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Badania poréwnawcze dotyczyly dwdéch metod kolorymetrycznych
oznaczania aktywnodci dezaminazy adenozynowej: metody Koehlera
i Benza oraz metody Martineka. Na podstawie uzyskanych wynikéw
stwierdzono, %e metoda Martineka charakteryzuje sie wielokrotnie
wiekszq trwatodciq stezern zwigzku barwnego, dwukrotnie wiekszym
zakresem czutoSci reakeji kolorymetrycznej i prawie 10-krotnie mmniej-
szym wspotczynnikiem zmiennodci.

W latach 60-tych ukazaly sie pojedyncze wzmianki opisujace zmiany
aktywnos$ci dezaminazy adenozynowej w surowicy ludzi chorych z réz-
nymi stanami patologicznymi (8, 9, 17, 18). Podjete przez nas w tym okre-
sie badania udowodnily, ze wyrazny wzrost aktywnosci tego enzymu
towarzyszy takim procesom chorobowym, jak wirusowe zapalenie watroby
i marsko$¢ watroby (10, 15, 16).

Zar6éwno nasze do§wiadczenia, jak réwniez obserwacje innych autoréw
stanowity podstawe wlgczena dezaminazy adenozynowej do jednej z kon-
stelacji testowych, stosowanych w diagnostyce choréb watroby (11).

Zastosowanie nowego testu do celéw diagnostycznych wymaga jednak
opracowania lub dokonania wyboru sposréd znanych metod — metody
wzglednie czulej i prostej. :

W dostgpnym piSmiennictwie dotyczacym dezaminazy adenozynowej
znane sg dwie metody oznaczania aktywnos$ci tego enzymu.

Pierwsza z nich wykorzystuje wlasciwosci optyczne adenozyny i jej
pochodnej — inozyny, ktérych maksimum absorpcji lezy w zakresie ultra-
fioletu przy dlugosci fali 265 i 247 nm. Na podstawie réznicy ekstynkeji
oraz wspélczynnika molarnego mozna wnioskowaé o ubytku adenozyny
lub przyroécie inozyny w badanym roztworze. Oparta na tej zasadzie me-
toda Kalckara (7) jest bardzo prosta i czula, nie przedstawia jednak du-
zych waloréw z praktycznego punktu widzenia. Konieczno$é stosowania
spektrofotometru z zakresem ultrafifoletu uniemozliwia szersze zastoso-
wanie tej metody w laboratoriach klinicznych.

Druga metoda oznaczania aktywnosci DA zostala wylansowana w roku
1957 przez Strauba i wsp. (19). Jako podstawe do okre$lania aktywnosci
tego enzymu przyjeto kolorymetryczny pomiar iloéci powstajacego amo-
niaku przy uzyciu odczynnika Nesslera.
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Ogtoszona w 1962 roku przez Koehlera i Benzqg (8) metoda o
aktywnosei dezaminazy adenozynowej stanowi nieznaczng, ale uproszczong i
modyfikacje procedury Strauba i wsp. (19), z zachowaniem jej warunkéw
odnoénie kinetyki reakcji enzymatycznej.

Inny sposéb oznaczania aktywnosci DA opublikowal w rok pézniej Mar-
tinek (12). W oparciu o reakcje Berthelota (1) oraz prace Chaneya i Mar-
bachi (3) zaproponowat identyfikacje uwolnionego w czasie reakcji enzy-
matycznej amoniakuy odezynnikiem fenolo—podchlorynowym. Poniewaz
wydawalo sie, ze metoda Martinekq reprezentuje duze walory z praktycz-
nego punktu widzenia, postanowiono przeprowadzié badania poréwnawcze
Z powszechine stosowang metodg Koehlera i Benza. Celem tych badan
byla ocena metodologiczna i wybor jednej z tych metod do rutynowych
oznaczen w laboratorium klinicznym. 4

WYNIKI

W celu poréwnania metody Koehlera i Benzq (8) z metoda Martine-
ka (12) okreslono nastepujgce parametry:

1. Maksimum absorpcji §wiatla barwhego zwigzku, powstajgcego
w wyniku reakeji amoniaku z odezynnikiem Nesslera

Oznaczenia wykonano na roztworze WZOrcowym siarczanu amonu o ste-
zeniu 30 ug/ml. Pomiar absorpcji przeprowadzono na spektrofotometrze
Beckman B w zakresie 400—800 nm w 10 mm kuwecie wobec wody.
Stwierdzono, ze Wyznaczona przez autoréw diugosé fali 420 nm nie sta-
nowi maksimum absorpeji badanego zwigzku.

2. Maksimum absorpcji barwnego zZwigzku, powstajagcego w wyniku
reakeji amoniaku z odezynnikiem fe‘nolo—podchloryn‘owym

Oznaczenia wykonano na roztworze wzorcowym siarézanu amonu o ste-
zeniu 60 ug/ml oraz na 2% homogenacie watroby myszy. Absorpcje mie-
rzono na spektrofotometrze Beckman B w zakresie dtugosci fal 400—
700 nm w 10 mm kuwecie wobec wody. Z otrzymanych danych wynika,
ze maksimum absorpcji indofenolu miegci sie¢ w zakresie 610—620 nm,

Martineka. W toku dalszych badan pomiar absorpcji W:ykonywano przy
maksimum Wyznaczonym w naszych warunkach do$wiadczalnych.

