Stanoveni aktivity enzymu

Stanoveni katalytické koncentrace alaninaminotransferasy (ALT)

Alaninaminotransferasa (L-alanin:2-oxoglutarat-aminotransferasa) katalyzuje reakci

. . ALT . .
L-alanin + 2-oxoglutarat = = pyruvat + L-glutamat

Dopliite vzorce vSech reaktanti a produkti :

Po této enzymové reakci nasleduje reakce dalsi, na jejimz zakladé je umoznéno meéfeni enzymové

aktivity ALT. Dopliite rovnici této reakce.

Popiste, jak budete dale postupovat pii pouziti kinetické metody k zjisténi aktivity ALT:

Material: : pracovni roztok obsahujici Tris pufr 110 mmol/l, pH 7,3; pyridoxal-5-fosfat 0,1 mmol/I,
L-alanin 550 mmol/l; LDH > 21,7 pkat/l; NADH 0,198 mmol/l; 2-oxoglutarat 16,5 mmol/l
(ptipravi se z ¢inidel soupravy dle navodu). Vzorek krevniho séra.

Vysvétlete vyznam vSech reagencii.

Provedeni (manuelni): Kyvetu fotometru naplite destilovanou vodou a pii vinové délce 340
nm fotometr vynulujte. Vodu z kyvety vylejte.

Do kyvety pfedehtaté na 37 °C odméfte 1 ml pracovniho roztoku. Kyvetu vlozte do kyvetového
prostoru fotometru a nechejte 5 min pfedehtat (tuto dobu je nutné dodrzet!).

Pridejte do kyvety mikrodavkovacem 0,1 ml vzorku séra a tyCinkou opatrné promichejte. Tim je
zah4ajena prvni enzymova reakce, v navaznosti na ni probih4 ihned reakce druhd. Zaznamenejte
¢as v okamziku smichani a v intervalech po 15 s zapisujte absorbance vzorku v kyveté po dobu
5 minut.

Nameétfené hodnoty vyneste do grafu. Z pfimkové ¢asti grafu vypocitejte primérnou rychlost
poklesu absorbance AA;4/min (viz obr.):




Vypocet: Katalytickd koncentrace ALT v séru:

AA ;) / min DVCELK 1

katalyticka koncentrace ALT = EI6—0 [10° = AA,,, /min . 29,10 pkat/I

ENADH Vvz

Vysvétlete vyznam vsech slozek vztahu pro vypocet katalytické koncentrace.

Pro¢ pocatecni ¢ast grafu neni piimkova?

Vyuziti enzymi jako analytickych ¢inidel.

Enzymy mohou byt rovnéz vyuzity k méteni koncentrace substratu. Pii stanoveni musi byt zachovany
stejné obecné pozadavky pro optimalni pribeh enzymové reakce. Jediny rozdil je v tom, Ze rychlost
reakce je limitovana koncentraci substratu (reakce prvniho fadu vaci substratu), zatimco koncentrace
enzymu musi byt takova, aby nelimitovala rychlost reakce. Na rozdil od reakci, pfi nichz se méfi
enzymova aktivita, reakce vyuZzivajici enzymy ke stanoveni koncentrace substratu jsou obvykle
kalibrovany paralelni analyzou substratu o znamé koncentraci. Podobné& jako u enzymovych eseji
mohou byt vyuzivany sptazené reakce.
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* Metoda end-point (stanoveni se provadi z celého pritbé¢hu reakce — do koncového bodu,
vSechen substrat musi zreagovat) — reakce musi byt rychld a kvantitativni. Koncentrace
substratu jsou Casto nizké, [S] <<Ky;, koncentrace enzymu musi byt dostateéné vysoka.
Mg¢ti se vysledné mnoZstvi produktu po probehnuti reakce do konce (<99%)



Priklad:
Enzymové stanoveni glukosy v séru

Glukosa se oxiduje vzdusnym kyslikem za katalyzy glukosaoxidazou (GOD) na &-lakton

glukonové kyseliny a peroxid vodiku: GOD

B-p-glukopyranosa + O, N D-glukono-1,5-lakton + H,0,

Vznikly peroxid vodiku za katalyzy peroxidazou (POD) oxiduje chromogenni substrat na
cervené zbarveny produkt:
POD
H,0, + H;A ~ = 2H,0+A
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Pti dodrZeni predepsanych podminek je mnoZzstvi produktu tmérné koncentraci glukosy

v analyzovaném vzorku.

