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STANOVENI AKTIVITY DISACHARIDAZ S POUZITIM
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| Studie se zabyvd porovnanim tFi postupu pro stanoveni koncentrace glu-
kozy a jejich pouZitelnosti pro hodnoceni aktivity disacharidadz v biopsich tenké-
ho stFeva. Podrobné je dale rozpracovdn postup s o-dianisidinem, ktery vykazuje
pro dany ucel nejvyhodnéjsi parametry.

| Kli¢ova slova: disachariddzy — biopsie tenkého streva— koncentrace gluko-
zy - o-dianisidin.

Stanoveni aktivity disachariddz tvofi duleZitou souc¢ast hodnoceni bioptického ma-
terialu v diferencialni diagnostice malabsorpéniho syndromu [6]. Pro stanoveni enzy-
mové aktivity se standardné pouziva fady disacharida jako substrati a vysledek se
hodnoti podle mnozstvi uvolnéné glukézy. K tomuto déelu Ize pouzit béZné postupy
a soupravy ur¢ené ke stanoveni koncentrace gluk6zy. Pivodni Dahlgvistova metoda
- [3] stejné jako i jeji modifikace Malisem [8, 9] pouzivaji pro stanoveni koncentrace
glukdzy enzymaticky postup s glukézooxiddzou, peroxidazou a o-dianisidinem. V na-
Sich laboratofich byla zavedena souprava firmy Boehringer a pozdéji z NDR souprava
Fermognost-Blutzucker [4]. Lachema n. p. uvedla v roce 1978 na trh soupravu Gluko-
za-enzymaticky [1], ve které na rozdil od pfedchozich byl chromogen nahrazen kombi-
naci 4-aminofenazonu se 4-chlor-3-kresolem [5, 7}. V roce 1985 byla i tato souprava
nahrazena novym typem s 3-methyl-fenolem [2] pod ozna¢enim Oxochrom-glukoza,
kter4 je vak vzhledem k nespecifické reakci s disacharidy pro stanoveni aktivity disa-
charidaz ve sliznici tenkého stfeva nevhodna.

Material a metodika

1. Kinetiku reakce jsme hodnotili na spektrofotometru Beckman DU-8 s programem
Kinetic-II. Inkubaéni smés obsahovala 2 ml pracovniho roztoku a 0,1 ml 1 mmol/l
roztoku glukézy, absorbanci jsme méfili po dobu 45 minut v Sedesatisekundovych
intervalech v termostatované kyveté pii 37 °C. Vinova délka pro obé soupravy La-
chema byla 500 nm a pro metodu s o-dianisidinem 450 nm.

2. Absorpéni spektra chromogenu jsme méfili na spektrofotometru Beckman DU-8
s programem Lambda-III v rozmezi vinovych délek 330 — 630 nm pfi rychlosti zmé-
ny 100 nm/min.

3. Kalibraéni kfivky pro glukézu a jednotlivé disacharidy jsme ziskali shodnym postu-
pem pro viechny tfi metody. Inkubaéni smés obsahovala 1,5 ml pracovniho rozto-
ku a 0,2 ml roztoku gluk6zy nebo disacharidu odpovidajici mnozstvi 0, 20, 50, 100
a 200 nmolu glukozy resp. 0, 2, 5, 10 a 20 umolu disacharidu. Inkubace probihala
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pti 37 °C ve vodni 14zni 15 minut a vzorky jsme méfili pfi 530 nm pro o-dianisidin
resp. 500 nm pro oba postupy souprav Lachema. Pfed méfenim byly objemy vzor-
ki doplnény na shodné mnozstvi, tj. 0,5 ml redestilované vody resp. 0,5 ml 16N ky-
seliny sirové pro metodu s o-dianisidinem.

