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Sposob oznaczania enzymow
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Wynalazek dotyczy mietody oznaczania enzyméw zwia-
szcza do ilosciowego, kolorymetrycznego oznaczania leucy-
noaminopeptydazy.w plazmie i surowicy krwi.

Znane sq metody iloéciowego oznaczania aktywnosci en-
zymatycznej leucynoaminopeptydazy. W metodach tych jako
reagent charakterystyczny stosowany jest amid leucyny.
Wolna leucyna, wywigzujgc si¢ z amidu leucyny pod dziata-
niem leucynoaminopeptydazy, moZe by¢ ilosciowo ozna-

czona poprzez ilofciowe oznaczenie grup karboksylowych -

wzglednie zasadowych na drodze miareczkowania.

Wywigzujgca si¢ pod dziataniem enzymu wolna leucyna
moze réwniez zostaé oddzielona od amidu leucyny za
pomoca chromatografii bibutowej i oznaczona drogg bezpo-
érednig, poprzez kolorymetryczne oznaczenie barwnika, two-
rzacego si¢ w czasie reakcji leucyny z ninhydryng i po usta-

bilizowaniu go jonami Cu**. Wywiazujacy si¢ z leucyno-

amidu, pod dziataniem enzymu, wolny amoniak moZe zostaé
chemicznie zwigzany z kwasem ortoborowym i oznaczony
poprzez miareczkowanie kwasem. Okreslony enzymem
przyrost azotu amonowego mozna mierzy¢ za pomocg me-
tody ninhydrynowe;j.

Oprécz wymienionych metod istnicje wiele metod ozna-
czania leucynoaminopeptydazy za pomocg reagentéw chro-
mogenowych. Wolna p-nitroanilina, wywigzujaca si¢ z p-ni-
troanilidu leucyny pod dziataniem leucynoaminopeptydazy,
moze byé oznaczona bezpoérednio fotometrycznie dzigki
26+temu zabarwieniu. Wolna g-naftyloamina, wywiazujaca si¢
z B-naftyloamidu leucyny pod dziatanicm leucynoaminopep-
tydazy, moze by¢ oznaczona poprzez kolorymetryczne ozna-
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czenie barwnika, powstajacego w czasie reakcji g-naftylo-
aminy z solg dwuazoniows.

Te znane metody wykazujg jednak wiele wad. Obok dro-
biazgowego i pracochtonnego toku postgpowania jak i nie-
dostatecznej czutosci, przyktadowo w metodzie w ktorej sto-
sowany jest amid leucyny, metody te sa nieprzydatne do
stosowania w systemie ciggtym. Ponadto metody wykry-
wania, postugujace si¢ reagentami chromogenowymi, wyka-
zujg niedostateczng czutosé, poniewaz p-nitroanilid i g-nafty-

loamid, przewaznie albo wytacznie, hydrolizowane s§ po-

przez aryloamidaz¢ kwasu aminokarboksylowego.
Celem wynalazku jest opracowanie sposobu oznaczania

leucynoaminopeptydazy, ktéry z uwagi na czutosé wykry- -

wania jest przydatny w systemie ciggtym Klinicznej diagno-
styki marskosci watroby. Podstawowym zadaniem wynalazku
jest znalezienie substratu, ktéry bytby charakterystyczny dla
leucynoaminopeptydazy i ktérego produkty rozktadu mozna

by oznaczaé w spos6b tatwy i szybki, przy zachowaniu duzej

czutoéci metody wykrywania.

Stwierdzono, ze leucynoammopeptydaza posiada zdol-
no$é hydrolitycznego rozktadu hydrazydu L-leucyny na
L-leucyn¢ i hydrazyne réwng, tak pod wzgledem sity jak
i warunkéw, zdolnoéci amidu L-leucyny bedacego znanym
odczynnikiem charakterystycznym dla leucynoaminopep-
tydazy.

