebo oxidovanym nikotinamidade-
nindinukleotidem nebo dinikotinamidadenin-
dinukleotidfosfatem.

4. ZkuSebni systém podle bodi 1 az 3 ke
stanoveni glukézy, vyznafeny tim, Ze en-
Zymovy systém pro reakci s nikotinamidade-
nindinuklsetidem ohsahuje glukoézodenydro-
gendzu z Bacillus mezaterium a druhy ev-
Zymovy sysiém pro nezévislou rsakei s
vlukézou obsahuje glukoézodshydrogenazy z
Acinetenacter calcoaceticus.

4. ZkuSebni systém podle heodll 1 aZ 4,
vyznaleny tim, Ze enzymovy sysiém pvo re-
akci s nikotinamidadenindinukleotidem oh-
sahuie tetrazoliovou sl a diaferédzu a/nebo
Tonazinmethosulfat neho fenazinothosulfat,

6. ZkuSebni sysiém podle bodfdl 4 a 5, vy-
znaCeny tim, Ze obsahuje glukézooxidazu
a peroxidazu.
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