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Vynélez se tyka zpiisobu stanoveni kata-
lytické aktivity kreatinkinasy aktivovane
thiolovymi derivédty ve viditelné oblasti spek-
tra. Podstata vynélezu spo&ivé v tom, Ze ple-
bytek thiolovych aktivatord, interferujicich
pri reakci redukované formy nikotinamid-
adenindinukleotidu s chromogenem, se od-
strani priddnim N-etylmaleinimidu v mnoZz-
stvi 2 aZ 4 moly na 1 mol thiolového akti-
véatoru, nadeZ se piidd chromogen a vzniklé
zabarveni se méFi ve viditelné oblasti spek-
tra. PouZiti vyndlezu odstratiuje nutnost fo-
tometrie v ultrafialové oblasti spektra pii
stanoveni aktivované kreatinkinasy, a umoz-
iftuje tak roz§ifeni této metody i do mensSich
laborato®{ klinické biochemie.
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Pfedmétem vyndlezu je zpfisob stanoveni
katalytické aktivity kreatinkinasy aktivova-
né thiolovymi derivdaty ve viditelné oblasti
spektra.

Kreatinkinasa je enzym dleZity pro &in-
nost pfitné pruhovaného svalstva. Katalyzu-
je pFenos fosfdtové skupiny mezi adenosin-
trifosfatem a kreatinfosfdatem. Z poskozenych
svalovych bunék se enzym dostdva do krve.
Stanoveni jeho katalytické aktivity v séru
méa velky vyznam pfi chorobdch postihuji-
cich pii¢né pruhované svalstvo, napfiklad
pii progresivni svalové dystrofii a zejména
pfi infarktu myokardu, kdy sledovani akti-
vity kreatinkinasy v séru mé nejen diagnos-
ticky vyznam, ale i prognosticky vyznam.

Ke stanoveni katalytické aktivity kreatin-
kinasy se uZivd komplexu t¥i na sebe nava-
zujicich reakci, z nichZ prvni{ je Kkatalyzo-
vana kreatinkinasou. V pomocné a indikad-
ni reakci, katalyzovanych enzyny hexokina-
sou a glukoza-6-fosfdtdehydrogenasou, je
pak preménovdn produkt prvé reakce za
tvorby redukované formy nikotinamidade-
nindinukleotidu.

Vznik této slouCeniny se dé sledovat fo-
tometricky v ultrafialovém sv8tle jeko né-
rist absorbance, ktery je dmérny katalytic-
ké aktivité kreatinkinasy. Stanoveni tedy
vyZaduje fotometr s moZnosti mé&¥it v ultra-
fialové oblasti spektra; tento fotometr je
drahy a v menSich laborato¥ich Kklinické
biochemie nedostupny.

U stanoveni aktivity jinych enzymi, ze-
jména dehydrogenas, jejichZ &innosti vznika
téZ redukovand forma nikotinamidadenin-
dinukleotidu, bylo popsdno pfevedeni mére-
ni z ultrafialové do viditelné oblasti spek-
tra. Metoda vyuZivd d¢inku redukované for-
my nikotinamidadenindinukleotidu na chro-
mogeny, jejichZ redukci vznikd barevng
slouCenina, ¢i naopak jejich zabarveni uby-
vd. Jako chromogeny jsou nejfastdji uZivany
rizné tetrazoliové soli, méné Casto se vyu-
Ziva redukce 2,6-dichlorfenolindofenolu ne-
bo redukce soli obsahujich trojmocné Zelezo
¢i dvojmocnou mé&d.

Tohoto postupu nelze uZit pfi stanoveni
aktivity kreatinkinasy. Tento enzym je totiZ
velice rychle oxidovdn a ztrdci svoji akti-
vitu. Pfed jeho stanovenim je nutné provést
reaktivaci pFiddnim pfebytku thiolovych
sloufenin, napfiklad glutathionu, N-acetyl-
cysteinu Ci dithiothreitolu. P¥i méfeni akti-
vity kreatinkinasy v ultrafialovém svétle thio-
lové sloufeniny neinterferuji. P¥i pokusu o
vySe uvedené prevedeni do viditelné oblasti
spektra se vSak projevi reduk&ni udinek
thiolovych sloufenin na chromogen, ktery
tak nespecificky zvySuje vysledné zabarveni,
jeZ pak neni Gmérné aktivit€ kreatinkinasy.