3. Trwalogé barwnego zwigzku, powstajacego w wyniku reakeji amoniaku
z odezynnikiem Nesslera

Badania przeprowadzono na surowicach, do ktérych dodano gumy arab-

skiej w stezeniach: 2 g/100 ml, 5 g/100 ml i 10 g/100 ml, a absorpcje mie-
rzono w roéznych odstepach czasu po dodaniu odczynnika Nesslera tj. po
2, 5,10, 15, 30 i 60 minutach.

Znaczanja -
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4. Trwalo$¢ barwnego zwiazku powstaigcego w wyniku reakcji amoniaku
z odczynnikiem fenolo-podchlorynowym

Doswiadczenie wykonano na 10 surowicach w czterech wariantach, roz-
nigcych sie od siebie okresem inkubacii mieszaniny reakeyinej po doda-
niu odezynnika fenolo-podchlorynowego. Wartogei absorpcii powstalego
indofenolu mierzono po uptywie 5, 15. 30-minutach i 24 godz. po zakon-
czeniu inkubacii mieszaninv reakevinei.

Uzyskane rezultaty wskazuia. 7e doviero 20- i 30-minutowv nkres inkii-
bacii pozwala na uzvskanie stabilizacii barwv powstaleso nroduktu reak-
cii. Zgodnie z osiagnietvmi wvnikami przvieto. se optymalnvy okres usta-
lenia réwnowagi reakeii w temperaturze 37°C wynosi 20 minut.

5. Powtarzalno$é oznaczen w metodzie Koehlera i Benza oraz w metodzie
‘ Martineka :

W tym celu wykonano obiema metodami po 20 réwnoleglych oznaczeh
ha surowicy zlewanej (po 10 surowic). Wyniki zestawiono w tabeli I,

Tabela I
Por6wnanie powtarzalnosei oznaczenr metodami Koehlera i8Benza oraz Martineka
Metoda Koehlera i Benza| Metoda Martineka
Srednia &+ blad standardowy 21,75+0,62 22,740,07
$redniej w pg NH;— N/ml (20)® (20)
Skrajne wartodei 20,4—22,8 22,4—23,1
Roznica pomiedzy skrajnymi
wartodciami 2,4 0,7
Wspotezynnik zmiennoéei 12,69 ) 1,32
a — liczba oznaczen

/

Z poréwnania danych liczbowych wynika, ze w metodzie Martineka sg
mniejsze réznice pomiedzy skrajnymi wartosciami, a wspolezynnik zmien-
nosci jest prawie 10-krotnie nizszy, niz w metodzie Koehlera i Benza.

KALIBROWANIE
a) Metoda Koehlera i Benza

 Oznaczenia wykonano na roztworze wzorcowym siarczanu amonu o ste-

zeniu 0,3 mg NH3-N/ml. Przez odpowiednie rozcieficzenie otrzymano za-
kres stezen od 9—45 ug azotu na 1 ml. Na podstawie uzyskanych wartosci
absorpcji i odpowiadajacych im stezeh azotu amonowego sporzgdzono wy-
kres opisany réwnaniem regresji y = a + bx. Otrzymane wyniki (y =
= 0,0041 + 0,0064x) pozwalaja stwierdzi¢ w badanym zakresie stezen
zgodno$¢ z prawem Lamberta-Beera.
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Ryc. 1. Wykresy kalibracyjne dla metody: Koehlera i Benzq oraz Martineka.

b) Metoda Martineka

Oznaczenia wykonano na roztworze wzorcowym siarczanu amonu
o stezeniu 0,3 mg NH5-N/ml. Stosujgc odpowiednie rozciefczenia otrzy-
mano roztwory w zakresie stezen 6—120 ug azotu na 1 ml. Na podstawie
uzyskanych wartosei absorpeji i odpowiadajgcych im stezen azotu amo-
nowego sporzgdzono wykres opisany réwnaniem regresji y = a -+ bx.
Otrzymane wyniki (y = 0,016 + 0,013x) pozwalajg stwierdzi¢ w badanym
zakresie stezen zgodnosé z prawem Lamberta-Beera.

DYSKUSJA

Powszechnie wiadomo, e odczynnik Nesslera jest bardzo czulym
wskaZnikiem do wykrywania $ladowych ilosci amoniaku, nie jest jednak
wygodny w chemicznej analizie ilosciowej. W wyniku reakeji jodku rte-
ciowo-potasowego z amoniakiem w srodowisku zasadowym powstaje zwig-
zek trudno rozpuszczalny,. ktéry ma tendencje do wypadania z roztworu.

ochronnego (13). Z przeprowadzonych badan wynika, ze koloid ochronny,
niezaleznie od uzytego stezenia, stabilizuje barwe produktu reakeji
W pewnym tylko krotkim przedziale czasu. Czas ten przyjeto za opty-
malny do wykonania pomiaru. Jakkolwiek Koehler i Benz (8) pomijajg
W SWym opracowaniu ten parametr metodyczny, wydaje sie, ze jest on