4. Pracovni roztoky

a) Glukoéza-enzymaticky (Glu-enz) Bio-La-Test, Lachema obsahuje dle origindlniho
postupu TRIS-tlumi¢ pH 8,3, 0,68 mmol/l 4-aminoantipyrin, 0,60 mmol/l 4-chlor-3-
-kresol, 4 — 5 U/ml glukézooxidazy (GOD) a 0,5 - 0,8 U/ml peroxidazy (POD).

b) Oxochrom glukéza (Glu-GP) Bio-La-Test, Lachema obsahuje dle origindlniho
postupu 0,14 mol/l fosfatovy tlumi¢ pH 7,0, 1 mmol/1 4-aminofenazon, 10 mmol/l 3-
-methylfenol, 10 U/ml gluk6zooxidazy a 1 U/ml peroxidazy.

¢) Modifikace postupu s o-dianisidinem obsahuje 0,5 mol/l TRIS:tlumi¢ pH 7.0 sta-
bilizovany Tritonem X-100 (2 mg/ml) v ethanolu (8 mg/ml), 0,1 mg/ml o-dianisidin,
20 U/ml glukézooxidazy a 2 U/ml peroxidazy. Pracovni roztok je pfipraven rozpousté-
nim 1 dilu chromogenu (5 mg o-dianisidinu v 0,5 ml redestilované vody) a 1 dilu smési
enzymu (5 mg GOD a 0,5 mg POD v 0,5 ml tlumiée) v 50 ml tlumice. Roztoky chro-
mogenu a smési enzymu jsou uchovany po rozpipetovani v ampulich pii —20 °C.

Vysledky

Analyzou spektra vysledného barevného komplexu (obr. 1) jsme prokazali, Ze
u obou souprav Bio-La-Test se 4-aminofenazonem je maximum absorbance pfi 500
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Fig. 1. Spectral analysis of dye-complexes using 4-aminophe-
nazon (b), o-dianisidin before (a) and after reaction (c) with
sulfuric acid.
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Fig. 2. Reaction kinetic of the methods Glucose-enzymatic
(Il —— W), Oxochrom-glucose (@ @®) and with o-dianisi-
din (sk —— k) for free glucose.

nm, pfi¢emz relativné plochy vrchol umoziuje méfeni v Sirokém rozmezi od 480 do
520 nm. Pro metodu s o-dianisidinem jsme prokazali vrchol s maximem 450 nm, ktery
se v8ak vyrazné posouva, je-li méieni provedeno ,end-point* formou a reakce je za-
stavena 16 N kyselinou sirovou. V tomto pfipad¢ jsme nalezli ostry vrchol s maximem
pfi 525 nm.

Kinetické méieni absorbance v $edesatisekundovych intervalech ukézalo znac-
né odlidny pribéh reakce vSech tii porovndavanych postupi (obr. 2). Pavodni metoda
Glu-enz vykazuje trvaly pfirastek absorbance s ¢asem a extinkce za 20 minut pfi 500
nm je 0,274. Novi souprava Glu-GP je charakteristickd rychlym vzristem absorbance
béhem 7 — 8 minut, po kterych se jiz vyrazné neméni. Extink¢éni hodnota za 20 minut
pii 500 nm je 0,190. Ptirustek absorbance u metody s o-dianisidinem byl v pribéhu sle-
dovanych 45 minut dokonale linearni a za 20 minut pfi 450 nm jsme prokézali extinkci
0,228.

Reakce s disacharidy. Souprava Glu-enz (obr. 3a) je zcela necitliva k treha-
l6ze, fruktéze, laktoze a sacharoze, kdy absorbance pti 500 nm dosahuje za 15 minut
maximalni hodnoty 0,044 pro 20 umolu disacharidu. S maltézou v3ak vznika vysoka
nespecifickd reakce a za 15 minut dosahuje extinkéni hodnoty 1,150 pro 10 pmoli mal-
tozy.

Pfi pouziti novéjsi soupravy Glu-GP (obr. 3b) jsme prokézali shodné minimélni re-
akci s trehal6zou, lakt6zou a fruktézou (maximum extinkce je 0,039 pro 20 pmolu),
s maltézou je nespecificka reakce nizsi nez u metody Glu-enz (0,780 pro 10 pmoli za
15 minut), ale podstatny rozdil jsme nalezli u sacharézy, se kterou vznika zna¢né vyso-
ka nespecificka reakce s extinkéni hodnotou 0,839 za 15 minut pro 20 pmolu.