Vzorky séra nebo plazmy oddélené ihned po odbéru se ke stanoveni nijak neupravuji. Pokud
se krev hned nezpracuje, musi se stabilizovat: nejjednodussi zpiisob je zchlazeni krve, nebo
pridavek mannosy (alternativni substrat pro hexokinazu, piisobi okamzité), ptipadné piidavek
NaF (inhibice glykolyzy v erytrocytech, ale az se difuzi dostane do bunék, tj. asi po 2 h).

Material: Set Glu firmy Roche Diagnostics*: Cinidlo-glukosa (obsahujici fenol 11 mol/l; 4-aminofenazon 0,77 mol/l;
glukosaoxidazu 300 pkat/l; peroxidazu 18,3 pkat/l), kalibrator-glukosa (koncentrace je uvedena na Stitku),
vzorek krevniho séra a moci. Mikropipetor 20 pl, 2 ml, vodni ldzeir 37 °C, Spektrofotometr Spekol 1300 a
software WinAspect, nebo Helios Delta a software VisionLite Fixed. *Alternativné lze pouzit napf. testy fy Pliva-
Lachema, Human nebo BioVendor, pak slozeni ¢inidla je odlisné.

Vysvétlete vyznam vSech slozek reakéni smési:

Provedeni

@ Ke stanoveni v nehemolytickém krevnim séru nebo plazmé neni nutnd deproteinace. Do
¢istych, oznacenych zkumavek se odméiuje podle schématu:

Reagencie (ul) Slepy pokus Vzorek Standard
Cinidlo-glukosa 2000 2 000 2 000




Demi-voda 20 - -
Sérum - 20 -

Kalibrator-glukosa - - 20

Obsah vsech zkumavek dobte protiepejte (vysvétlete proc).
Inkubujte 30 min pfi laboratorni teploté (nebo 15 min ve vodni 1azni pti 37 °C).

Inkubacni smé&s musi byt chranéna pted pfimym svétlem!

Zm¢ite absorbance™® vzorkl Ay a standardu Astp pii 495 nm proti slepému pokusu béhem
40 minut.

:Odvod’te vztah pro vypocet koncentrace glukosy:

e Kineticka metoda
e wer o B

max KM + [y

Vo=K[S]  reakce probiha kinetikou prvniho fadu

Pro koncentraci produktu plati co = konst. x Ac

Hledané koncentrace analytu je pfimo umérna odectu analytického signalu ve dvou casech.
Vyuziva se v automatickych analyzatorech.

Priklad:

Stanoveni mocoviny v séru a moci

Princip: Pfi kinetickém enzymovém stanoveni koncentrace mocoviny se vyuziva dvou
sptazenych reakci. V prvni reakci se mocovina enzymove rozkladd na CO, a amoniak. V
nasledné enzymové reakci katalyzované glutamadehydrogenazou (GDH) se amoniak vyuzije
pro syntézu glutamatu. Jako druhy substrat se reakce ucastni NADH. M¢fi se tbytek
koncentrace NADH v ur¢itém casovém tseku.

ureaza

Y



mocovina + 2 H,O 2 NH, + COs*

GDH
2-oxoglutarat + NH;~ + NADH > L-glutamat + NAD" + H,0

Material: Set Urea (Roche Diagnostics): Cinidlo-urea (obsahujici Tris-pufr 125 mmol/l, pH 7,35; 2-oxoglutarat = 3,3
mmol/l; GDH = 11,69 pkat/l; ureaza = 41,75 pkat/l. NADH = 0,13 mmol/l; ADP = 0,8 mmol/l). Kalibrator-urea
(koncentrace uvedena na $titku). Spektrofotometr Spekol 1300 a software WinAspect, nebo Helios Delta a

software VisionLite Fixed. Mikropipetory 10 pl a 1 ml, plastova nebo sklenéna ty¢inka. Vzorky séra a moci (s
diurézou na Stitku).

Vysvétlete vyznam vSech slozek reakéni smési:

Provedeni
& Vzorky séra a standardniho roztoku zpracujte postupné podle nasledujici tabulky.
& Cinidlo musi byt temperovano na teplotu laboratofe.

@ VSechny kroky provadéjte pfimo v kyveté umisténé ve spektrofotometru postupné pro
standard, sérum a moc.

Reagencie (ul) Vzorek 1 Vzorek 2 Standard
Cinidlo-urea 1 000 1 000 1 000
Sérum 10 10 -
Kalibrator-urea - - 10

Promichejte a po uplynuti 30 s zméfte pti vinové délce 340 nm absorbanci 4; vzorkl a
standardu proti demi-vodé.

Piesné za 2,5 minuty od prvniho méfeni zméite absorbanci 4.

Vypocitejte hodnoty AA pro standard 1 vzorek

Navrhnéte vztah pro vypocet koncentrace mocoviny:




