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Istniejgce wspolczesnie metody oznaczania iloSciowego aktywnosci an-
hydrazy weglanowej (karboanhydraza — CAH) oparte sg na dwu zasad-
niczych reakcjach katalizowanych przez ten enzym:

1. H,CO, - H,0 + CO, -
2. CO, + H,0 —> H,CO, = H' + HCO,

Metody oparte na pierwszej reakcji maja na celu pomiar ilosci wywia-
zujacego sie¢ dwutlenku wegla badz na drodze manometrycznej (Meldrum,
Roughton i Booth, Leiner i Leiner, Kiese, Stadie i O’Brien, Maetz), badz na
drodze objetosciowej (Van Goor).

Metody oparte na drugiej reakcji maja na celu pomiar szybkosci zmiany
pH w roztworze buforu wskutek tworzenia sie kwasu weglowego (Philpot,
Brinkmann, Van Goor, Leiner, Krebs i Czenykajewa).

W swej modyfikacji sposobu oznaczania aktywnosci anhydrazy wegla-
nowej oparlem sie¢ na metodzie Krebsa i Czenykajewej polegajacej, jak
metoda Brinkmanna, na pomiarze czasu uwodnienia dwutlenku wegla wo-
bec czerwieni fenolowej jako wskaznika. '

Zmiany, ktére wprowadzitem do tej metody oznaczania aktywmnoéci an-
hydrazy polegajg na: '

1) wprowadzeniu zamiast U-rurki z rtecig, probowek serologicznych,
w ktorych ciekla parafina odgrywa role zaréwno dzielgcg roztwory, jak
i chronigca je od wplywu powietrza zawierajacego dwutlenek wegla. Poza
tym zastosowanie probéwek pozwala na szybsze przeprowadzenie ‘catego
szeregu prob — nie jest si¢ skrepowanym iloscig U-rurek;

2) dodaniu do roztworu z czerwienig fenolows blekitu toluidyny przez
co spowodowano, ze obserwuje sie nie zmiang barwy z czerwonej na po-
marafhczows, ale z intensywnie fioletowej na zielona, co jest bardziej kon-
trastowe. Przy tym w metodzie postugujacej sie czysta czerwienig feno-
lowg zmiana zabarwienia z czerwonego na pomaranczowe odbywa sie z jed~
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nakowsg szybkoscig przez caly czas reakeji, co utrudnia uchwyeenis =:-
mentu zakonczenia reakeji nawet wobec probki o zgdanym zabarwiern:..
Natomiast zmiana zabarwienia z fioletowego na zielone zachcdzi bardziej
nagle przy koncu reakcji. Ten fakt nie tylko czyni te metode wygodniejsza.
ale i dokladniejsza, poniewaz ulatwia kontrole czasu;

3) mieszaniu roztworéw roboczych (w metodzie Krebsa i Czenykajewej
przez wstrzasanie, wzglednie kilkakrotne odwracanie U-rurki) — pateczka
szklang, co pezwala na uniknigcie gwaltownych poruszen roztworéw, a ma
to bardzo istotne znaczenie. Okazuje sie, ze nawet sam roztwér nr 1 swiezo
przyrzadzony, kilkakrotnie energicznie wstrzasniety, tak dalece traci
HeCO3 i COg, ze w ogéle nie nadaje sie do pomiaru: ilogé wydzielanego
CO; po zmieszaniu z roztworem nr 2 jest zbyt mata, by powstaly HoCOs
obnizyt pH do zmiany zabarwienia czerwieni fenolowej. Te straty HoCOg3
obnizaja prawdopodobnie dosyé¢ znacznie dokladnosé metody.

PRZEBIEG OZNACZENIA W FORMIE ZMODYFIKOWANEJ
Odczynniki

Do ich sporzadzenia uzywa sie wody destylowanej wolnej od dwutlenku
wegla. W tym celu nalezy wode destylowang gotowa¢ okolo dwéch godzin.

1) 0,1 N kwas solny; ‘ o

2) 0,1 N roztwér dwuweglanu sodu (NaHCOs). Nalezy odwazyc 1,68 g
suchego dwuweglanu sodu i dopetni¢ w kolbie miarowej do 200 ml obje-
tosci wodg;

3) 0,02 N roztwor NaHCO;. Nalezy odwazyé 0,336 g suchego NaHCO;
i dopelni¢ w kolbie miarowej do 200 ml objetosci woda;
~4) 0,02 N roztwoér obojetnego weglanu sodu (NapCOs). Nalezy odwazy¢
0,572 g NagCO3 - 10H20 i dopelni¢ w kolbie miarowej do 200 m! objetosci
woda; .

5) czerwien fenolowa;

6) blekit toluidyny;

7) ciekla parafina; v

8) woda destylowana wolna od dwutlenku wegla do sporzadzania roz-
tworéw roboczych i do pobierania krwi. “

Trwatos¢ roztworéw weglanéw, przechowywanych we flaszkach za-
mknietych doszlifowanym korkiem, wynosi okolo dwéch tygodni.