Podstata zphsobu stanoveni katalytické
aktivity kreatinkinasy aktivované thiclovymi
derivaty ve viditelné oblasti spektra podle
vynalezu spodivd v tom, Ze piebytek thiolo-
vych aktivdtori, interferujicich p¥i reakci
redukované formy nikotinamidadenindinu-
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kleotidu s chromogenem se odstrani pfida-
nim N-etylmaleinimidu v mnoZstvi 2 aZ 4
moly na 1 mol thiolového aktivatoru, nateZ
se pridd chromogen a vzniklé zabarveni se
meri ve viditelné oblasti spektra.

PouZiti N-etylmaleinimidu blokuje neZéa-
douci vedlejSi reakci thiolovych aktivatort
s chromogeny tim, Ze s nimi tvo¥i neaktivni
slou€eninu vzniklou adici jejich sulfhydry-
lové skupiny na dvojnou vazbu heterocyklu
N-etylmaleinimidu P¥i vlastnim stanoveni se
s vyhodou postupuje tak, Ze po prob&hnuti
enzymovych reakci, které ddvaji vzniknout
redukovanému nikotinamidadenindinukloti-
du, se pridd roztok N-etylmaleinimidu.

B&hem 30 sekund dojde k vazb& veSke-
rych volnych sulfhydrylovych skupin, coZ
se projevi inaktivaci thiolovych aktivatordl
a nastavenim enzymové reakce katalyzova-
né kreatinkindsou. V dal8im stupni pak miiZe
prob&hnout barevné reakce, pfi niZ je chro-
mogen redukovdn pouze redukovanou for-
mou nikotinamidadenindinukleotidu a vznik-
1é zabarveni je Gimérné katalytické aktivit&
kreatinkinasy. N-etylmaleinimid p¥i této ba-
revné reakci neinterferuje. Méreni lze pre-
vést do viditelné oblasti spektra a tak roz-
8irit moZnost provadét stanoveni aktivované
kreatinkinasy i v men$ich laboratofich, kte-
ré nejsou vybaveny spekirofotometrem pro
méfeni v ultrafialovém svétle,

Priklad 1

Pfi pouZiti ¢inidla pro stanoveni aktivity
kreatinkinasy podle Rosalkiho s obsahem
8 mmol/l glutathionu se inaktivuje pFebytek
glutathionu pfiddnim 0,4 mol/l1 N-etylma-
leinimidu do kone&né koncentrace 20 mmol/
/l. Po 1 minuté se p¥idd chromogen; jeho
koneCnd koncentrace v testu je 0,8 mmol/l
tetrazoliumchloridu a 0,32 mmol/l N-metyl-
fenaziniummetylsulfdtu. Vznikajici zabarve-
ni se méii pfi vinové délce 500 nm.

Priklad 2

P¥i pouZiti €inidla pro stanoveni aktivity
kreatinkinasy podle Szasze s obsahem 20
mmol/l N-acetylcysteinu se inaktivuje pfe-
bytek aktivdatoru p¥iddnim 0,4 mol/l N-etyl-
maleinimidu do kone&né koncentrace 40
mmol/. Po 1 minut& se pfidd chromogen do
konetné koncentrace 1,0 mmol/l 3,3’-diani-
s01-4,4’-bis[ 2-(4-nitrofenyl)-5-fenyltetra-
zoliumchloridu] a 0,4 mmol/l1 N-metylfenazi-
niummetylsulfatu. Vzniklé zabarveni se m&¥i
pIi vlnové délce 530 nm.

Priklad 3

Po elektroforéze séra na acetdtceluloze a
po inkubaci v €inidle pro stanoveni krea-
tinkinasy podle Szasze se folie pienese do
10 mmol/l roztoku N-etylmaleinimidu a po
1 minuté se pFidd barvici roztok s obsahem
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1,0 mmol/1 3-(4,5-dimetylthiazol-2-y1)-2,5-di-
tenyltetrazoliumbromidu a 0,18 mmol/l N-
-metylfenaziniummetylsulfdtu. Postup slou-

#1 ke stanoveni aktivity izoenzymi kreatin-
kinasy.

PREDMET VYNALEZU

Zplisob stanoveni katalytické aktivity krea-
tinkinasy aktivované thiolovymi derivaty ve
viditelné oblasti spektra, vyznadeny tim, Ze
prebytek thiolovych aktivatord, interferuji-
cich pfi reakei redukované formy nikotin-
amidadenindinukleotidu s chromogenem se

odstrani pfiddnim N-etylmaleinimidu v
mnoZstvi 2 aZ 4 moly na 1 mol thiolového
aktivatoru, nafeZ se pridda chromogen a
vzniklé zabarveni se m&fi ve viditelné ob-
lasti spektra.
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