Sposéb wedtug wynalazku polega na tym, Ze badany ma-
teriat, w ktérym ma byé oznaczona leucynoaminopeptydaza,
traktuje si¢ hydrazydem DL-leucyny, a odszczepiong na sku-
tek hydrolitycznego dziatania leucynoaminopeptydazy
hydrazyne Kkondensuje si¢ z aromatycznym aldehydem,
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przede wszystkim p-dwumetyloaminobenzaldehydem, uzys-
kujac z6tty barwnik. Hydrolize hydrazydu DL-leucyny pod
dziataniem leucynoaminopeptydazy prowadzi si¢, w zalez-
noéci od warunkéw procesu inkubacji, w zakresie
pH = 9,0-10,2. Réwnoczesnie ze sprz¢ganiem wolnej hydra-
zyny, tworzgcej si¢ z hydrazydu DL-leucyny pod dziataniem
leucynoaminopeptydazy, przyktadowo z p-dwumetyloami-
nobenzaldehydem, roztwdr nastawia si¢ na pH ponizej 7 tak,
1e z powstatego, na skutek kondensacji, 26ttego barwnika
tworzy si¢ pomaraficzowozétta s6l. SOl ta charakteryzuje sie
wysokim molarnym wspétczynnikiem absorpcji tak, Ze czu-
toé¢ wykrywania leucynoaminopeptydazy, w poréwnaniu
z innymi znanymi metodami, jest znacznie wyzsza. R6wno-
czeénie z zakwaszeniem roztworu reakcja enzymatyczna zos-
taje_przerwana. Ekstynkcje leucynoaminopeptydazy, odpo-
wiadajgcg proporcjonalnym ilosciom barwnej soli, mierzy si¢
przy maksimum absorpcji odpowiadajacemu 455 milimi-
kronom. ‘

Sposéb wedtug wynalazku umozliwia szybkie ilosciowe
oznaczenie zawarto$ci leucynoaminopeptydazy w surowicy
i plazmie krwi. Ponadto sposéb wedtug wynalazku ma w sto-
sunku do innych znanych metod te zalete, ze jest bardzo
charakterystyczny i wykazuje bardzo wysoks czutosé.

Wynalazek wyjasniony jest blizej dwoma przyktadami.

Przyktad I Metoda bez dodatkowej aktywacji.
0,5 ml buforowego roztworu substratu, sktadajacego si¢
z4czeéci 0,2 molarnego  buforu  monoetanoloaminy
opH =10,15 il czeéci 112 milimolarnego wodnego roz-
tworu hydrazydu leucyny, termostatuje si¢ do temperatury
250C ipoddaje przez okreflony czas inkubacji za pomocy
0,2 ml surowicy lub roztworu enzymu (dla surowicy okres
inkubacji wynosi 60 minut). Nastepnie dodaje si¢ S ml
odczynnika wywotujacego zabarwienie, sktadajacego si¢

z 1 czeéci roztworu zawierajgcego w 100 ml 96% etanolu lub

metanolu 4 g p-N-N-dwumetyloaminobenzaldehydu i 17 cze¢-
$ci 0,1 normalnego kwasu solnego i po uptywie 30 minut,
w czasie ktérych wytwarza si¢ zabarwienie, oznacza si¢ eks-
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tynkcje osadéw przy diugodci fali wynoszgcej 455 milimi-
kronéw w stosunku do odczynnika wywotujacego zabarwie-
nie. Slepa préb¢ wykonuje si¢ w sposéb analogiczny z tg
tylko réznicg, Ze stosowany roztwér enzymu dodaje si¢ do-
piero po uprzednim dodaniu reagenta. )

Przyktad IL Metoda zaktywacjy jonami Mg2+.
0,3 ml buforowego roztworu aktywatora, sktadajgcego si¢
z5czeéci 0,25 molarnego  buforu  monoetanoloaminy
opH =9,25 i1 czeéci 40 milimolamego roztworu MgCl,,
poddaje si¢ inkubacji wstepnej w temperaturze 25°C przez
okres 2 godzin za pamocg 0,1 ml surowicy lub roztworu en-
zymu. Nastepnie dodaje si¢ 0,1 ml 80 milimolarnego wod-
nego roztworu hydrazydu leucyny i poddaje inkubacji przez
okres 30 minut w temperaturze 25°C. Po dodaniu 4,5 ml
odczynnika powstaje zabarwienie. Pomiar wykonuje si¢
w analogiczny sposéb jak to opisano w przyktadzié I Slepg
prébe wykonuje si¢ analogicznie z tg tylko réznicg, e roz-
twér enzymu dodaje si¢ po uprzednim dodaniu odczynnika
wywotujacego zabarwienie.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb oznaczania enzyméw, w szczegdlnosci iloscio-
wego, kolorymetrycznego oznaczania leucynoa;ninopepty-
dazy, znamienny tym, Ze hydrazyd L-leucyny rozkiada si¢
pod dziataniem leucynoaminopeptydazy na L-leucyne i hyd-
razyne inastepnie kondensuje si¢ hydrazyne z aldehydem
aromatycznym, aotrzymany barwnik oznacza si¢ kolory-
metrycznie. )

2. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze jako alde-
hyd aromatyczny stosuje si¢ p-N-N-dwumetyloaminoben-
zaldehyd.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze hydrolize
hydrazydu leucyny przez leucynoaminopeptydaz¢ prowadzi
si¢ $cifle przy pH = 9,0-10,2. ’

4. Sposéb wedtug zastrz. 13, znamienny tym, Ze barw-
nik oznacza si¢ kolorymetrycznie przy pH poniZej 7. |
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