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WSTEP

Metoda ,,Auxotab”, opracowana i opatentowana we Francji [2], stuzyla
poczatkowo do oznaczania aktywnosci enzymatycznéj mikroorganizmow.
Adaptowana zostala nastepnie do badan aktywnosci enzymatycznej
w tkankach i organach [5-7]. Pozwala ona w sposOb szybki, przy wyko-
naniu tylko jednej manipulacji, oznaczy¢ w bardzo matych fragmentach
organdéw czy tkanek (rzedu grama, a nawet miligrama) aktywnos¢ szeregu
enzymoOw jednoczesnie.

Metoda ta moze stuzy¢ do oznaczania aktywno$ci enzymatycznej w spo-
sob polilosciowy, poniewaz barwng reakcje mozna sklasyfikowaé¢ wedlug
skali natezenia barwy (zerowa, staba, Srednia, silna). Z powodzeniem
znajduje tez ona wykorzystanie do oznaczen: obecnos$ci substancji inhibu-
jacych czy aktywujgcych dzialanie enzyméw, wpltywu réznych czynnikow
(np. zywienia) na aktywnos$é enzymatyczng w réznych organach ustroju,
wreszcie zmian aktywno$ci enzymatycznej w rézych stadiach rozwoju
organizmu.

OPIS METODY

Urzadzenie stanowi ptytka o wymiarach 55 X 160 mm, skladajgca sie
z paska specjalnej bibuly, zamknietego miedzy dwoma (tych samych roz-
miaréw) prostokgtami z masy plastycznej. Spodnia warstwa z masy
plastycznej jest biala i nieprzeZroczysta, goérna — przezroczysta. Dwie
warstwy masy plastycznej wraz z bibulg sg spojone na gorgco w ten
sposéb, ze spawy tworzg 10 zbiorniczké6w o objetosci 0,1 ml kazdy. Za
pomocg dokladnie wykalibrowanej mikropipety zbiorniczki nasgcza sig
substratami w roztworze metanolu. Podobnie jak przy reakcjach histo-



160 JERZY MORSTIN

chemicznych, substrat dla kazdego enzymu jest tak dobrany, aby z en-
zymem dawal reakcje barwng spontanicznie, albo spowodowang doda-
niem ,wywoltywacza”. Napelnianie zbiorniczkéw jest mozliwe dzieki
istnieniu otworkéw w wierzchniej cze$ci plytki plastykowej. Ilosé kaz-
dego substratu jest okreslona i stala (10-50 mikrolitréw, w zaleznosci od
substratu). Po wkropleniu substratéw do zbiorniczkéw i wysuszeniu
ptytki mogg by¢ przez dluzszy czas przechowywane w temp. +4°C
i w pojemniku z pochlaniaczem wilgoci (niektére substraty zachowuja
w tych warunkach trwatos¢ przez rok i dituzej).

’

PRZEPROWADZENIE TESTU

W tabeli przedstawiono charakterystyke substratéw i enzymoéw, kté-
rych aktywno$¢ mozna oznaczyé za pomocg omawianej metody. Przed
wykonaniem oznaczenia badang tkanke lub organ nalezy rozetrzeé w ho-
mogenizatorze Patera z dodatkiem 1,5-2 ml buforu. Jesli mamy do czy-
nienia z plynem ustrojowym (nasienie, osocze krwi), nalezy go tylko wy-
miesza¢ z buforem. Wiekszos¢ homogenatéw sporzadza sie w Srodowisku
o pH 7,5, uzywajgc buforu Tris HCI 0,1 M. W pozostalych przypadkach
oznaczenie aktywnos$ci enzyméw dokonuje sie w $rodowisku pH 5,4, uzy-
wajac buforu cytrynianowego (0,1 M).

Do wykonania catej serii oznaczen aktywnos$ci enzyméw, reagujacych
z substratami w Srodowisku pH 7,5, wystarczy 1,5-2 ml buforu. W serii
oznaczen w Srodowisku pH 5,4 nalezy sporzgdzi¢é minimum 0,5 ml roz-
tworu.

