CVICENI zZ KLINICKE BIOCHEMIE

Uloha ¢&.3
STANOVENI ENZYMOVE AKTIVITY ALKALICKE FOSFATASY

Alkalicka fosfatasa v séru pochazi predevSim z kostni tkané (osteoblastil) a mikrosomu
jaternich bunék, jeji aktivita v séru stoupa v disledkli nemoci téchto organu. Jako jeden z mala
enzymu je alkalicka fosfatasa vyluCovana zluc¢i do traviciho traktu, jeji zvysena hladina v séru
tedy muze indikovat snizenou prichodnost zluCovych cest (cholestasis). Aktivita tohoto
enzymu se urCuje nejCastéji na zakladé jeho schopnosti Stépit synteticky substrat p-
nitrofenylfosfat, produkt p-nitrofenol ma intenzivni zluté zbarveni.

Zmértte aktivitu alkalické fosfatasy nékolika nize uvedenymi zptisoby soucasné posud’te vliv
aktivatoru a inhibitoru.

Reagencie:

roztok 1: 5.5 mM p-nitrofenylfosfat v glycinovém pufru

roztok 2: 5.5 mM p-nitrofenylfosfat + 1 mM MgSO, v glycinovém pufru
roztok 3: 5.5 mM p-nitrofenylfosfat + 0.1 M KH,PO, v glycinovém pufru

1. Dvoubodové stanoveni

Postupujte podle nasledujiciho schématu :

vzorek blank
roztok substratu (roztok 1) 1 ml 1 ml
sérum 0.1 ml -
inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté
0.02 M NaOH 10 ml 10 ml
sérum - 0.1 ml

Po promichani zméfte absorbanci proti blanku pfi 400 nm.

Soucasné proved'te s aktivatorem - Mg> -ionty (roztok 2) a inhibitorem - fosfatem (roztok
3).Vypoctéte aktivitu alkalické fosfatasy v katalech, jestlize extinkéni koeficient
e =18.8 mM™".cm™. Posud'te vliv inhibitoru a aktivatoru.

Jako vzorek pouzijte kontrolni sérum EXA E nebo Precinorm E.

2. Kineticke stanoveni

Kineticka stanoveni ALP proved'te setem fy Lachema Alkalicka fosfatasa mikro, pfi pouziti
vinové délky 420 nm. Stanoveni proved’te opé€t s kontrolnim sérem a nezndmym vzorkem (2x).
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STANOVENI CHOLESTEROLU

Cholesterol predstavuje jednu z nejdalezitéSich slozek lipidd krevného séra. Nejveétsi
diagnosticky vyznam ma skutecCnost, Ze zvySena hladina cholesterolu je dilezitym rizikovym
faktorem pro vznik arteriosklerosy. V pfipadé hypercholesterolemie se Castéji setkavame se
srdeCni nedostateCnosti a infarkty myokardu. Zmény v koncentracich cholesterolu a dalSich
lipida v krevnim séru doprovazejici rizné patologické stavy organismu shrnuje nasledujici

tabulka:

celkové triacyl- cholesterol fosfolipidy
lipidy glyceroly
a mastné kys.

hypothyroidismus N ++ T
diabetes mellitus + ++ + T
nefroticky syndrom + + + +
chronicka pankreatitida + ++ + T
alkoholismus + +
obstruk¢ni poskozeni jater + N ++ ++
akutni virova hepatitida + +
Aterosklerosa + ++ ++ +

Do poftedi z4jmu vstoupilo vySetfovani cholesterolu v lipoproteinovych frakcich, zejména HDL
a LDL. Protoze hladina cholesterolu je ovSem také vyrazem hladiny lipoproteini a obé
uvedené frakce jsou cholesterolem bohaté, muze cholesterol svédcit o poruse metabolismu
lipoproteinti (HDL transportuji cholesterol do jater a tim umoziuji jeho odbouravani. Nizka
hodnota cholesterolu v HDL je nepfiznivym prognostickym znamenim; ukazuje zvySenou

moznost srdecniho infarktu).

K nizké hladin€ cholesterolu v HDL se zpravidla druzi vysoka hodnota cholesterolu v LDL
a naopak. U zdravych lidi ve véku 18 - 35 let je primérn€ 29.3 % cholesterolu v HDL, u lidi
po infarktu bylo nalezeno jen 14.1 % cholesterolu v HDL.

Stanovte koncentraci triacylglycerolti v kontrolnim séru REPROCHOL setem fy Sera-Pak;
celkovou hladinu cholesterolu setem fy. Lachema a Chemelex a jeji frakci obsazenou v HDL

setem HDL Cholesterol fy Chemelex.
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