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Trigliceridy nustatymo biidas remiasi trigliceridy (neutraliy riebaly) koncentracijos nustatymu, matuojant
elektrocheminius parametrus ir gali biti naudojamas medicinoje. Metodas paremtas trigliceridy hidrolizés,
katalizuojamos lipazés, reakcija, kurios produktas glicerolis, veikiamas imobilizuotiems j lavsaning membrang
fermentams glicerokinazei ir glicerofosfatoksidazei buferiniame ftirpale, turindéiame magnio chlorido ir

adenozintrifosfato, fosforilinamas ir véliau oksiduojamas, i$siskiriant vandenilio peroksidui.
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ISradimas priskiriamas medZiagy analizei fermenty pagalba, kurios metu
nustatomi elektrocheminiai parametrai. Konkrediai iSradimas susietas su trigliceridy -
neutraliy riebaly koncentracijos analizés biido patobulinimui. Sis iSradimas gali biti
naudojamas medicinoje diagnostikos tikslams ( pvz., esant nefrotiniam sindromui
arba kitiems susirgimams, kai stebimas trigliceridy kiekio padidéjimas) / CupaBounnk.
JIaGoparopHble MeTOgb! HCCNEJOBaHAA B KIMHHKE.N.p. B.B. Meubumkosa. 1987, c. 246
- 247 1.

Trigliceridai - tai grup¢ giminingy gliceroliy esteriy, kurie sudaryti i§ glicerolio
ir trijy riebiyjy riugsciy liekany. Tiksli riebiyjy ragsciy lickany sudétis gamtiniuose
riebaluose gali svyruoti tam tikrose ribose. Tod¢l, esantys trigliceridy analizés bidai
pagristi glicerolio nustatymu, t. y. gautas trigliceridy kiekis iSreiSkiamas ne cheminés
medZiagos svorio vienetais, bet trigliceridy molekuliy skai¢ius randamas pagal

Sarminés ar fermentinés hidrolizés budu atskelto glicerolio kieki.

CH,OOCR, CH,OH
CHOOCR, hidrolize,  CHOH  + riebiosios riigstys
CH,O0CR, EHZOH

Sie biidai skiriasi vienas nuo kito  hidrolizés ir glicerolio nustatymo
metodikomis.

Zinomas trigliceridy nustatymo fermentinis bidas, kuris remiasi glicerolio
fosforilinimu fosfoenolpirovynuogiy rtugstimi, dalyvaujant ADP (adenozindifosfatui)
ir fermentams glicerokinazei bei piruvatkinazei. Reakcijos metu iSsiskiria
pirovynuogiy riigstis, kurios kiekis nustatomas spektrofotometriSkai pagal oksiduoto
NADH (nikotinamidadenindinukleotido) kiekj, dalyvaujant laktatdehidrogenazei

/ Cup. JlabopaTopHble METOObI HCCIENOBAaHHSI B KIHMHHKE, 0. p. B.B. Menpumkosa.
1987. C. 246 - 247 / .
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Sio metodo triikumas yra trijy fermenty ir trijy kofaktoriy panaudojimas juos
suvartojant. proceso metu.

Zinomas fermentinis metodas , kuriame trigliceridams hidrolizuoti naudojamas
labai specifinis fermentas - lipaze, o atskelto glicerolio kiekis nustatomas
spektrofotometriSkai pagal oksiduoty dazy kiekj, susidariusj kitos fermentinés

reakcijos metu / Clin. Chem. 1982, v. 28, Nr. 10, p. 2077 - 2080 /.

Trigliceridai %‘3‘-205» glicerolis + riebiosios riigstys

2

Glicerolis + ATP w 1-a-glicerofosfatas + ADP
MgCl,

: li idaz¢
1—-a—Glicerofosfatas 4 Ozg 1cerofosfatoks1dazc; dihidroace-

tonfosfatas T HyO»

H202 + dazas M» oksiduotas dazas + HZO

] matavimo gardele jneSami fermentai, substratai ir analizuojamas pavyzdys,
todél kiekvienam pamatavimui sunaudojamas tam tikras fermenty kiekis.
Metodo trikumas tas, kad analize¢ biitina atlikti skaidrioje terpéje, o taip pat
sunaudojamas didelis brangiai kainuojanciy fermenty kiekis.
Technologiniu poZitriu artimiausias yra fermentinis budas, kuriame fermentu
lipaze atskeltas glicerolis nustatomas pagal susidariusio NADH kieki, naudojant

platinos anoda, poliarografiskai / Anal. Letters, 1987, v. 20, Nr. 5, p. 783 - 790 /.

