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

Praktické cviceni datum jméno

Tema praktika:
Stanoveni katalytické aktivity enzymu, Kinetické méieni II.

Okruhy k nastudovani a dotazy:

1) Seznamte se s postupem uvedenym v protokolu

2) Co je to Warburgtv opticky test?

3) Jakou funkci v reakéni smé&si plni pyridoxalfosfat?

4) Vyhledejte v ptibalovém letdku reagencniho setu tidaj o méficim rozsahu metody

Pristroje a pomiicky:

Fotometr Lambda 20

Automaticky biochemicky analyzator Cobas Integra 400 Plus (Roche)
Termoblok Evaterm, stopky

Automatické pipety, spotiebni material

Reagencni set ASTPL (Roche)

Ukoly:
Proved’te manualni stanoveni AST dle nasledujiciho navodu

Princip:

L-aspartat + 2-oxoglutarat —23—>  oxalacetait + L-glutamat

oxalacetit + NADH + H' —M2> >  [._malat + NAD'

Katalyticka aktivita AST je imérna poklesu absorbance pii 340 nm.

SloZeni setu (roztoky pfipraveny k pfimému pouziti):

R1: Tris puftr, enzymy (LD, MD), L-aspartat
SR: NADH, 2-oxoglutarat
Aktivator - Pyridoxal-5-fosfat
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Pracovni postup:

odmeéfit v ml vzorek kalibrator
Pracovni roztok 2.00 2.00
sérum 0.200 -
kalibrator - 0.200
promichat, inkubace 5 minut pii 37°C
&inidlo 2 | 0.200 | 0.200

promichat, inkubace 2 minuty pii 37°C
nalit do kyvety, méfit absorbance ve stanovenych ¢asovych intervalech

a) Zmgéite katalytickou aktivitu AST pro kalibrator a vzorek: Proved’te casové méteni po
2 minutach v ¢asovém intervalu 8 minut.

Kal. A AA Vz. A AA

2 minuty po smichani

4 minuty po smichani

6 minut po smichani

8 minut po smichani

b) Zhodnotte pribch reakce, dle potieby opakujte meéfeni s nafedénym vzorkem.
Z namétenych dat vypoctéte katalytickou aktivitu AST ve vzorku

¢) Hodnoty absorbanci zpracujte graficky jako zavislost na Case

d) Zmeéite vzorek i na automatickém biochemickém analyzatoru Cobas Integra 400 Plus,
naméiené vysledky porovnejte