Postup s o-dianisidinem (obr. 3c) vykazuje shodné s obéma soupravami Bio-La-Tes-
td minimalni citlivost na trehal6zu, fruktézu, laktézu, ale rovnéZ minimalni citlivost na
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Fig. 3. Reactivity of the lactose (@ @), trehalose (+ +), fructose (I m),
saccharose (O Q) and maltose(sk —— 3k ) using the methods Glu-enz (a), Glu-GP (b)

and o-dianisidin (c).

sacharézu (0,024 za 15 minut pro 20 pmoli). Nespecifickd reakce s maltézou je ze
véech tii studovanych postupti nejnizsi (0,540 za 15 minut pro 10 pmoli) a v relativnim
vyjadieni piedstavuje hodnotu 0,469 v porovnani s metodou Glu-enz a Glu-GP (0,678

a 1,000).
Diskuse

Pro stanoveni aktivity disachariddz ve sliznici tenkého stfeva vypracoval Mali§ v ro-
ce 1968 primou metodiku s pouzitim homogendti bioptického materilu 8 - 10].
Vlastni hodnoceni je zaloZzeno na stanoveni koncentrace uvolnéné glukézy enzymatic-
kym §tépenim, pro které se vyuziva béznych postupu.

Souprava Glukéza-enzymaticky [1]. kterd nahradila do té doby dovazenou soupravu
Fermognost-Blutzucker [4] z NDR, se jevila nevyhodnou predev§im pro nutnost do-
drzet pfesné intervaly pii méfeni (£ 5 sekund), vzhledem k tomu, Ze enzymaticka re-
akce neni pred méfenim ukonc¢ena a dochdzi k trvalému pfirastku absorbance s Ca-
sem. Tuto nevyhodu odstranila nové souprava Lachemy Oxochrom-glukéza, jejiz ne-
linearni kinetika je pro praxi vyhodnéjsi, nebot absorbance se po rychlém vzestupu
béhem prvnich minut stabilizuje a po descti minutéch se jiz vyrazné neméni. Pro sta-
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noveni disachariddzové aktivity je viak tato souprava nevhodna vzhledem k vysoké
nespecifické reaktivité se sacharézou.

Metoda s o-dianisidinem je na zdkladé této studie jedinou pouzitelnou metodou pro
stanoveni koncentrace glukozy pti hodnoceni aktivity disachariddz. Kinetika reakce je
dokonale linedrni a po ukonéeni inkubace je enzymova reakce zastavena 16N kyseli-
nou sirovou. Tim je pfesné definovana doba inkubace, dochazi k posunu absorp¢niho
maxima za 450 nm na 525 nm a soucasn¢ i ke zvy$eni molarniho extinkéniho koeficien-
tu. Postup s o-dianisidinem vykazuje nejniZii nespecifickou reakci s maltézou a rozho-
dujici nizkou citlivost k sacharéze, kterd je Ctyficetkrat niz$i nez pfi pouZiti metody
Glu-GP. Tato studie podava kromé porovnani jednotlivych metod i podrobny postup
metody s o-dianisidinem vhodny pro stanoveni volné glukozy.
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I1. Koyna
OIIPENEJIEHUE AKTVIBHOCTEU OTUCAXAPUIA3 IIPU ITOMOIIN
TECTOB JJAXEMA 1Jid YCTAHOBJIEHUA TJIIOKO3EL