lipaze

Trigliceridai H,0

glicerolis + riebiosios riigstys

. . + glicerodehidrogenazé dihidroksi- +
Glicerolis + NAD™ & & *  acetonas T NADH + H
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] matavimo gardele jneSama lipazé ir buferiniame tirpale iStirpintas analizuojamasis

pavyzdys, o glicerodehidrogenazeé imobilizuojama } pusiau pralaidZia halogening
membrang, jdedamas NAD™ (nikotinamidadenindinukleotidas) ir pagal anodinés
srovés padidéjimg nustatoma redukuoto NADH koncentracija, kuri proporcinga
glicerolio ir, tuo paciu, trigliceridy kiekiui.

Sis metodas yra pakankamai sudétingas ir nepasizymi dideliu tikslumu nustatant
trigliceridus biologiniuose skysCiuose, taip pat analiz€s metu pastoviai jneSamas
NAD™, labai brangus daugelio fermenty kofermentas, o trigliceridai nustatomi i3
redukuoto kofermento NAD-H kiekio.

ISradimo tikslas - supaprastinti procesg ir padidinti jo jautruma.

Bido esmé atskleidZiama $ia schema. Trigliceridus hidrolizuoja fermentas lipaze
iki glicerolio, kuris paveikus imobilizuotais | pusiau pralaidZia membrang
glicerokinazés  ir  glicerofosfatoksidazés  fermentais,  dalyvaujant ~ ATP
( adenozintrifosfatui) buferiniame tirpale, fosforilinamas ir toliau oksiduojamas. Dél
to susidaro H;0,, kurio koncentracija proporcinga trigliceridy kiekiui
analizuojamame pavyzdyje, ir gali bliti nustatyta i anodinés sroves padidéjimo

oksiduojantis H,O,, esant anodo potencialui + 0,6 V:

Trigliceridai —1paze, glicerolis + riebiosios riigstys
H,0
Glicerolis + ATP wc» l-a-glicerofosfatas + ADP
MgCl,
1-a—Glicerofosfatas + O glicerofosfatoksidazé; dihidroace- 1.0
2 tonfosfatas 272
elektrodas 1 -
H,O » H,O+ -0, + 2e¢
272 o6y 2722
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Analiz¢ atlieckama naudojant elektrocheminj vandenilio peroksido daviklj,
sudarytg i§ platininio anodo, padengto fermentine mikroporine lavsano membrana su
imobilizuotais glicerokinazes ir glicerofosfatoksidazés fermentais, ir i§ palyginamojo
Ag/AgCl elektrodo. I matavimo gardele¢ ineSama lipazé ir tiriamasis pavyzdys,
iStirpintas buferiniame tirpale, kurio sudétyje yra ATP ir MgCl,. Toliau vykdomi
anodinés srovés matavimai i§ kuriy i$skaiciuojama trigliceridy koncentracija.

Budas iliustruojamas pavyzdziais.
I Pavyzdys. Trigliceridy nustatymas alyvy aliejuje.

Fermentiné membrana gaminama §iuo btidu: 0,5 ml 0,01 M fosfatinio buferio
( pH 7,2 ) itirpinama 2,5 vnt. glicerokinazes, 3 vnt. glicerofosfatoksidazés ir 1,5 mg
jaucio kraujo serumo albumino. I gautg tirpalg dedama 10 ml 5% glutaro aldehido ir
tirpalas pilamas ant 4 cm® mikroporinés lavsaninés membranos, kuri uZdengiama
acetilinta celiuliozés membrana.

Poliarografinis daviklis su fermentine membrana, kurioje imobilizuoti fermentai,
jstatomas | 1 ml turio gardele su 3 mM ATP ir 3 mM MgCl, buferiniame tirpale ir
nustatoma foniné elektrodo srove. I gardele jneSama 0,1 ml alyvy aliejaus suspensijos
fosfatiniame buferiniame tirpale ( 0,01 M, pH 7,2 ), ir 5 vnt. lipazés. Po 30 min.
inkubacijos nustatoma stacionari elektrodo srové. Tyrimy rezultatai parodyti 1
lenteléje ir, atitinkamai, 1 kalibraciniame grafike. Trigliceridy koncentracija alyvy
aliejuje iSskaiCiuojama atsizvelgiant j enciklopedijos /XaMAYecKni HIAKIONE AYECKAL
cnoapb. 1983, c¢. 407 / duomenis, kad 80 % alyvy aliejaus sudaro trigliceridai