Zbiorniczki napelnia sie homogenatem, uzywajgc pipety Pasteura.
Podczas wkraplania plynu do gérnego otworu zbiorniczka nalezy lekko
nachyli¢ ptytke. Nastepnie, po ulozeniu plytki na plasko, zbiorniczki uzu-
pelnia sie¢ dodatkowg kroplg homogenatu tkanki czy organu. Nadmiar
roztworu, wydobywajgcego sie dolnym otworem zbiorniczka, nalezy osu-
szy¢ za pomocg skrawka bibuly filtracyjnej.

Nasgczone plytki inkubuje sie w temp. 37°C w wilgotnym $rodowis-
ku. W tym celu plytki umiejscawia sie w nawilgoconych, zamknietych
pojemnikach i wstawia do termostatu. Inkubowanie trwa od godziny
(przy duzej koncentracji enzyméw w badanej tkance czy organie) do
24 godz. (przy bardzo slabej koncentracji). NajczeSciej wystarcza 4-
6 godz. inkubacji.

ODCZYTYWANIE WYNIKOW

a. Zabarwienie spontaniczne W przypadku obecnosci ga-
laktozydazy (tab. poz. 10) i glukozamidazy (tab. poz. 17), dzieki uwolnie-
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niu si¢ nitrofanylu, substraty przyjmujg samoistnie kolor zélty (w przy-
padku glukozomidazy po zakonczeniu inkubacji mozna dodaé krople
NaOH w celu wzmocnienia reakcji).

b. Barwne indykatory. Fosfotazy zasadowe (tab. poz. 1)
i kwasne (tab. poz. 16) w obecnosci substratu fenoloftaleiny s wywoty-
wane przez 1 N lub 0,1 N wodorotlenek sody. W przypadku reakcji po-
zytywnej — substrat barwi sie na czerwono.

c. Wywotanie za pomocag blekitu dwuazowego B.
Aktywno$¢ wszystkich pozostalych enzyméw mozna stwierdzi¢ poprzez
dzialanie blgkitem dwuazowym B w rozcienczeniu 1 : 2000 (§wiezo przy-
gotowanym). Uwolniony z substratéw naftyl (na skutek hydrolizy) lgczy
si¢ z solami dwuazowymi i daje reakcje barwng. W przypadku reakecji
pozytywnych substraty stajg sie niebieskie lub czerwone, w zalezno$ci
od enzymu. Jako poréwnanie testu stuzy zbiorniczek nasgczony samym
buforem z dodatkiem kilku kropli blekitu dwuazowego B. Przybiera on
barwe z61t3.

W przypadku oznaczania enzymu glukuronidazy (tab. poz. 18) i glu-
kozydazy (tab. poz. 19) w celu lepszego uwidocznienia reakcji dobrze jest
po zakonczeniu biekitu dwuazowego B dodaé¢ krople NaOH. Wywolywa-
czem napelnia sie zbiorniczki w ten spos6b, aby jego nadmiar wydostatl
sie przez dolny otwor.

Po przeprowadzeniu testu istnieje mozliwosé przechowywania plytek.
Barwne reakcje zostajg utrwalone we wldknach bibuly i zachowujg swg
trwalos¢ przez dlugi czas, o ile nie sg narazone na dzialanie $wiatla.

DOKELADNOSC METODY

Czulos¢ metody jest bardzo duza. Aby wykonaé kompletny test
aktywnosci enzymow wyszczegdlnionych w tabeli, wystarczy kilka mili-
graméw $wiezej tkanki. Oto kilka przykladow ilustrujgcych te czulosé.

