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Enzymelektrode zur ATP-Bestimmung

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft eine Enzymelektrode zur Bestimmung der
Konzentration von ATP. Die Enzymelektrode ist besonders fiir
den Einsatz im klinischen Labor, in der Arzneimittelforschung
gsowie der Mikrobiologie geeignet, wo auf der Basis der ATP-
Messung die enzymatische Aktivitdt von Kinasen sowie die Kon-
zentration derer Substrate (z.B. Glyzerol, Kreatinin), die
Aktivitsat von ATP-asen sowie deren Hemmstoffen (herzwirksame
Medikamente) und die Keimzahl in physiologischen und Fermenta-
tionslOsungen bestimmt werden kanne

Charakteristik der bekannten technigchen LOsungen

Einé bekannte Methode zur ATP-Begtimmung beruht auf der ATP-~
abhdngigen 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 und Luciferase.

Eine andere Methode koppelt die Reaktionen von Hexokinase
und Glukose-6-Phosphatdehydrogenase, wobei dag in der
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ersten Reaktion entstehende G-6—P unter Bildung. von NADPH oxi-
diert wird., Die Messung der ATP-Konzentration erfolgt iiber die
spektralphotometrisch gemessene NADPH-Menge. Der Nachteil dieser
Methode liegt in der Notwendigkeit eines Spektralphotometers
sowle des Verbrauchs von NADP in jeder Messung (Handbook of
Enzymatic Methods of Analysis, G. Guilbault, 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-
faktorverbrauch in physiologischen und mikrobiologischen L sun-
gen zu bestimmen,

Darlegung 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 abhdngt. Die Aufgabe
wird mit einer Enzymelektrode dadurch geldst, daB die beiden
Enzyme gemeinsam in einer Schicht vor einer iiblichen Sauver-
stoffelektrode angeordnet sind und der MeBlosung eine definier-
te Menge Glukose zugesetzt ist., In Abwesenheit 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 flir Glukose auftritt, die von der
ATP-Menge abhéngt.

GOD .
> Glukonsdiure + H202

HK

Glukose + O

Glukose + ATP

G-6-P + ADP

Die erfindungsgeméﬁe Enzymelektrode arbeitet also ohne die
Verwendung eines Kofaktors. Sie erlaubt sowohl die kontinu~
ierliche als auch die punktweise Bestimmung der ATP-Konzen-
tration mit einfachen Gerdten (poz-weter) und ersetzt



teure Enzyme durch GOD,

Zur Bestimmung von Subgtraten von Kinasen ist es zweckmiBig,
daB die Enzymgchicht zur Glukoseoxidase und Hexokinase zu-
sdtzlich mit Glyzerol- oder Keratininkinase versehen ist.

Augfithrungsbeisgpiele

Die Erfindung soll nachstehend an 3 Augfiihrungsbeispielen er-
l8utert werden.

— ewe e et C o oom

2000 U GOD und 300 U HK werden in 0,3 ml LOsung von 5 ng
Acrylamid aufgelost und auf einer Fldche von 8 cm2 zwisgchen

2 Glasplatten ausgesirichen und photopolymerisiert. Ein 3x3 mm
groBes Filmstiick wird auf der Polyithylenfolie der Clark-Elek-
trode unmittelbar vor der Indikatorelektrode (Pt) plaziert.
Uber die Enzymschicht wird ein Dialyseschlauch mit eipem
O-Ring iiber den Elektrodenmantel gespannt. Die so préparierte
Enzymelektrode taucht in die geriihrte MeB8lOsung von 0,1 M
Phosphatpuffer, pH 6 mit 10 mM Mg012 und ist an ein pOz-Meter
mit Schreiber angeschlossen.

Nachdem sich der Grundstrom eingestell? hat,wird eine Menge

an Glukose zugegeben, sodaB die Konzentration in der MeBlOsung
0,5 mM betrdgt. Nach 2 Minuten ist der stationére Stromwept
erreicht und es erfolgt 8~-mal die Zugabe von jeweils 0,25 mM
ATP (Aufnahme der Eichkurve). Dabei tritt jeweils eine Ver-
kleinerung des Glukosesignals ein, wobel nach dem steilen Ab-
fall unmittelbar nach ATP-Zugabe der Ubergang zu einem kon-
stanten Gebiet erfolgt. Der MeBwert ergibt sich als Schniti-
punkt der linearen Extrapolation beider Gebiete.

