Stanoveni nizkomolekularnich latek

m Klasické metody — ,chemicky"
m Levné, jednoduché

m Enzymové metody
= Specifita, selektivita
= Vysoka reakeni rychlost (37 oC)
m Mirné reakéni podminky T, pH

= automatické analyzatory

VyuZiti enzymd jako analytickych cinidel

SL® P

m End-point (reakce musi byt rychla a citliva)

m Kineticky (vétSinou metoda konstantniho Casu)

Rovnice Michaelis-Mentenové:

ve V.[S] Vo
Km +ﬁ vi2
V.[S]

[S]<<Km V= W = konst.[S]

Moznost sledovani enzymové aktivity

m Substrat ¢i produkt dokazeme specificky detegovat pfimo

Pokud ne, nasleduje druha.. (obvykle opét enzymova)
detek¢ni (indikatorova) reakce

m Nejcastéisi indikatorové reakce
H,0, — vznika pfi reakcich oxidas (vyuzivaji k oxidaci O,)

Substréat + 0, —C . Produkt + H,0,

H,0, + chromogen ﬂ barevny produkt

V klinické diagnostice nejcastéji 4-aminoantipyrin +
subst. fenol = CHINONIMIN (Cerveny, 555 nm)




Moznost sledovani enzymové aktivity

m Nejcastéisi indikatorové reakce

Evmopliclyabest 340 Nm A, NP
NADH, NADPH @/ ;THFEWEHHZO ¢
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OH OH OH OH

substrét,.q + NAD*

oxidoreduktasa

produkt,, + NADH + H*

Stanoveni glukosy cron
-0,

Chemické metody T
1. redukéni vlastnosti monosacharid@

2. otoluidinova metoda
CH,

H,0 CHs
NH, H\C/,O N=CH
+ T gé H-C—OH
H-C—OH 7

modra (625-630 nm)

Stanoveni glukosy cron
Enzymové metody o

OH OH
OH

3. hexokinasova

hexokinasa G6PD
7T»glc-S-P 6-P-glukonolakton

ATP  ADP

NAD(P)* | NAD(P)H|+H"

lukosadehydrogenasova

GD
glc 7T> glukonolakton
NAD"  [NADH]H"

4.

(dehydrogenasa




Stanoveni glukosy
-0,

OH OH
OH
5. glukosaoxidasova
m glukonolakton ——— > kys. glukonova
- amperometrie

amperometne
&erveny (555 nm)

4-aminoantipyrin + subst. fenol

Stanoveni kyseliny mocové

Chemicka metoda

1. Oxidace kys.fosfowolframovou > fosfowolframovéa modF
(720 nm)

Enzymova metoda
2. Uratoxidasa (urikasa)
OH

NZ N
)\\ J\+02+H20*> +coz+
HO N OH
H

kys. mocova alantoin

[

Stanoveni mocoviny (BUN)

Chemické metody
1. Reakce s diketony a jejich oximy

bisacetylmonoxim
O NOH 00

mo H,O
HsC—C—C—CHy —— =~ H;C—C—C—CH; + HNO,
H

I Q9 H*
HN-C—NHz 4 H;C—C—C~CHy ——> HyC—C—C—CHy + 2H,0
N N

N/

G diazin (2uty)
o)

Dobfe automatizovatelna, ale fotosenzitibilni, nestala barva




Stanoveni mocoviny (BUN)

Enzymové metody
Enzymové metody ureasa
2. uUreasa uea —— > CO, + 2
a) Berthelot
NH," + CIO" +2QOH o, 'O—ONZQZO
nitroprusid

indofenol (modry)

b) GD
glutaméatdehydrogenasa

NH;" + a-ketoglutarat +NADH|+H" Glu +NAD"

c) ISE

Stanoveni bilirubinu
1. Obecna metoda: kopulace s diazotovanou kys.
sulfanilovou

HoOC, COOR

= 1 1 = - NE?“< :}sogn
o e N oHy N e o of
H H H H

HoOC, COOR

up [ [ _
"4 CH A N:N@SO;H + HO;S@N: A CH E o
azopigment A azopigment B
= acidobazicky indikator ~ H* - fialovy (~ 560 nm) — Malloy-Evelyn
neutralni - Cerveny
OH- - modry (~ 600 nm) — Jendrassik-Grof

Stanoveni bilirubinu

2. prima spektrofotometrie — ,bilirubinometr* — 454 nm
(+ 540 nm odecet HbO2) — neonatalni diagnostika

3. enzymaticky — bilirubinoxidasa (oxidace na biliverdin -
405-460 nm)

konjugovany bilirubin — ,pfimy", konjugovany s kyselinou
glukuronovou

nekonjugovany bilirubin - ,nepfimy", adsorbovany na Alb,
nutno solubilizovat: kofein-benzoat sodny (Jendrassik-
Grof), DMSO, mocovina, MetOH

= kvantitativni stanoveni celkového a konjugovaného
bilirubinu

A-bilirubin - kovalentné vazany na Alb




Stanoveni kreatininu
1. Jaffé - 1886

HaC, NO, o
o
" Nj:h} o - O . o NO,
i ON NO, MO Ao
N
serveny

nespecifickd (interference — askorbat, pyruvat, aceton, glc, kys. mocova,
proteiny, teplota, doba stanoveni)

= separace kreatininu (Lloydovo ¢inidlo, floridin, HPLC)
= kinetické stanoveni
2. Enzymové metody
kreatininamidohydrolasa = kreatin
kreatininiminohydrolasa = N-methylhydantoin +

Stanoveni cholesterolu

Chemické metody
modifikace Liebermann-Burchardovy metody

nékolikanasobna oxidace cholesterolu v prostfedi HAc, H2504,
Ac-anhydridu

= tvorba nenasycenych vazeb = cholestahexaen-sulfonova
kyselina — zelenomodré zbarveni

Enzymové metody (celkovy, volny, esterifikovany, HDL)

cholesterolesterasa: ~ ChE - Chol + FFA

cholesteroloxidasa: ~ Cholesterol + O, > Cholest-4-en-3-on

+[H0,]

HDL-cholesterol: srazeni LDL a VLDL - heparin + Mg+

- kys. fosfowolframova + Mg2+