Minimalna ilo$¢ Czas

Enzym Substrat wykrywalnego inkubacji

enzymu (godz)
Trypsyna BAPA 1 (u/ml) 4
’ BANA 1073 ,, 24
Chymotrypsyna BPNE 10—+ ,, 2

Jesli oznacza sie aktywno$¢ enzymoéw typu trypsyny (np. w Swiezej
trzustce), wystarczy 1-2 mg tkanki w mililitrze, czyli 0,1-0,2 mg na
zbiorniczek. Czas inkubacji w tym przypadku wynosi 18 godzin.

11 — Zesz. Probl. Post. Nauk Rol. 176
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Aktywno$¢ enzymatyczna oznaczana metodg Auxotab

Objetosé Substancja
Lp. Enzym Substrat substratu wywolujaca
(ml) biekit NaOH pH
dwuazowy
1. Fosfataza alkaliczna dwufosforan
fenoloftaleiny 0,59, 40 x 75
2. Fosfataza nie specyficzna fosforan AsMx naftyl 19, 30
fosforan f3-naftylu 1%, 50 X x 75
3. Esteraza octanowa | octan fnaftylu 19, 30 X 7,5
4. Esteraza maélanowa masglan Bnaftylu 19%, 20 X 7,5
5. Esterazai lipaza laurynian fSnaftylu 1% 30 X 7,5
laurynianowa
6. Esterazailipaza palmitynian fSnaftylu 1% 30 X 7,5
palmitynowa
7. Esteraza ilipaza stearynian Snaftylu 19, 40 b4 7,5
stearynowa i
8. Esterazailipaza nonanian fAnaftylu 19, 30 b 7,5
nonanowa
9. Esteraza i lipaza myrystynian fBnaftylu 19, 30 X 7,5
myrystynianowa
10. Galaktozydaza ortonitrofenyl galak-
topyranozyd 19, 20 spontanicznie, 7,5
z6lty
11. Aminopeptydaza DL alanyl fBnaftylo-
alanilowa amid 19, 30 X 15D
12. Aminopeptydaza L leucyl fnaftyloamid 19, 30 X 7,5
leucylowa
13. Aminopeptydaza waliny fSnaftyloamid 19, 30 X 7,5
walinowa
14. Trypsyna N-benzoil DL arcinino- ,
naftyloamid (BANA) 19%, 30 X 7,5
15. Chymotrypsyna N-benzoil T fenylo-
alanini naftyloamid 19, 30 X 7,5
16. Fosfataza kwasna dwufosforan fenylo-
ftaleiny 0,59 40 X 5,4
17. Glukozaminidaza BD glukozaminid 19, 20 spontanicznie,
z06lty x 54
Naftyl ASBI N acetyl
BD-glukozominid 19, 20 X x 54
18. Glukoromidaza Naftyl AS glukuronid 1% 40 X x 54
19. Glukozydaza 6 bromo 2-naftyl
SBglucopyranoid 19, 40 X x 54

Czulo$¢ metody dla fosfatazy zasadowej jest znacznie wieksza. Uzy-
wajgc jako substratu fosforanu p-nitrofenolu, mozna stwierdzi¢ aktyw-
nos¢ tego enzymu przy stezeniu 103 p/ml, inkubujac tylko 1 godzine.
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OPIS PRZEPROWADZONYCH PROB

Autor artykutu zapoznal sie z metodg Auxotab w Laboratorium Bio-
logii Zwierzat Narodowego Instytutu Nauk Stosowanych (Institut Natio-
nal des Sciences Appliquées) w Villeurbanne k. Lyonu, we Francji i za
pomoca tej metody wykonatl kilka prob oznaczania aktywnosci trypsyny
w nasieniu buhaja i krélika. Pelne, ejakulowane nasienie nie wykazywato
aktywnosci tego enzymu. Po wkropleniu natomiast do zbiorniczka odwi-
rowanych i przemytych plemnikéw aktywno$é ta ujawnila sie. Po po-
nownym polgczeniu osocza nasienia z plemnikami aktywno$¢ enzymu
znéw zanika. Za pomocg tego bardzo prostego testu pokazano, ze w o0so-
czu nasienia znajduje sig inhibitor, unieczynniajgcy trypsyne znajdujgca
sie¢ w powierzchniowych warstwach gléwki plemnika.

