3 PRINCIPY LABORATORNICH STANOVENI]

3.1 Stanoveni pomoci kinetické metody a konstantniho casu

3.1.1 Stanoveni katalytickych koncentraci aminotransferaz v séru

Kinetickd metoda: kontinualnim mérenim absorbance v zavislosti na ¢ase opakovanym
zaznamenavanim zmén absorbance ve stejnych casovych intervalech. Mérime bud’ prirtistek
nebo ubytek substratu nebo koenzymu, pripadné jiného reaktantu. Jestlize stanovujeme
koncentraci koenzymu typu NAD+, NADP+ nazyvame tento zptisob méreni opticky test. Dilezity
je také Casovy interval, ve kterém mérime. VétSinou nemérime ihned na zacatku enzymové
reakce, nebot rychlost nebyva jesté konstantni, tuto fazi nazyvame lag-faze. Mérime az v Case,
kdy je rychlost reakce konstantni, tj. nezavisi na koncentraci reagujicich latek. Tuto fazi reakce
kontrolujeme. Automatické analyzatory maji tyto Casy definovany v parametrech metod. Stejné
tak i kontrolu vycerpani substratu.

Aminotransferazy jsou enzymy, které katalyzuji transaminaci (pfenos aminoskupiny z
aminokyseliny na 2-oxokyselinu). Z klinicko-biochemického hlediska jsou nejvyznamnéjsi
alaninaminotransferaza (ALT) a aspartataminotransferaza (AST).

Alaninaminotransferaza (ALT ... L-alanin:2-oxoglutarat-aminotransferaza) katalyzuje reakci:

L-alanin + 2-oxoglutarat & pyruvat + L-glutamat

Aspartataminotransferaza (ASP ... L-aspartat:2-oxoglutarat-aminotransferaza) katalyzuje
reakci:

L-aspartat + 2-oxoglutarat & oxalacetat + L-glutamat

Princip:

Stanoveni aktivity ALT je zaloZeno na méteni rychlosti tvorby pyruvatu vznikajiciho v reakci
katalyzované alaninaminotransferazou z alaninu. Tato rychlost se urci s vyuzitim sprazené
enzymové reakce katalyzované laktatdehydrogenazou, v niz je pyruvat redukovan na laktat:

pyruvat + NADH + H* & L-laktat + NAD+

Stanoveni aktivity AST je analogické stanoveni ALT. Vznikajici oxalacetat v reakci katalyzované
AST je ve sprazené reakci katalyzované malatdehydrogenazou redukovan na malat:

oxalacetat + NADH + H* & L-malat + NAD+



Ubytek NADH se projevi poklesem absorbance reakéni smési pfi 340 nm (Aza0). Za predpokladu
dostatecné vysoké aktivity laktdtdehydrogenazy, resp. malatdehydrogenazy v reakéni smési,
rychlost poklesu Azso je Umérna aktivité stanovovanych enzymi (ALT, resp. AST).

Stanoveni je prikladem kinetické metody méreni katalytické aktivity - b€hem prvnich minut
reakce se zaznamenava (pocatec¢ni) rychlost abytku substratu nebo rychlost tvorby reakéniho
produktu (v naSem uspoiadani pomoci optického testu, tzn. méreni rychlosti ubytku NADH).

Material: Set ALT firmy Roche Diagnostics*: ALT-Cinidlo (Tris pufr 110 mmol/l, pH 7,3; L-alanin 550 mmol/l; LDH >
21,7 pkat/l; NADH 0,198 mmol/]; 2-oxoglutarat 16,5 mmol/1).
Set AST firmy Roche Diagnostics*: AST-Cinidlo (80 mmol/l Tris-pufr pH 7,8, L-aspartat 240 mmol/l,
malatdehydrogendza min. 7,67 Bkat/l, NADH 0,198 mmol/], 2-oxoglutarat disodny 13,2 mmol/l). Vzorek
krevniho séra; mikropipetor 0,1 ml a 1 ml; spektrofotometr s temperovanym kyvetovym prostorem na
37 °C; plastova nebo sklenéna tycinka.*Alternativné lze pouZit set fy Pliva-Lachema, pak sloZeni ¢inidla je
odliSné.

» Vysvétlete vyznam vSech reagencii.

Provedeni (manuelni):

Kyvetu fotometru napliite destilovanou vodou a pti vinové délce 340 nm fotometr vynulujte.
Vodu z kyvety vylejte.

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

Pridejte do kyvety mikrodavkovacem 0,1 ml vzorku séra a ty¢inkou opatrné promichejte. Tim je
zahajena prvni enzymova reakce, v navaznosti na ni probiha ihned reakce druha. Zaznamenejte
Cas v okamziku smichani a v intervalech po 15 s zapisujte absorbance vzorku v kyveté po dobu 5
minut.

Naméiené hodnoty vyneste do grafu. Z primkové ¢asti grafu vypocitejte primérnou rychlost
poklesu absorbance AA340/min (viz obr.):
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Vypocet katalyticka koncentrace ALT v séru:

/min V,
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kde molarni absorp¢ni koeficient £340(NADH) = 6 300 1.moll.cm-, podil Veeix/Vvz koriguje objem
reakéni smési na objem vzorku séra a zlomek 1/60 prevadi rychlost poklesu absorbance z minut
na sekundy.

» Vysvétlete vyznam vSech sloZek vztahu pro vypocet katalytické koncentrace.

» Proc pocatecni ¢ast grafu neni primkova?

Hodnoceni:

Pro zdravou populaci je referen¢ni interval katalytické koncentrace ALT v rozmezi

0,1-0,8 pkat/l. Z lidskych organti je nejvétsi aktivita ALT v jatrech. ZvySeni katalytické
koncentrace ALT v séru tak indikuje predevsim poruseni integrity cytoplazmatické membrany
hepatocyti. ZvysSeni ALT je Casto prvnim nalezem v ¢asné fazi akutni hepatitidy.

Referencni interval katalytické koncentrace AST je 0,1-0,5 pkat/l. ZvySené hodnoty AST indikuji
poruseni integrity cytoplazmatickych membran ve tkanich s vysokou aktivitou AST, nejcastéji
v myokardu a jaternim parenchymu.

Vyznam stanoveni AST a ALT v diagnostice hepatobiliarniho poskozeni:

Aminotransferazy jsou citlivym ukazatelem vétsSiny jaternich onemocnéni, nejsou vSak pro né
specifické. Naopak ndlez fyziologické hodnoty ALT a AST vylucuje se zna¢nou pravdépodobnosti
hepatobilidrni onemocnéni. Vice nez dvacetinasobné zvyseni aktivity sérovych aminotransferaz
je charakteristické pro akutni virovou hepatitidu, akutni toxické poskozeni jater a stavy spojené
s jaterni hypoperfuzi resp. hypoxii a méstnanim (Sok, akutni pravostranné srdec¢ni selhanf).
Nékolikanasobné zvySeni transaminaz provazi radu dalSich jaternich chorob.

AST se asi 30 % nachazi v cytoplazmé, zbytek v mitochondriich. ZvySené hodnoty AST indikuji
poruseni integrity cytoplazmatickych membran ve tkanich s vysokou aktivitou AST, nejcastéji v
myokardu a jaternim parenchymu. Pti zanétech jater prevazuji enzymy uvoliiované z
cytoplazmy a pomér AST/ALT je typicky < 1. Pfi nekréze jaternich bunék se zvysi i
mitochondrialni frakce AST a pomér AST/ALT > 1 (progrese do jaterni cirh6zy). Pomér AST/ALT
> 2 je pokladan za specificky test pro alkoholické jaterni choroby. Pomér AST/ALT > 1 je nalézan
také u infarktu.



3.1.2 Stanoveni katalytické koncentrace ALP v séru

End - point metoda: Metoda end-point (stanoveni se provadi z celého pribéhu reakce - do
koncového bodu, vSechen substrat musi zreagovat) - reakce musi byt rychla a kvantitativni.
Koncentrace substratu jsou ¢asto nizké, [S] <<Kw, koncentrace enzymu musi byt dostate¢né
vysoka. Méfi se vysledné mnozstvi produktu po probéhnuti reakce do konce (<99%)

Alkalicka fosfataza (orthofosfatmonoester-fosfohydrolaza, ALP) katalyzuje v alkalickém pH hydrolyzu
fosfatovych esterd, pro svoji aktivitu vyZaduje pfitomnost hofe¢natych/zinecnatych iontd. Vykazuje
pomérné Sirokou substratovou specifitu a nachazi se v burikach rady tkani a organg.

Jsou znamy Ctyti geny pro ALP. Tkanoveé nespecificky gen ALP se vyskytuje v jatrech, kostech a
ledvinach. Zbyvajici tti geny ALP kdduji stievni, placentarni a embryonalni izoenzymy ALP. Stanoveni
katalytické aktivity alkalické fosfatazy v séru se vyuZiva hlavné pro posouzeni hepatobiliarnich a
kostnich onemocnéni.

V séru za fyziologickych podminek aktivita celkové ALP zahrnuje predevsim aktivitu jaterniho a
kostniho izoenzymu. Stfevni izoenzymy nejsou pfitomny nebo se nachazi jen ve velmi nizkém
procentu. Placentdrni izoenzymy se fyziologicky nachazi jen v téhotenstvi, jejich vyskyt mimo toto
obdobi je privodnim jevem nékterych malignit.

Princip:

ALP Stépi synteticky chromogenni substrat 4-nitrofenylfosfat na 4-nitrofenol a fosfat. Mirou
aktivity je ve zvolené metodé mnozstvi uvolnéného nitrofenolatu, stanovené fotometricky po
10 minut trvajici reakci a zastaveni reakce inhibitorem enzymu.
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V alkalickém prostredi je 4-nitrofenolat intenzivné zluty, méri se absorbance pri 400-420 nm.
Tento zplsob méreni enzymové aktivity se oznacuje na rozdil od kinetické metody jako metoda
konstantniho ¢asu. Ke kalibraci stanoveni je pouzit kalibra¢ni roztok 4-nitrofenolu.

Material: Set ALP firmy Erba Lachema: Pufr (N-methylglukamin pH 10,1; 0,35 mol/l) a substrat (4-nitrofenylfosfat,
disodna stl 15 mmol/l) v inkuba¢ni smési. Kalibra¢ni roztok 4-nitrofenolu (2,4 mmol/1),), inhibitor (roztok
NaOH 1 mol/ls Chelatonem 3, 30 mmol/1), vzorky krevnich sér. Mikropipetory 20,200,500 a 1 000 &1, vodni
lazen 37 °C, spektrofotometr Spekol 1300 a software WinAspect (nebo spektrofotometr Helios Delta a
software VisionLite Fixed) s temperovanym kyvetovym prostorem na 37 2C (Peltier termostat nebo vodni
lazen).

» Vysvétlete vyznam vSech reagencif



Provedeni:

& (Odmérujte roztoky do 6 zkumavek podle schématu. Porovnavaci roztok pro vzorek musi byt
pripraven pro kazdy vzorek séra, aby se odstranil vliv Zlutého zbarveni séra.

Zkumavka ¢. 1 2 3 4 5 6
Reagencie (pul) Vzorek 1 Porovnavaci Vzorek 2 Porovnavaci Standard Porovnavaci
roztok pro roztok pro roztok pro
vzorek 1 vzorek 2 standard
Pufr 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Sérum 1 20 - - - - -
Sérum 2 - - 20 - - -
Kalibra¢ni - - - - 20 -
roztok
Demi-voda - - - - - 20
Obsah zkumavek promichejte a preinkubujte 5 az 10 min pti 37 °C, pak pridejte substrat a demi-
vodu ve 30sekundovych intervalech
Roztok 200 200 200 200 : :
substratu
Demi-voda | - | - | -] - | 200 | 200

Promichejte a inkubujte presné 10 minut od pridani substratu pri 37 °C, pak pridejte inhibitor
v 30sekundovych intervalech.

Inhibitor 500 500 500 500 500 500
Sérum 1 - 20 - - - -
Sérum 2 - - - 20 - -

Obsah zkumavek promichejte a do 30 min pfi vinové délce 420 nm zmérte absorbance* obou
vzorki (Ax), porovnavacich roztokid pro vzorek (4,) a standardu (Asrp) proti porovnavacimu
roztoku pro standard (zkumavka €. 6).

Vypocet katalytické koncentrace ALP:

Koncentrace 4-nitrofenolu v kalibra¢nim roztoku (2400 umol/1) pti inkubaci 10 min (600 s)
odpovida katalytické koncentraci ALP (2400/600) 4 pkat/l. Pomér absorbanci vzorki a
standardu odpovida poméru katalytickych koncentraci, z cehoz pro katalytickou
koncentraci ALP ve vzorku ziskdme vztah:

A
ALP (pkat/l) = ———x4

STD




Hodnoceni:

Referencni interval katalytické koncentrace celkové ALP v séru je pro dospélé 0,6-2,6 pkat/1,
pro déti do 8 pkat/1 (coZ je vyrazem osteoblastické aktivity pti riistu kosti). Na téchto
hodnotach se podili zejména jaterni a kostni izoenzymy

Vyznam stanoveni ALP v diagnostice hepatobilidrniho poskozeni:

Pfi hepatobilidarnich onemocnénich se v krvi zvysSuje aktivita jaterni ALP. Podstatna ¢ast jaterni
ALP se nachazi v bunécnych membranach bunék vystelky Zlucovych cest. Pfi cholestaze dochazi
k naruSeni membran jednak mechanickymi vlivy, jednak detergen¢nim tcinkem Zluc¢ovych
kyselin. Uvolnéna ALP se pak dostava do krve. Vedle uvedeného mechanismu existuji jesté dalsi,
napf. zvySeni jaterni syntézy ALP. Vysoka hodnota ALP s pievahou jaterniho izoenzymu je
charakteristicka pro cholestazu a obstrukéni ikterus. Vzacnéji miiZze provazet infekéni
mononukledzu. Mirné zvySeni ALP miiZe byt privodni znamkou fady jaternich onemocnéni bez
vyraznéjsi cholestatické slozky. U nékterych nemocnych s jaterni cirh6zou prevazuje stievni
izoenzym, coz se vysvétluje jeho sniZzenym vychytavanim v jatrech. Hodnoty ALP je tieba vzdy
posuzovat v kontextu s ostatnimi ukazateli obstrukce, zejména s GGT.