(daugiausia trioleatgliceridai, M=885).
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1lentele
Alywy aliejaus
koncentracija
kiuvetéje, g/l 0 0.18 (034 |07 110 | 138 |1.66 |28
Trigliceridy

koncentracijamM | 0O 0.16 |0.31 0.63 1.0 125 |15 2.5

Stacionari Ssrove,

nA 0 044 154 |44 726 |99 11.22 | 12.54

Kaip matyti i$ 1 lentelés ( 1 kalibracinis grafikas ), tiesiné elektrodo srovés

priklausomybe tiesiog proporcinga trigliceridy koncentracijai iki 1,5 mM
Membrang su imobilizuotais fermentais galima naudoti ilgiau kaip dvi savaites,
o saugant jg Saldytuve - iki 6 meénesiy.

Tiesine elektrodo sroves priklausomybé taip pat proporcinga kity medZiagy
koncentracijai, t. y. glicerolio ir ATP, susidarancioms reakcijy metu. Tai patvirtina 2 ir
3 pavyzdZiai.

II Pavyzdys. Glicerolio nustatymas buferiniame tirpale.

Fermentinis elektrodas ir gardelé ruoSiami pagal I pavyzdj. ] gardelg pilamas
buferis su iStirpintais jame 3 mM ATP bei 3 mM MgCl; ir nustatoma foniné elektrodo
srove. ] kiuvete jneSamas buferinis glicerolio tirpalas ir nustatoma stacionari
elektrodo srové. Rezultatai parodyti 2 lenteléje ir, atitinkamai, II kalibraciniame

grafike.
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2 lentelé

Glicerino
koncentraci-
.. |o]loos |015 |02 025 |03 |035 |04 045 |05 |055 |07
ja kiuvetgye,
mM
Elektrodo

. 0| 2.64 6.6 10.56 13.42 16.06 | 16.5 18.26 18.92 19.58 | 2024 | 21.12
srove,nA

Kaip matyti i§ 2 lenteles, tiesin¢ elektrodo srovés priklausomybé proporcinga
glicerolio koncentracijai iki 0,3 mM.
III Pavyzdys. ATP nustatymas buferiniame tirpale.

Fermentinis elektrodas ir gardelé ruoSiami pagal I pavyzdj. | gardele pilamas
buferis, kuriame yra 3 mM MgCl; bei 2 mM glicerolio ir nustatoma foniné elektrodo
srove. Tada | gardelg ineSamas ATP tirpalas ir nustatoma stacionari elektrodo srove.

Rezultatai parodyti 3 lentel€je ir, atitinkamai, III kalibraciniame grafike.

3 lentele.
ATP koncent-
racija, mM 0 0.5 1 1.5 2 125 3 35| 4
Elektrodo
srove, nA 0 5.5 8.58 | 10.78 | 12.98 | 13.42 | 14.52 | 14.96 | 13.86

Kaip matyti i$ duomeny, tiesin€ stacionarinés elektrodo srovés priklausomybé
nuo ATP koncentracijos, tiesiog proporcinga ATP koncentracijai iki 1,5 mM.
Sio elektrocheminio trigliceridy nustatymo biido privalumas tas, kad nereikia

nuolat j tirpalus jneSinéti brangiai kainuojanc¢io NAD™ ir nustatinéti trigliceridy pagal
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NADH oksidacijos - redukcijos reakcijg. Visos NAD - priklausomos dehidrogenazinés
sistemos, esancios tirilamose biologinese terpese, analizés eigai nemailys. Metodas yra

Zymiai tikslesnis ir greitesnis.
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ISRADIMO APIBREZTIS

Trigliceridy nustatymo biidas, pagristas tuo, kad analizuojamgji pavyzd] su
fermentu lipaze jnesa j elektrocheming gardelg, uzpildytg buferiniu tirpalu ir turinCig
daviklj, kuris sudarytas i3 platininio anodo su pusiau pralaidZia fermentine membrana,
po to matuoja anoding srove, pagal kurios padidéjima nustato trigliceridy
koncentracijg, b esiskiriantis tuo, kad j buferinj tirpalg papildomai jnesa
adenozintrifosfatg ( ATP ) ir MgCl, , o platininj anodg padengia lavsanine membrana

su imobilizuotais glicerokinazés ir glicerofosfatoksidazes fermentais.
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Pirmas kalibracinis graﬁkas

14

Srové, mA

Trigliceridu koncentracija, mM
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Antras kalibracinis grafikas
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Srové, nA
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Trecias kalibracinis grafikas
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