Trypsynogen, odgrywajgcy role w procesie zaplodnienia komérki ja-
jowej, uaktywnia sie najprawdopodobniej w §rodowisku wydzieliny drég
rodnych samicy. Sprawe te mogg wyjasni¢ dalsze badania aktywnosci
tego enzymu w czasie kapacytacji plemniké6w w drogach rodnych samicy.

Zwiedzajgc wytwoérnie plytek Auxotab (czerwiec 1973) uzyskano in-
formacje o mozliwosci zakupu tego materiatu. Cena jednej ptytki (z 10
zbiorniczkami) wynosi okoto 0,30 franka francuskiego, czyli ok. 1,50 zi.
Przy duzych dostawach mozna uzyskaé pewng bonifikate!l. Adres wy-
tworcy: |

Auxotab

La Balame — les Grottes

38390 Montalieu — Varcieu

Franéja.
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1 W roku 1974 firma Auxotab sprzedala patent firmie ,,Colab Laboratories
Inc.” (USA). Z wiadomo$ci uzyskanych poprzez Centrale Importowo-Exportowg
Chemikalii CIECH firma Auxotab ma podjaé produkcje ulepszonych plytek, fa-
brycznie nasyconych syntetycznymi substratami.
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Excu MopcTun

INPMUMEHEHUE MUKPOMETOJA ,,AYKCOTAB” B UMCCJEILOBAHUSAX
AT KAYECTBEHHOT'O U TIOJYKOJIMYECTBEHHOI'O OIIPEIEJEHMUS
OH3UMMATUYECKOM AKTUBHOCTU B OPTAHAX UM TKAHSX

Peszwme

Meton Aykcorab, pa3paBoTaHHBLIII M ONATEHTOBAHHBIA BO dpaHUMM, T03BOJAET
OBICTPO ¥ JUIIL IPY OAHOM IPMEME ONPEeAENATL AKTMBHOCTH PAAA SH3VIMOB OZHOBpe-
MEHHO B OYeHb MAaJIBIX (OpParMeHTaxX OpPTaHOB MM TKaHEl. DTOT MeTOoJ YCIELIHO
NPUMEHAETCA IJIA BBIABJIEHMA HaJMMYMS BEIUECTB TOPMO3AINMX WM AKTUBMPYIOILMX
AIe/ICTBME SH3MMOB, BIMAHMUA Da3HbIX (AKTOPOB HA . SH3MMATHYECKYIO aKTMBHOCTD,
a TaKKXe M3MEeHeHM! SH3MMAaTUYEeCKO) AaKTMBHOCTM B DA3HBIX CTAAMAX pPa3BUTUA.

BBuay BO3MOXXHOCTM NPMMEHEHMUSA 3TOrO HECJOXKHONO MEeTOAa BbISBJIEHMS SH3U-

MOB B TKaHAX M OpraHaxX XMBOTHLIX, IIPUBOOAUTCA €Tr0 HOJIIJOGHOB OonMcaHMue u paercAa
CIIMCOK JIUTEpaTypPhL.

Jerzy Morstin

APPLICATION OF THE "AUXOTAB” MICROMETHOD IN INVESTIGATIONS
ON QUALITATIVE AND SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION
OF ENZYMATIC ACTIVITY IN PARTICULAR ORGANS AND TISSUES

Summary

The Auxotab method, developed and patented in France, enables to determine
quickly and at a single manipulation only the activity of a number of enzymes
simultaneously in very small fragments of particular organs or tissues. It can be
applied successfully for detection of substances inhibiting or activating the effect
of enzymes, influence of different factors: on enzymatic activity as well as on
changes of the latter at particular development stages.

With regard to the possibility of appHBcation of this simple method of detection
of enzymes in animal tissues and organs, its description, together with the list of
literature, is given in the article.
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