Katedra laboratornich metod Laboratorni diagnostika ve
LF MU zdravotnictvi
Klinicka biochemie cviceni

Praktické cviceni datum jméno

Téma praktika:
Stanoveni katalytické aktivity enzymi, kinetické mérenti 1.

Okruhy k nastudovani a dotazy:

1) Seznamte se s postupem uvedenym v protokolu.

2) Pii jakych teplotach se v soucasnosti v klinické biochemii enzymatické méteni
provadi?

3) Do protokolu nacrtnéte graf zavislosti absorbance na koncentraci pro laktat
dehydrogenazu (LD) stanovovanou uvedenym principem (maly obrazek).

4) Na automatickém analyzatoru budete stanovovat také alaninaminotransferazu (ALT) —
seznamte se s bézn¢ uzivanym principem stanoveni a dle toho nacrtnéte graf zavislosti
absorbance na koncentraci (pfi vinové délce 340 nm).

Pristroje a pomiicky:

Fotometr Lambda 20

Automaticky biochemicky analyzator Cobas Integra 400 Plus
Termoblok Evaterm

Automatické pipety + spotiebni material

Reagencni set LDH — Lactate dehydrogenase liquid acc. to IFCC (Roche)

Ukoly:
1) Provést manualni stanoveni LD dle nasledujiciho navodu

Princip:

L-laktat + NAD' <——>  pyruvat + NADH + H"

Katalyticka aktivita LD je imérna nartstu absorbance pii 340 nm.

Slozeni setu :

Cinidlo1: N-metylglukamin, laktét litny, stabilizatory
Cinidlo 2: NAD" (koenzym)

Roztoky jsou ptipraveny k pfimému pouZiti.

Referen¢ni interval LD: Novorozenci do 20 dni 3,75 - 10,00 pkat/l
Déti 20 dni — 15 let 2,00 - 5,00 pkat/l
Muzi 2,25 - 3,75 ukat/l
Zeny 2,25 - 3,55 ukat/l
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Pracovni postup:

odméfit v ml vzorek kalibrator
¢inidlo 1 2.00 2.00
sérum 0.100 -
kalibrator - 0.100
promichat, inkubace 5 minut pti 37°C, na tento roztok spektrofotometr vynulovat
¢inidlo 2 0.400 0.400

promichat, inkubace 1 minuta,
nalit do kyvety, méfit absorbance ve stanovenych ¢asovych intervalech

a) Zméite katalytickou aktivitu LD pro kalibrator, a dva vzorky. Proved’te Casové
méteni po 60s v asovém intervalu 4 minut

Kal. A AA Vz1 A AA Vz.2 A AA

mérfeni po smichani

méreni za 1 minutu

méreni za 2 minutu

méreni za 3 minutu

méfeni za 4 minuty

b) Z namétenych dat vypoctéte katalytickou aktivitu LD v nezndmych vzorcich

c) Hodnoty pro kalibrator zpracujte graficky jako zavislost
absorbance na Case
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2) Na automatickém biochemickém analyzatoru zmérte katalytickou aktivitu ALT,
AST, CK a LD u tfi pripravenych vzorku (jedna se o vzorky s vysokymi
hodnotami):

a) Diukladné se seznamte s grafickym zpracovadnim pribchu reakce (vyCerpani
substratu) a vyznacenim rozmezi bodd, ve kterych probiha méteni

b) Dle potieby proved’te rerun vzorkli — rizné moznosti automatického fedéni,
které provadi analyzator a také rucni fedéni. Vysledky véetné nasobku fedéni a
chybovych hlaSeni zapiste do tabulky:

C.vzorku/ukat/| AST ALT CK LD