Zur Messung der ATP-agse-Aktivitdt wird eine LOsung, die

0,5 mM Glukose und 2mM ATP enthdlt in die Mefizelle 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 Eichkurve kann damit die ATP—ase-Aktivi-
t8t errechnet werden,

Der Zusatz von ATPage-~Hemmern, z.B. Ouabain, ruft eine Verklei-
nerung des Anstiegs hervor. Durch Variation der Inhibitor-
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konzentration wird die notwendige Konzentration zur 50%igen
Hemmung der ATP-ase ermittelt. Diese GroBe ist ein NMaB der
Herzwirksamkeit von Medikamenten

Eine photopolymerisierte Enzymschicht, die nur GOD enth&lt,
wird wie in Beispiel 1 auf die Oz-Elektrode aufgebracht. Ane-
schliessend wird eine zweite Polyacrylamidschicht von 100/u
Dicke, die 30 U HK und 20 U Glyzerokinase je cm? enthdlt,

liber die GOD-Schicht gelegt und mit einem Dialyseschlauch

-auf der Stirnfliche des Elektrodemnmantels fixiert. Diese Blek-
trode taucht in 5 ml temperierté Grundltsung, die 0,5 mM
Glukogse, 1 mM ATP und 1 mlM Mg012 in 0,1 M Phosphatpuffer pH 6
enthsdlt. Nachdem gich der Strom stabilisiert hat werden 100/u1
der Glyzerol=~haltigen MeBprobe zugegeben. In der Enzymreaktion
wird eine zur Ausgéngskonzentration an Glyzerol proportionale
ATP-Menge verbraucht, die aus der Anderung des Stromes iiber
die Eichkurve begtimmt wird. Die Messung dauvert 2 Minuten.

Uber-den Elektrodenmantel wird ein Dialyseschlauch gespannt,
auf dem eine Enzymschicht mit GOD und HK (wie in Beispiel 1)
mit einem zweiten Dialyseschlauch fixiert wird., Die Pt-Elek-
trode wird auf +600 mV gegeniiber der Bezuggelektrode polari-
giert, sodaB die Hy0,-0Oxidation erfaBt wird. Die Elektrode

ist an einen Analogdifferenzierer angeschlossen, der den ma-
ximalen Anstieg der Strom-Zeit-Kurve anzeigt.

Der Grundstrom stellt sich in 2 ml einer Pufferldsung von pH 6
mit 0,5 mM Glukose, 1 mM MgC12 ein. Danach erfolgt die Zugabe
von'SO/ul des Filtrates, der mit Trichloressigs&ure behandelten
Fermentationslosung. Die Geschwindigkeit des Stromabfalls ist
der ATP-Konzentration proportional, sodaB die Keimzahl iiber
die ermittelte ATP-Konzentration erhalten wird. Bei glukose-~
haltigen MeBproben wird vor der ATP-Messung mit einer nur
GOD-enthaltenden EnzyMelektrode.die Glukosekonzentration er-~
mittelt und bei der Auswertung beriicksichtigt,
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Erfindungsanspruch

l. Enzymelektrode zur Bestimmung von ATP in einer eine
definierte Glukosemenge enthaltenden MeBlosung mit-
tels einer 02— oder Hzoz-anzeigenden Elektrode, da-
durch gekennzeichnet, daBl die Elektrode mit einer
Enzymschicht versehen ist, in der Glukoseoxidase
und Hexokinase homogen oder in getrennten Schichten
aufgebracht und durch einen Dialyseschlauch abge-
deckt sind.

2 Enzymelektrode nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet,
dafl die Engymschicht zur Glukoseoxidase und Hexo-

kinase zusidtzlich Glyzerol- oder Kreatininkinase
enthﬁlt .
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