Jeszeze na koniecznogei odbialczania badanego materiaty po inkubacji en-
zymatycznej. Fakt ten bardzo komplikuje i przedtuza procedure.
Uzyskane rezultaty wskazujg réwniez, ze zaleznogé absorpcji od steze-
nia amoniaku jest prostoliniowa do poziomu odpowiadajgcego 45 ug azotu
na 1 ml. Powyzej tej granicy nie obserwuje sie proporcjonalnego przyro-
stu wartosci. Fakt ten ogranicza w duzym stopniu zakres czutosc omawia-
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nej metody. Poniewaz autorzy zalecajg roztwor Wzorcowy o stezeniu
30 ug azotu na 1 ml, jako najwyzszy punkt referencyjny, dyskusyjng wy-

kresli¢, ze wyraznie ujemng strong metody Koehlera i Benzq (8) jest sto-
sunkowo duza (2 ml) ilosé surowicy potrzebna do wykonania jednego ba-
dania. Warunek ten jest szczegblnie niewygodny w badaniach u dzieci.
Istnieje wprawdzie mozliwogé miniaturyzacji tego postepowania pod wa-
runkiem stosowania odpowiedno matych kuwet pomiarowych.

Reakcja miedzy amoniakiem a podchlorynem i fenolem w Srodowisku
zasadowym znana jest od 1859 roku (1). Mechaniz jej nie jest jednak

duktu reakcji odbywa sie przypuszczalnie wg schematu podanego przez.
Bolletera i wsp. (2) oraz Dambachera i wsp. (4).

Maksimum absorpcji indofenolu, w zaleznosci od rodzaju fotokolory-
metru, okreslano przy dlugosei fali 578 nm (11), 635 nm (5) oraz 640 nm
(12). W toku wlasnych doswiadczen ustalono, ze najwyzsze wartosei
absorpcji otrzymuje sie¢ przy 610—620 nm.

Szybkosé¢ reakeji powstawania indofenolu zalezy od czasu, temperatury
i objetosci inkubowanego roztworu (2). Ze wstepnych badan, jak réwniez

temperatury 56°C daje efekt trwalosei barwy juz po 5 minutach. Jednak
ze wzgledéw praktycznych utrzymano temperature 37°C.
Czas zakonczenia reakeji tworzenia indofenolu w temperaturze 37°C

minut. Stwierdzono ponadto wbrew zastrzezeniom Martineka, ze osigg-
nieta barwa nie zmienia sie w ciagu 24 godzin. Wiadomo (2), ze reakcja
Berthelota jest wrazliwa na wplyw pewnych zwigzkow, jak sole miedzi,
zelaza, cynku, bromki, woda utleniona, aminy aromatyczne. Ujemng inter-

nosci wynikéw jest odpowiednia czystogé szkta laboratoryjnego. Przepro-
wadzone badania wykazaly, ze nieprawidlowo umyte probowki moga Spo-
wodowaé odchylenie w wynikach rzedu 100% wartogei.

Zaréwno znacznie lepsza powtarzalnogé metody Martineka w poréwna-
niu z 'metods Koehlerq i Benza, jak réwniez uproszczone postepowanie,
wyeliminowanie procedury odbialczania oraz zastosowanie do badan

. Patxunbcxa-l‘aescxa

CPABHUTEJLHLIE UCCIEOTOBAHUSA II0 HEKOTOPBIM METOJAM,
IPUMEHAEMBIM IJIS OBO3HAYEHUA AKTHUBHOCTH
ANTEHO3VHIE3AMUHASEI B CbIBOPOTKE KPOBU

Comepxaunne

CpaBHI/ITeJIbHI:Ie uccIenoBaHMA Kacajycnh ABYX KOJIOPUMETPHYECKIUX MEeTO0B 060~
SHAYEeHMA aKTUBHOCTHY AAECHOBUHIE3aMIMHA3hI Merona Kenepa nu BeHua M Merona
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Maprtuneka, Ha OCHOBaHMM TIONYYEHHBIX PESYNTATOB yCTAHOBNEHO, YTO METOJ Map-
THMHEKa XapakKTepu3yeTca MHOTOKPATHO GOJbIIei YCTOMYMBOCTRIO KOHUEHTpaLmit
UBETHOrO COeAMHEHMs, Bhoe OOJbIIMM AMana30HOB YBCTBUTENLHOCTH * KOJIOPUME-
TPUYECKOM peaxiMm ¥ IouTH 10-KpaTHO MeHBITUM K03(bduIenTom m3MeHuUMBOCTIL,

J.Raczynska-Gajewska

COMPARATIVE STUDIES ON SOME METHODS OF SERUM ADENOSINE
DESAMINASE ASSAY

Summary

The comparative studies concerned two colorimetric methods of the assay of
adenosine desaminase activity: the method of Koehler and Benz and that of Mar-
tinek. The latter was found to produce more stable concentrations of the coloured

product, double range of the sansitivity of the colour‘reaction and almost 10-fold
smaller variation coefficient.
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