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Uvod

Kapilarni elektroforéza (CE), vzhledem k rychlosti ana-
lyzy, ucinnosti dosahujici az miliéond teoretickych pater,
nizkym pozadavklim na mnozstvi vzorku, pruzné zméné
separa¢nich podminek a nizkym provoznim nakladim se
pfimo nabizi pro pouZiti v laboratofich klinické biochemie,
kde v poslednich letech tispésné konkuruje dosud pouziva-
nym metoddm kapalinové a plynové chromatografie!2,
V oblasti diagnostiky dédi¢nych poruch purinového a pyri-
midinového metabolismu bylo doposud publikovano néko-
lik praci, které umoziuji efektivni screening™’ a diagno-
stiku®? t&chto onemocnéni kapilarni elektroforézou.

Cilem prace je stanoveni aktivit enzymid purinového
metabolismu (purinnukleosidfosforylasy (PNP), adeninfos-
foribosyltransferasy (APRT), adenosindeaminasy (ADA)
a hypoxanthinguaninfosforibosyltransferasy (HPRT)) v lid-
skych erytrocytech metodou CE a srovndni vyvinutych
metod se standardnimi HPLC metodami'’.

Experimentdlni ¢ast
Chemikdlie

Vsechny pouzité litky byly obdrzeny od Sigma (St.
Louis, MO, USA).

Pro pfipravu vSech roztokl byla pouzita deionizovana
voda (Milli-Q, 5,3 uScm?).

Aparatura

CZE experimenty byly provadény v nepokryté kiemen-
né kapilafe o vnitinim priméru 75 pm na pfistrojich Spec-
traPHORESIS 100 s rychle snimajicim detektorem Spec-
traFOCUS (PNP), Beckman P/ACE 5510 s diode array
detektorem (APRT, HPRT, ADA).

Pro HPLC bylo pouZito pistroje Millipore-Waters'’.
Piiprava vzorku a inkubace enzymi

Promyté lidské erytrocyty byly lyzovany opakovanym
zmrazenim a rozmrazenim ve vodé (1:6). Lyzat byl fedén
a inkubovén s odpovidajicim substraitem v reakénim pufru
pfi 37 °C. Enzymatické reakce byly po 15 minutdch za-
staveny pfidanim ¢tyticetiprocentni kyseliny trichloroc-
tové, kterd byla reextrahovéna diethyletherem!?. Vzorky
byly pfed analyzou centrifugovany (5 min., 3000 g).
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Obr. 1. Separace produktu enzymatické konverze APRT.
Z4Kladnf elektrolyt: 20 mmol.I"! H;BO; + 5 mmol.l" H;PO,
adj. NaOH, pH 9.5, kapildra: 27 cm x 20 cm x 75 pum id.,
E=1111V.cm’!, externi hydrodynamicky tlak 0,5 psi

*  Tato préce ziskala 2. cenu v Soutézi mladych analytickych chemiki v Olomouci v tinoru 1998



Tabulka I

Experimentdlni podminky pro stanoveni aktivit jednotlivych enzymi

Enzymy Substrat® Produkt®  Zakladni elektrolyt Int. el. pole UV detekce  Kapilara®
[V.cm™!] [nm]

PNP HR HX 0,1 M-H3BOj5 adj. NaOH, 415 210 72 cm/45 cm
pH 9,5 i.d. 75 um

APRT A AMP 0,04 M-H;BO3 + 0,01 M-H3PO4 adj. NaOH, 810 254 37 cm/30 cm
pH. 9,5 i.d. 75 um

HPRT HX IMP 0,04 M-H3BO5 + 0,01 M-H;PO, adj. NaOH, 810 254 37 cm/30 cm
pH 9,5 id. 75 um

ADA AR HR, HX 0,3 M-H3BO3 adj. NaOH, 191 260 47 cm/40 cm
pH 10 id. 75 um

4 HX - hypoxanthin, IMP - inosinmonofosfat, AR - adenosin, AMP - adenosinmonofosfit, HR - inosin, A - adenin;

b celkova délka/délka k detektoru

Tabulka I1
Analytické parametry metod

Enzym Limit detekce Rovnice kalibraéni
[umol.1-1] kitivky
PNP 5(HX) Y= 83X - 0,02
APRT 1 (AMP) Y= 189X-6,51
HPRT 1 (IMP) Y=148X-8,12
ADA 0,1 (HX) Y=12761X-3933

0,4 (HR)

Y=16125X-5523

R Korela¢ni rovnice R
CE versus HPLC
0,999 Y=0,826X + 14,9 0,983
0,998 Y=1,051X-3,66 0,998
0,999 Y=1,298X-37,3 0,996
0,998 Y=0,798X + 3,565 0,889

0,999

Rovnici kalibra¢ni kiivky je vyjadiena zavislost odezvy detektoru Y [mAU] na koncentraci X [(pmol.li"]

Vysledky a diskuse

Volba experimentdlnich podminek pro stanoveni ak-
tivit jednotlivych enzymii vychazela z migracnich vlast-
nosti studovanych litek!!. Za optimalnich experimen-
talnich podminek (tab. I) bylo dosazeno velmi dobré sepa-
race jednotlivych komponentli enzymatické reakce bez
matricovych interferenci. Tyto podminky lze ddle modi-
fikovat ve smyslu zrychleni nebo zvySeni citlivosti ana-
lyzy. Obr. 1 demonstruje velmi rychlou analyzu produktu
enzymatické konverze APRT. Velmi kratky cas analyzy
(cca 30 s) byl docilen pouzitim zékladniho elektrolytu
o nizké iontové sile a aplikaci soubézného hydrodynamic-
kého tlaku.

Problém velmi nizké koncentrace produktii konverze
ADA byl vyfeSen kombinaci vysokého objemu nastfiku
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(70 % objemu kapilary) a vysoké koncentrace zdkladniho
elektrolytu. Pozitivné v analyze pfispiva i rozdil v pH
vzorku a nosného elektrolytu. V daném systému je zavislost
odezvy detektoru na koncentraci linedrni. Limit detekce
(S/N = 3) produktii je 0,1 umol.I"! pro HX a 0,4 umol.l"!
pro HR. Stanoveni aktivity ADA a diskusi principu sepa-
race bude vénovadna samostatna prace.

Vysledky dosazené metodou CE byly korelovany s vy-
sledky obdrzenymi HPLC metodami (tab. II).

ZAvér

Prezentované CE postupy umoznuji rychlé, levné a ex-
perimentalné snadné stanoveni ADA, APRT, HPRT a PNP
v lidskych erytrocytech.
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Chemistry of Molecular Structures, Medical Faculty, Pa-
lacky University, Olomouc): Determination of Enzyme
Activities by Capillary Zone Electrophoresis

Capillary electrophoresis was applied for the deter-
mination of activities of purine-metabolism enzymes: pu-
rinenucleoside phosphorylase (PNP), adenine phospho-
ribosyl transferase (APRT), adenosine deaminase (ADA),
and hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HPRT).
The enzyme activities were determined in the lysate of
human erythrocytes after incubation with the correspond-
ing substrate. For clinical purposes, the developed methods
were validated by comparison with the standard HPLC
methods.





