Stanoveni ALT (Alaninaminotransferaza) v séru ¢lovéka

Teorie: Aminotransferdzy jsou enzymy usnadiujici pfeménu jedné aminokyseliny v jinou.
Tim pomahaji udrzovat vyvazeny ptisun aminokyselinovych jednotek potiebnych pro syntézu
bilkovin. ZvySena aktivita alaninaminotransferazy je vyznamnym indikatorem aktivity jater,
srdce a kosterniho svalstva.

V praxi jsou transaminazy latky tclu vlastni, které se obvykle nachézeji v bunkach. ALT
transamindza je obsaZena prevazné v bunkach jater, srdce, kosternich svali, ledvin, mozku a
v ¢ervenych krvinkéch Po jejich rozpadu piechazeji do krevniho séra. ZvySena hodnota ALT
znamena tedy zvySeny rozpad bunék v téchto oblastech.

Norma: 0,06 — 0,14 ukat/I

Hrani¢ni hodnota: 0,42 ukat/l

Ukol: Stanovit ALT v séru ¢lovéka
Pomiicky: stojanek na eppenndorfky
nastavitelné pipety
termolazefi na 37°C
ELISA-reader s filtrem o vlnové délce 340 nm

Princip metody: alaninaminotransferaza (L-alanin: 2-oxoglutarataminotransferasa
E.C.2.6.1.2) katalyzuje reakci mezi L-alaninem a 2-oxoglutaratem, které pievadi na L-
glutamat a pyrohroznan, Stanoveni je zalozeno na méfeni absorbance hydrazont kysein 2-
oxoglutarové a pyrohroznové v alkalickém prostfedi. Hydrazon kyseliny pyrohroznové ma
vys§i absorbanci.

L-alanin + oxoglutaradt — pyruvat + L-glutamat
Pyruvat + NADH + H" — laktat + NAD"
Katalyticka koncentrace ALT je imérna poklesu absorbance pti 340 nm.

Cinidla

1. Enzym:

Puftr: Tris pufr pH=7,5, L-alanin, LD
LD >2,5 pkat

NADH > 21,6 umol/lahvicku

2. Startér
2-oxoglutarat 180 mmol/l
Azid sodny 0,1 %

3.Tlumivy roztok — substrat
Tris 120mmol/l

L-alanin 800mmol/1

Azid sodny 0,1%

4. Aktivator
Pyridoxal-5-fosfat 6 pmol/tabletu

Kalibrace
BIO-LA-TEST LYONORM KALIBRATOR, kat. ¢. 10003200 (1,36 ukat/l), 3204,3206



Ptiprava pracovniho roztoku

25% hmotnosti obsahu lahvicky s €inidlem 1 se rozpusti v 25ml roztoku cinidla 3. Po
rozpusteéni se prida pul tablety ¢inidla 4. Propocitat na mnozstvi vzorki a podle toho pfipravit
mnozstvi prac. roztoku.

Postup analyzy

Vzorky: nehemolytické sérum, heparinizovana nebo EDTA plazma

Vlnova délka: 340 nm

ELISA desticka

Teplota: 37 °C

pracovni roztok 100 pl
sérum vzorku nebo kontroly|10 ul
Pouzije se blank a standardni sérum
Promicha se a inkubuje 10 minuty pti 37 °C
Ptida se ¢inidlo 2 v mnozstvi 10ul

Promicha se, inkubuje se 2 a minuty pii 37 °C méfi se absorbance v 1 minutovych intervalech
nejméné po dobu 3 minut. Vypocte se prumérna zména absorbance za 1 min (JA).

A= prumér (A1+A2+A3).

Referen¢ni hodnoty:

ALT pkat/1 37°C

Muzi 0,2-0,8

Zeny 0,2-0,6

Kazda laboratof ma svou hodnotu, ktera se muze mirné lisit.

Hodnotu vzorku porovnat s hodnotou standardu.