Pezwme

OnpexpesieHue aKTUBHOCTER Qucaxapuiaas IMpeacTaBiseT BaxKHY0 COCTaBHYIO HacThk MIPU
oLleHKe Duonrtuyeckoro marepuaina npu guddepeHumansHOM Juardo3e Manabcopbuyon-
Horo cuHapoMa. CtaHZapTHbIe METOAbI CONEpPIKAT ollpeesieHue KOHLeHTPauMy TJI0KO3bI.
B pamkax mccaenoBaHuMs MbI TPOBOAUJIIM CpaBHeHMe ABYX MertonoB Jlaxema (I'yokosa-
-9H3UMaTHYecKu ¥ OKCOXpPOM-IJIIOKO03a) ¢ MOAM(MKalMell OCHOBAaHHOM HA peakLyu
¢ o-guanucuauHom. [locaemgHust MeTol ABIAETCA CaMbIM yAOOHBLIM IO CBOMM KMHETHYeC-
KMM M CIIeKTPaJbHBIM CBOMCTBAM M, B COTIOCTABJIECHUM BCEX TPEX METONOB, OH OKa3hIBaeT
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caMble HU3KMe Heclepuyeckue peakimy. B KayecTse ONITUMAJbHOrO MeTOAa AJIA OlIpe-
ZleJIeHMs KOHILEHTPaLyy MIF0KO3bI ITPH OLeHKEe aKTUBHOCTEN AuCaxapuias o ObLI NOApPO6-
Ho paspaboTaH.

P. Kocna
DETERMINATION OF DISACCHARIDASE ACTIVITIES USING THE
LACHEMA - KITS FOR GLUCOSE

Summary

The determination of disaccharidase activities takes an important part of evaluation of the in-
testinal biopsies for differential diagnostics of the malabsorption-syndrome. The standard met-
hods include determination of glucoses. The usefulness of Lachema-Kits (Glucose-enzymatic and
Oxochrom-Glucose) has been compared with our modification, based on the reaction with o-dia-
nisidine. This method gives most advantageous kinetic and spectral parameters and in comparison
with the two others has minimal unspecific reactions with disaccharides. This method for optimal
determination of glucose concentration for evaluation of disaccharidase activities has been elabo-
rated in details.

P. Kocna
BESTIMMUNG DER DISACCHARIDASE-AKTIVITAT MIT LACHEMA
TESTS FUR GLUKOSE

Zusammenfassung

Die Bestimmung der Disaccharidase-aktivitét ist ein wichtiger Teil der Biopsie-Wertung in der
differentialen Diagnostik des malabsorption Syndromes. Die standarten Methoden enthalten die
Bestimmung der Glukose-konzentration und die vorgelegte Studie vergleicht die Beniitzbarkeit
des Lachema-Tests (Glukosa-enzymatisch und Oxochrom-glukosa) mit unserer Modifikation, die
an der Reaktion mit o-dianisidinen gegriindet ist. Diese Methode zeigt die optimalen kinetischen
und spektralen Parameter, und hat im Vergleich aller drei Methoden die niedrigsten unspezifi-
schen Reaktionen mit Disacchariden. Diese optimale Methode zur Bestimmung der Glukose-
-konzentration bei Bewertung der Disaccharidase-aktivitat wurde detailiert ausgearbeitet.

POROVNAN[ AKTIVITY ALP V LIDSKEM SERU A V KONTROLNICH
SERECH PRI RUZNEM ZPUSOBU STARTU ENZYMOVE REAKCE

Autoti porovnavali metodu IFCC s metodou pracujici se stejnymi koncentracemi slozek, ale
provadénou na Centrifichemu. Rozdil byl v tom, Ze metoda IFCC startuje reakci pfiddnim substra-
tu do smési séra a pufru, na Centrifichemu se startuje smichdanim séra s kompletnim ¢inidlem. Pfi
paralelnich analyzach éerstvych lidskych sér nebyl mezi obéma variantami nalezen vibec zadny
rozdil, vysledky byly rovnocenné, referen¢ni interval spole¢ny. Jiné byla situace u kontrolnich
lyofilizovanych sér, kde pii metodé IFCC (start substratem) vychazely vysledky vyssi, a to od 1
az 24 % podle druhu séra. Rozdilné chovani lidskych nativnich sér a rekonstituovanych lyofili-
zath je znadmo jiz fadu let a v soucasné dobé je nutné€ si tento rozdil pfipominat pfi pfipadném
planovaném vyuZivani sérovych enzymovych kalibrétori a téz pfi hodnoceni okruhovych analyz.

Ch. W. Lim, L. M. Walis, W. N. Chisnall: Alkaline phosphatase activities in fresh serum and lyo-
philized controls by the AACC reference method or IFCC rhethod compared with that of Bowers
and McComb. Clin. Chem. 32, 12, 1986, 2205.

B. Friedecky
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