3.2 Vyuziti enzym jako analytickych Cinidel

Enzymy mohou byt rovnéz vyuzity k méreni koncentrace substratu. Pri stanoveni musi byt
zachovany stejné obecné pozadavky pro optimalni priibéh enzymové reakce. Jediny rozdil je

v tom, Ze rychlost reakce je limitovana koncentraci substratu (reakce prvniho adu viici
substratu), zatimco koncentrace enzymu musi byt takova, aby nelimitovala rychlost reakce. Na
rozdil od reakci, pti nichZ se méri enzymova aktivita, reakce vyuzivajici enzymy ke stanoveni
koncentrace substratu jsou obvykle kalibrovany paralelni analyzou substratu o znamé
koncentraci. Podobné jako u enzymovych eseji mohou byt vyuzivany sprazené reakce.
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3.2.1 Enzymové stanoveni glukézy v séru

Metoda end-point (stanoveni se provadi z celého priibéhu reakce - do koncového bodu, vSechen
substrat musi zreagovat) - reakce musi byt rychla a kvantitativni. Koncentrace substratu jsou
Casto nizké ([S] <<KM), koncentrace enzymu musi byt dostatecné vysoka. Méfi se vysledné
mnozstvi produktu po probéhnuti reakce do konce (<99%)

Lze pouzit i kinetickou metodu. Vyuziva se v automatickych analyzatorech.

Princip:

Glukéza se oxiduje vzduSnym kyslikem za katalyzy glukosaoxidazou (GOD) na y-lakton
glukonové kyseliny a peroxid vodiku:

GOD
B-pD-glukopyranosa + 0. = = D-glukono-1,5-lakton + H20;

Vznikly peroxid vodiku za katalyzy peroxidazou (POD) oxiduje chromogenni substrat na cervené
zbarveny produkt:

POD
HzOz + HzA — 2 HzO +A
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Krev se odebira po no¢nim la¢néni a kvtili stabilizaci koncentrace glukosy do zkumavek s
antiglykolytickou smési (AGR), ktera obsahuje kysely citratovy pufr pH 5,7, EDTA a fluorid
sodny (NaF). EDTA a citrat plisobi jako antikoagulanty, enzymy na zacatku glykolyzy
(hexokinasa a fosfofruktokinasa) jsou inhibovany nizkym pH smési a NaF inhibuje enolasu.
JestliZe se pozaduji dalsi laboratorni vySetireni, koncentrace glukosy se nékdy stanovuje v séru
zZilni krve. V tomto pripadé je nezbytné vcasné oddéleni séra od erytrocytd.

Pfi dodrzZeni predepsanych podminek je mnoZzstvi produktu imérné koncentraci glukézy

v analyzovaném vzorku.

Material: Cinidlo-glukosa (obsahujici fenol 11 mol/l; 4-aminoantipyrin 0,77 mol/l;
glukosaoxidazu 300 pkat/l; peroxidazu 18,3 pkat/l), kalibrdtor-glukéza (koncentrace je
uvedena na Stitku), vzorek krevniho séra a moci.

Provedeni:

& Ke stanoveni v nehemolytickém krevnim séru nebo plazmé neni nutnd deproteinace. Do
Cistych, oznacenych zkumavek se odméruje podle schématu:

Reagencie (pul) Slepy pokus Vzorek Standard
Cinidlo-glukosa 2000 2000 2000
Demi-voda 20 - -
Sérum - 20 -
Kalibrator-glukosa - - 20

Obsah vSech zkumavek dobie protiepejte.
Inkubujte 30 min pfti laboratorni teploté (nebo 15 min ve vodni lazni pii 37 °C).
Inkubacni smés musi byt chranéna pred piimym svétlem!

Zmeérte absorbance* vzorkil Ay a standardu Asrp pri 495 nm proti slepému pokusu béhem 40
minut.




» 0Odvod'te vztah pro vypocet koncentrace glukézy metodou end-point:

Odvozeni vztahu vypoctu koncentrace glukoézy pro kinetickou metodu:

[S]<< KM ... kinetika 1. ¥adu ... vo = K*[S]

ST _V 1
v, =V, = Tmax [§] = k[S
o max [S]+Km K [ ] [ ]

m

Pro koncentraci produktu plati: Ac = konst * ¢o
(koncentrace produktu nariista v Case linearné)

Hledana koncentrace analytu je pfimo imérna odectu analytického signalu ve dvou ¢asech.
Totéz plati i pro standardni roztok. Mirou koncentraci je opét absorbance.
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