STANOVENI KATALYTICKE KONCENTRACE LAKTAT
DEHYDROGENASY

ULOHA A: Stanoveni katalytické koncentrace LDH Kinetickou
metodou

MATERIAL

Vzorky

Studenti se seznami s principem analyzy v kyvet¢ na spektrofotometru Agilent/HP/Helios.
Provedou ptipravu roztokl reagencii a vzorki kalibratoru Lyonorm U a biochemickém kalibratoru
(Iyofilizované bovinni sérum). Vlastni analyza katalytické koncentrace probéhne za predem
definovanych podminek (inkubace pti RT nebo 37°C v ¢asovém intervalu dle tabulky) v kyvet¢,
ptipadné mikrotitraéni desticce. Pouzita metoda - kinetické méteni v Case, studenti budou métit
zménu A pii 340nm v Case na spektrofotometru, pipadé ELISA readeru, vyuZiji aplikace kinetické
méteni. Po uplynuti analyzy si studenti vyvolaji ulozené vysledky analyzy a uvedou je do protokolu
Z méfenti.

PRIPRAVA A PROVEDENI

Priprava pracovniho reagentu (R) :

Kvantitativné ptelejte obsah lahvicky B do lahvicky A. Dikladné promichejte. Mensi objemy lze
pfipravit smichanim: 4 ml Reagentu A + 1 ml Reagentu B. Stabilita pracovniho reagentu je 3 dny
pii 2-8°C. Pripravte jen takové mnoZstvi pracovniho reagentu, které je potieba na konkrétni
pocet vaSich vzorki pro celou skupinu. Odeberte 1 ml pfipraveného reagentu a smichejte s 25 pl
vzorku a zahajite méfeni v Case.

Opticky (UV, Warburgiv) test
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KALKULACE
Do protokolu uved'te vysledky analyzy. Proved'te porovnani vysledkli stanoveni katalytické
koncentrace laktatdehydrogenasy v kalibratoru s atestovanou hodnotou. Do zavéru vyhodnotte
piinos analyzy v kyveté na spektrofotometru pro laboratof. Vysvétlete, co vyjadiuje jednotka
pkat/l.

Koncentrace LDH ve vzorku je stanovena pomoci nasledujiciho vzorce:

AAszs0/min x Vix 108
------------------------ = U/L
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Molarni koeficient (€) NADH piti 340 nm je 6300 a opticka draha je 1cm, celkovy reakéni objem
(Vt) je 1.025ml, objem vzorku (Vs) je 25ul. Jednotkou katalytické koncentrace U/l dalsi
jednotkou je ukat/I.

Vzajemny piepocet 1U/L je 0.01667 pkat/L.

Toto je vysledky vzorec pro vypocet katalytické koncentrace:

AAzs0/min x 6508= U/L
AAz40/min x 108= pkat/L

VYHODNOCENI

Do protokolu uved'te vysledky analyzy. Proved'te porovnani vysledki stanoveni katalytické
koncentrace laktatdehydrogenasy v kalibratoru s atestovanou hodnotou. Do zavéru vyhodnotte
piinos analyzy v kyveté na spektrofotometru pro laborator. Vysvétlete, co vyjadiuje jednotka
pkat/l.

ULOHA B: Stanoveni katalytické koncentrace LDH kinetickou metodou na automatickém analyzitoru

TEORETICKA PRIPRAVA NA CVICENI
Laktatdehydrogenasa — jeji vyskyt, biochemicka funkce v organismu, diagnosticky vyznam. Izoenzymy LDH.
Princip kinetického méteni enzymu LDH a jeho vyznam.

PRINCIP METODY

Laktatdehydrogenasa (LD nebo LDH) katalyzuje oxidaci laktatu pomoci NAD™ za vzniku

pyruvatu a NADH. Katalytickéa koncentrace se urcuje jako mira zvySeni NADH, ktery se méti spektrofotometricky.
REAGENCIE - sloZeni:

Reagent (A) : N-Metyl-D-glukamin 0,406 mol/l, laktat 62,5 mmol/l, pH 9.4

Reagent (B) : NAD* 50 mmol/l

MATERIAL

Vzorky

Studenti se seznami s principem analyzy na automatickym analyzatoru. Provedou pfipravu roztokt reagencii a vzorkt
kalibratoru LYO-KAL (BIO-LA-TEST).

Vlastni analyza katalytické koncentrace probéhne za pfedem definovanych podminek (inkubace pfi 37°C v ¢asovém
intervalu 3 minuty) na automatickém analyzatoru BS-200 (MEDESA). Aplikaci reagencii a vzorki do kyvet na zasobni
roztoky a reagencie provede obsluhujici persondl analyzatoru. Vlastni analyza probéhne po naprogramovani pfistroje
automaticky. Pouzitd metoda - kinetické méfeni v Case. Po uplynuti analyzy si studenti vyvolaji uloZzené vysledky

.....

automatickém analyzatoru.

PRiIPRAVA A PROVEDENI

Pfiprava pracovniho reagentu (R) :

Kvantitativné ptelejte obsah lahvicky B do lahvicky A. Dlikladné promichejte. Mensi objemy lze pfipravit smichanim:
4 ml Reagentu A + 1 ml Reagentu B. Stabilita pracovniho reagentu je 3 dny pti 2-8°C.

Piipravte jen takové mnoZstvi pracovniho reagentu, které je potieba na konkrétni pocet vasich vzorku pro
celou skupinu.

Referenc¢ni hodnoty - ¢lovék:

LDH : 132-228 U/l = 2,20-3,80 pkat/l

Zvyseni: u pacientdl sjaternim onemocnénim, renalnimi poruchami, infarktem myokardu, s mnoha malignimi
chorobami, progresivni muskularni dystrofii.