Z tych roztworéw sporzadzamy dwa roztwory robocze. Roztwér roboczy
nr 1 (0,005 M COs w wodzie) ma nastepujgcy sklad:

6,1 N kwas solny . . . . . 5 ml
0,1 N roztwér NaHCOsz . . . 5 ml
H2O dest. wolna od COs do . 100 ml
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Trwalcs¢ tego roztworu wynosi okolo 6—8 .godzin,'.a wiec nalezy go
przyrzgdza¢ przed kazdym oznaczeniem. Roztwor roboczy nr 2 (buforowo-
wskaznikowy) ma nastepujacy sktad:

0,02 N roztwér NaHCOs; . . 200 ml
0,02 N roztwér NasCOs . . 9 ml
czerwien fenolowa . . . . 0,015 g
blekit toluidyny . . . . . 0,020 g

Trwalosé tego roztworu, przechowywanego we flaszce zamknietej do-
szlifowanym kerkiem wynosi ckoto 2 tygodni.

Przed przvstgpieniem do oznaczenia aktywnosci anhydrazy nalezy naj-
pierw sprawdzi¢, czy wskaznik nie unieczynnia tego enzymu (zdarza sie
to niekiedy przy stosowaniu niektérych preparatéw czerwieni fenolowej,
znajdujacych sie w handlu). Sprawdzenie polega na dodaniu kropli roz-
cienczonej krwi raz do roztworu roboczego 1 i przeprowadzeniu pomiaru,
a raz do roztworu 2 i znéw przeprowadzeniu pomiaru. Jezeli czas ozna-
¢zania przy dodaniu krwi do roztworu 2 jest wyraznie dluzszy niz — do
reztworu 1, oznacza to, ze dany wskaznik inaktywuje anhydraze. Nalezy
zamieni¢ wtedy ten preparat innym.

-

Postepowanie

Do zlewki o pojemnosci okolo 750 do 1000 ml, majacej stuzyé za lainie
chiodzacy, wlewamy troche wody i wstawiamy do lodéwki celem obnizenia
temperatury wody. Do lodéwki dajemy réwniez roztwory robocze 1 i 2.
Po ckoto 2 godzinach do zlewki stuzacej za laznie chlodzacy wkladamy
1¢d i wstawiamy do niej matg zlewke (100 do 200 ml pojemn.), w ktérej
bedziemy ustawiaé probowki. Malg zlewke napelniamy réwniez lodowatg
wodg. Nalezy zawsze sprawdzié, czy temperatura wody jest okolo 0 do naj-
wyzej 2°C. Stalose tej niskiej temperatury ma decydujace znaczenie dla
dokiadnosci oznaczenia. W temperaturze pokojowej zmiana zabarwienia
p¢ zmieszaniu czystych roztworéw 1 i 2 zachodzi w ciggu okolo 3 sek.,
a w temperaturze +1°C w ciggu okolo 120 sek.

Najpierw przystepujemy do oznaczenia czasu probki kontrolnej. W tym:
celu nabieramy 1 ml roztworu nr 1 (zawsze tg samg pipets), osuszamy ze-
Wnetrzng powierzchnie pipety czystg $ciereczka i wprowadzamy do pro-
o6wki tak. by nie zwilzyé¢ jej scian. Azeby oprézinié¢ catkowicie pipete nie
welre jej wvdmuchiwaé, natomiast nalezy dotknaé koncem pipety po-
wierzchrie roztworu i delikatnie wyjaé pipete, by znéw nie zwilzyé $cian.
probowk: nad roztworem, poniewaz wtedy parafina Zle przylega do $cian
Probéwki i roztwor nr 2 moze samorzutnie przedostaé sie do roztworu nr 1.
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Nastepnie wprowadzamy do probowki pipetg okcto 1.5 ml parafiny juz bez
tych ostroznosci. Z kolei inng pipeta (ale zawsze 13 sama. jesli chodzi o roz-
twér nr 2) nabieramy 1 ml roztworu nr 2 i wprowadzamy ja do proboOwx:
zanurzajac koniec pipety nieco ponizej powierzchni parafiny. wprowadza-
jac roztwér nr 2 do parafiny. Tworzy on w parafinie pecherz wigoczny nz
fotografii. Tak przygotowang probowke wstawiamy do lazni chioazacs;.
Poniewaz pod wplywem zimnych roztworéw 1 i 2 parafina réowniez ochia-
dza sie i zwieksza swoja lepkos¢, roztwér nr 2 nie przedostaje sie przez nia
do roztworu nr 1. Przy tym-obydwa roztwory sg catkowicie odizolowane

