CVICENI Z KLINICKE BIOCHEMIE

ULOHA ¢.2 — STANOVENI ENZYMU

A) URCENI JATERNICH ENZYMU — ALT, AST

Poruchy metabolismu jater se projevuji ve zménach koncentraci nckterych
nizkomolekularnich latek (typicky bilirubinu) v krevnim séru a zejména hladin nékterych
enzymd.

Bilirubin, ktery se tvofi v RES pfevazné z hemoglobinu, je Spatné rozpustny, a proto je
télnimi tekutinami transportovan do jater vazany na albumin (nekonjugovany bilirubin).
V buiikach jaterniho parenchymu se na jednu nebo obé propionové kyseliny bilirubinu vaze
kys. glukuronové - tzv. konjugovany bilirubin. Kromé obvyklé reversibilni vazby se mize
bilirubin véazat na albumin kovalentné (A-bilirubin), ktery koluje v organismu, dokud nedojde
k vylouceni samotného albuminového nosi¢e z organismu. Obsah konjugovaného bilirubinu
se zvySuje zejména pii zavaznych chorobach jater (ikterus), zvySend hladina

nekonjugovaného bilirubinu je zndmkou zvySené hemolyzy.

y-glutamyltransferasa (GGT, GMT) je enzym vdzany na membrany, typicky pro organy
parenchymového typu — vyskytuje se zejména v ledvinach, pankreatu a jatrech. Pro klinickou
praxi ma vyznam prakticky jen enzym z jater a zluCovych cest, které maji charakter

cholestase (napft. obstrukce Zlu¢ovych cest); je to jeden z hlavnich ukazatelli poziti alkoholu.

Aminotransferasy (transaminasy) ALT (GPT) i AST (GOT) jsou velmi dulezité¢ pro
diagnostiku jaternich nemoci. Aktivita AST v séru byva zvySena i pfi jinych chorobach
zejména pii infarktu myokardu. Z poméru aktivit ALT a AST je mozné usuzovat i na hloubku
poskozeni orgdni — ALT je cytoplazmaticky enzym, zatimco AST je lokalizovan

v cytoplazmé a z€asti v mitochondriich.

Ukol: Stanovte aktivity obou enzymiti (ALT, AST) ve vzorku kity Bio-la-test fy Lachema.
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B) STANOVENI ENZYMOVE AKTIVITY ALKALICKE FOSFATASY

Alkalicka fosfatasa v séru pochazi predevSim z kostni tkané (osteoblast) a mikrosomu
jaternich bunék, jeji aktivita v séru stoupa v duasledki nemoci téchto organi. Jako jeden
zmala enzyml je alkalicka fosfatasa vyluCovana zlu¢i do traviciho traktu, jeji zvySena
hladina v séru tedy miize indikovat sniZenou prichodnost ZluCovych cest (cholestasis).
Aktivita tohoto enzymu se urCuje nejCastéji na zakladé jeho schopnosti $tépit synteticky

substrat p-nitrofenylfosfat, produkt p-nitrofenol ma intenzivni zluté zbarveni.

Ukoly:

Zmgéite aktivitu alkalické fosfatasy nékolika niZze uvedenymi zplsoby, 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,PO4 v glycinovém pufru

1. Dvoubodove stanoveni

Postupujte podle nasledujiciho schématu :

vzorek blank
roztok substratu (roztok 1) I 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 pti 400 nm.

Soucasné proved'te stanoveni 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 '. Posudte vliv inhibitoru a aktivatoru.
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C) IZOENZYMY LAKTATDEHYDROGENASY (LD)

Pro diferencidlni diagnostiku poruch rtiznych organi ma velky vyznam posouzeni aktivit
nékterych organove selektivnich enzymil a zejména izoenzym. V této uloze je demonstrovan
jeden z ptfistupli pouzivany pfi analyze izoenzymového spektra v krevnim séru — pfi stanoveni
laktatdehydrogenasy (LD, LDH) je vyuzito odlisné substratové specifity izoenzymu. V jinych

pripadech lze vyuzit napt. specifické inhibice jednoho izoenzymu protilatkou (kreatinkinasa).

Tetramer LD vytvaii 5 izoenzymti kombinaci dvou typii podjednotek H (heart) a M (muscle):
LD; (Hs4), LD, (H3M), LDs (H,M;), LD4 (HsM) a LDs (My). K separaci a kvantifikaci
jednotlivych izoenzymli se pouzivaji elektroforesa, ionexova chromatografie, resp.
imunoprecipitace; jinou moznosti je praveé vyuziti rizné substratové specifity téchto
izoenzymu. Distribuce izoenzymu v krevnim séru: LD; 18-33 %, LD, 28-40 %, LD; 18-30 %,
LD4 6-16 % a LDs 2-13 %.

Izoenzym LD; je vedle laktitu schopen pomérné uCinné oxidovat i 2-oxobutyrat (o-
hydroxybutyrat), chova se tedy jako a-hydroxybutyratdehydrogenasa (HBD). Tento
izoenzym se vyskytuje pfedevSim v srde¢ni tkéani, jeho stanoveni ma hlavni vyznam pfi
diagnostice infarktu myokardu. V jatrech a plicich je tohoto izoenzymu pomérné malo,

nezanedbatelné aktivity vSak lze najit i v kosternim svalstvu, ledvinach a erytrocytech.

’

Ukoly:

a) Stanoveni celkové aktivity LD v séru
Proved’te stanoveni celkové aktivity LD pomoci kitti fy Lachema (Bio-la-test) ¢i Chemelex.
b) Stanoveni HBD v séru

Pti vlastnim stanoveni postupujte podle navodu v setu fy Sevac ¢i Reanal. Vyhodnotte podil

izoenzymu LD, na celkové aktivité LD ve vasem vzorku.
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