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1. Stanoveni aktivity aspartataminotransferazy (AST)

Reagencie:
Pro stanoveni se pouzije komercni souprava BioLATest AST-UV L 500 firmy PLIVA-Lachema
Diagnostika.
1. Pracovni roztok [(malatdehydrogenaza > 12,5 pkat/l, laktatdehydrogenaza > 12,5
pkat/l, tris-pufr( pH 7,8) 100,0 mmol/l, L-aspartat 300,0 mmol/l, pyridoxal-5"-fosfat
120,0 umol/l)]
2. Startér (2-oxoglutarat 60,0 mmol/l, NADH 900,0 umol/1)
3. Sérum — neznamy vzorek

Pracovni postup:
Startér pfed analyzou pfedehiejeme alespont 5 minut na teplotu 37 °C.
Kyvetu, ve které budeme provadét métreni, nechame rovnéz alesponi 5 minut vyhtat na 37 °C.

Odmeéfit v ml do kyvety: Vzorek
Pracovni roztok 1,000
Sérum 0,100
Promichame a inkubujeme 5-10 minut pii 37 °C
a pak pridame
Startér | 0,250

Promichdame a inkubujeme 1 minutu pii 37 °C

Béhem jednominutové inkubace ptipravime spektrofotometr k méfeni nastavenim vinové délky
340 nm a nulové absorbance proti destilované vodé. Po jednominutové inkubaci zmétime
absorbanci. Pak pokracujeme v méfeni absorbanci v jednominutovych intervalech (pfesn¢) po
dobu 3 minut v 1cm kyveté pii vinové délce 340 nm proti destilované vode.

Vypocet:

Vypocteme primérny pokles absorbance pii 340 nm za minutu (A Aszao).
Katalytickou koncentraci AST vypocitame

S-AST (ukat/l) = A Asqp - 357


http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/1/1/37.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/1/1/27.html
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=6503
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=424
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=1053
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=51
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=928&namedisopt=&hcount=1#MeSH

Jatra a pankreas

2. Stanoveni aktivity alaninaminotransferazy (ALT)

Reagencie:

Pro stanoveni je pouzita komer¢ni souprava BIOLATEST® ALT-UV Liquid (Erba

Lachema).

1. Pracovni roztok [laktatdehydrogenaza > 26,6 ukat/l, tris-pufr (pH 7,5) 110,0 mmol/l, L-
alanin 567 mmol/l, pyridoxal-5"-fosfat 100 wmol/l, 2-oxoglutarat 17,0 mmol/l, NADH
0,21 mmol/l]

3. Sérum — neznamy vzorek

Pracovni postup:
Pracovni roztok pred analyzou alespont 5 minut pfedehiejeme na teplotu 37 °C.
Kyvetu, ve které budeme provadét méteni, nechdme rovnéz alespon 5 minut vyhiat na 37 °C.

Odmefit v ml do kyvety: Vzorek
Pracovni roztok 1,00
Sérum 0,10

Promichame a inkubujeme 1 minutu pii 37 °C

Bé&hem jednominutové inkubace ptipravime spektrofotometr k méfeni nastavenim vinové délky
340 nm a nulové absorbance proti destilované vod€. Po jednominutové inkubaci zméfime
absorbanci. Pak pokracujeme v méfeni absorbanci v jednominutovych intervalech (pfesn¢) po
dobu 5 minut v 1cm kyveté pii vinové délce 340 nm proti destilované vode.

Vypocet:

Vypo&teme primérny pokles absorbance pii 340 nm za minutu (A Az4o).
Katalytickou koncentraci ALT vypocitame

S-AST (ukat/l) = A Asw - 29,08


http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/1/1/27.html
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=5950
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=5950
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=1053
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=51
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=928&namedisopt=&hcount=1#MeSH
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3. Stanoveni aktivity y-glutamyltransferazy (GGT)

Reagencie:

K analyze je pouzita komer¢ni souprava BioSystems Gamma-Glutamyltransferase

1. Pracovni roztok (L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid 6,5 mmol/l v pufru slozeném
z glycylglycinu 165 mmol/l a hydroxidu sodného 104 mmol/l, pH 7,9) &

2. Sérum — neznamy vzorek

Pracovni postup:
Pracovni roztok a kyvetu pfedehiejeme 5 minut na 37° C. Déale postupujeme podle tabulky.

Do kyvety odméiime v ml Vzorek
Pracovni roztok 1,0
Sérum 0,1

Promichame, inkubujeme piiblizné 30 s pii 37 °C a pak zmé&fime v 1cm kyveté proti roztoku
dvojchromanu draselného pocatecni absorbanci (Ao) pti 405 nm. Déle pokra¢ujeme
Vv jednominutovych intervalech po dobu 3 minut v odecitani dalsich absorbanci (A1—A3).

Vypocet:
Vypo&teme primérny vzestup absorbance pii 405 nm za minutu (A Aa4gs).

Koncentraci katalytické aktivity GGT Vv séru vypocitame podler vzorce:

GGT (ukat/l) = AAyos - 18,52


http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/104545
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/11163
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4. Stanoveni aktivity amylazy v séru (S-AMS)

Reagencie:

N

K analyze je pouzita komeréni souprava a-amylase-direct (BioSystems)

Pracovni ¢inidlo (MES 50 mmol/l, chlorid vapenaty 5 mmol/l, chlorid sodny
300 mmol/l, thiokyanat sodny 450 mmol/l, 2-chloro-4-nitrofenylmaltotriosid
2,25 mmol/l, pH 6,1)

Sérum — neznamy vzorek

Standard — standardni sérum s aktivitou AMS 3 pkat/l

Pracovni postup:

tabulky.

Pracovni roztok a kyvetu pfedehfejeme 5 minut na 37 °C. Déle postupujeme podle

Odmetime v ml- Vzorek Standard Blank
Pracovni ¢inidlo 0,80 0,80 0,80
Vzorek 0,02 — —
Standard - 0,02 -
Destilovana voda - - 0,02

Promichame, inkubujeme pfesné 2 minuty pii 37 °C a pak zmé&fime v 1 cm kyveté proti
blanku absorbanci pifi 405 nm

Vypocet:

S-pAMS = 8standard * Avzorek / Astandard
S-pAMS = 3 pkat/l - Avzorek / Astandard

5. VySetreni zakladnich koagula¢nich parametri koagulometrem

Bude demonstrovano vyucujicim.