Ryc. la, b

od kontaktu z COs z powietrza. Po uplywie okoto 10 min.,, gdy mamy
pewnos¢, ze temperatura roztworow jest okoto 0 do +2°C, mieszamy do-
kladnie za pomoca paleczki szklanej, wolnymi ruchami w gore i w doi,
obydwa roztwory i naciskamy rownoczesnie stoper. Zabarwienie miesza-
niny jest poczatkowo intensywnie fioletowe, przy koncu pomiaru zaczyna
jasnie¢ i nagle zmienia barwe na zielong. W tym momencie naciskamy
znowu stoper — pomiar jest skonczony. Czas reakeji powinien wynosi¢ od
110 do 130 sek. Jesli byt krotszy, nalezy do roztworu 2 dodaé¢ 1 do 2 ml
0,02 N roztworu NapgCOs lub wiecej. Jesli przebiega zbyt powoli (nie zda-
rza sie przy wlasciwie przyrzadzonych roztworach), mozna doda¢ kroplami
0,1 N HCL



Oznaczanie aktywno$ci anhydrazy weglanowej 307

Prébe z krwig przeprowadzamy w spos6b nastepujgcy. Krew pobieramy
z opuszki palca jak na krwinki czerwone z tym, ze rozcienczamy nie ply-
nem Hayema, lecz destylowang woda wolng od COs. Nastepnie do pro-
boéwki dajemy 1 ml roztworu nr 1 i krople zhemolizowanej krwi z mie-
szalnika z opisanymi poprzednio ostroznoéciami, by nie zwilzyé $cian pro-
bowki nad roztworem. Nastepnie wprowadzamy do probéwki parafine
i roztwér nr 2 w opisany poprzednio sposéb. Dalszy przebieg oznaczenia
jak poprzednio.

Miarg aktywnosci anhydrazy weglanowej jest stosunek czasu reakeji
z krwig do czasu reakcji proby kontrolnej (bez krwi), mierzymy jg w jed-
nostkach (E):

__czas proby kontrolnej — czas reakeji z krwig

czas reakcji z krwig

Précz tego w praktyce stosuje sie wskaznik anhydrazy vweglanowej
(Ixunh.), ktory oblicza sie ze wzoru:

ilos¢ anhydrazy w jedn. (E) badanego

IXank. =2 000 000 - - -
ilesé erytrocyt. w 1 mm? krwi bad.

Wzor ten wyprowadzony zostal z nastepujgeego stosunku:

ilo$¢ anhydrazy w jednostkach (E) badanego

2,5
]-Xanh.: K - - -
ilos¢ erytrocytéw w 1 mm?® krwi badanego
5000000 ,
2,5 — przecietna, fizjologiczna zawartos¢ anhydrazy w jedn. (E),
5000 000 — przecietna, fizjologiczna ilo§é erytrocytéw w 1 mm3 krwi.

Azeby uzyskat jak najwiekszg dokladnosé nalezy pilnie przestrzegaé wa-
runkow temperatury, nabiera¢ ten sam roztwor ta samg pipets zaréwno do
proby konirolnej jak i przy oznaczaniu préby z krwig, nie mieszaé zbyt
gwaltownie, by nie wprowadzaé¢ kropelek roztworu do parafiny (gwat-
towne zresztg mieszanie utrudnia sama parafina).

Blad préby kontrolnej wynosi 6,5% (przy 15 pomiarach ¢ = + 3,24),
8 blad proby z krwig 14,5% (przy 13 pomiarach ¢ = + (,36).

b. Ilexapcru
MOTHGIRAIE METOTA ONPEAEJIEHHA KAPBOAHTHIPA3LI B KPOBH
Peswue

ABTOp H3ZaraeT MOIHIHEEANHI MeTOa GUpeleleHHs EapGOaHTHAPAasH B KPOBH Ha
f08e pafior Kpetca H YenAxaeBOf, ITOT MeTOX OCHOBHBAETCA HA ONpedeleHAH CKOPOCTH
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CMeHH pH CTaHIAPTHOrO PACTBOPA B CBA3H C THIpAaTauudell ONpeeleBRHOT0 KOIKYeCTBA
CO, B npucyTcTBUH epmenTa. Onpenenenne NIPOBOAUTCA B CePOIOTHIECKHX NpPpOGAPKAX.
PacrBopu oT BO3myXa OXpPOHAIT TekIHM napagmeoM. Jlonyckaemas omulka B MmeTole
14,5 %.

B. Piekarski

THE MODIFICATION OF THE METHOD OF DETERMINATION
THE CARBOANHYDRASE ACTIVITY OF RED CELL

Summary

Author presents the own modification of the method of determination the carbo-
anhydrase activity of red cell. This method is based on the method of Krebs and
Czenykajewa which determines the velocity of pH change of standart solution in the
course of hydration of carbon dioxide in the presence of this enzym. One executes the
determination in serological tubes in which the solutions are isolated from the air
by liquide paraphine. The method’s error is 14,5%o.
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