Ćwiczenie 9
T: Pomiary aktywności enzymów.
Ćwiczenie praktyczne: 

Oznaczenie aktywności aminotransferazy asparaginowej i alaninowej w surowicy krwi metodą statyczną i kinetyczną. 

A. Oznaczanie aminotransferazy alaninowej i asparaginianowej w surowicy krwi metodą Reitmana i Frankel  

Zasada oznaczenia:

Aminotransferazy katalizują odwracalne reakcje polegające na przeniesieniu grupy aminowej z aminokwasu na ketokwas:




                 AST

Asparaginian + -ketoglutaran 
      szczawiooctan + glutaminian





                ALT

       Alanina + -ketoglutaran
        pirogronian + glutaminian

W wyniku reakcji występują w środowisku inkubacyjnym 2 ketokwasy – jeden jako substrat, a drugi jako produkt reakcji. Wszystkie ketokwasy reagują z 2,4-dinitrofenylohydrazyną tworząc barwne dinitrofenylohydrazony. Mimo, że właściwym produktem reakcji katalizowanej przez AST jest szczawiooctan, w stosowanych warunkach jest ulega on całkowicie dekarboksylacji do pirogronianu. Badając aktywność obu aminotransferaz oznacza się jako produkt reakcji, pirogronian. 

W środowisku zasadowym fenylohydrazony mają zabarwienie brunatno czerwone. Szybkość powstawania fenylohydrazonów pirogronianiu jest znacznie większa niż szybkość powstawania fenylohydrazonów ketoglutaranu, a ponadto mają one znacznie większy współczynnik molowy absorbancji. W związku z tym natężenie zabarwienia mierzone przy 505 nm jest proporcjonalne do stężenia produktu reakcji a tym samym z pewnym przybliżeniem proporcjonalne do aktywności enzymu.
Za podstawę do kalibracji przyjęto tzw. jednostkę Karmena, która odpowiada zmianie absorbancji o 0,001 / mL surowicy w ciągu 1 minuty w temperaturze 25°C. Przeliczając zmiany absorbancji na stężenie powstającego w reakcji pirogronianu opracowano nomogram zależności pomiędzy aktywnością enzymu, a stężeniem pirogronianu (wyrażonym w molach/próbę)
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr 
· łaźnia wodna

· probówki Eppendorf
· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3, 0,1 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana – nie powinna wykazywać hemolizy; materiał do badania może być przechowywany w lodówce do następnego dnia; dłuższe przechowywanie wymaga zamrożenia
· surowica kontrolna

· substrat dla AST (roztwór kwasu L-asparaginowego w buforze fosforanowym, pH 7,4)
· substrat dla ALT (roztwór L-alaniny w buforze fosforanowym, pH 7,4)
· roztwór NaOH 0,4 mol/L
· roztwór kwasu -ketoglutarowego 20 mmol/L w buforze fosforanowym, pH 7,4
· roztwór 2,4-dinitrofenylohydrazyny 1 mmol/L
· Wykonanie:
· opisać probówki, odmierzyć dokładnie odpowiednie objętości roztworów – jak podano w poniższej tabeli:
	
	AST / ALT

	
	Próba badana
	Próba ślepa

dla próby badanej

	Surowica badana [mL]
	0,025
	-

	Woda dejonizowana [mL]
	-
	0,025

	Substrat dla AST

/dla ALT [mL]
	0,1
	0,1

	Inkubacja w temp. 37°C
60 min dla AST
30 min dla ALT

	Dinitrofenylohydrazyna [mL]
	0,1
	0,1

	Inkubować 20 minut w temperaturze pokojowej

	NaOH 0,4 mol/L [mL]
	1
	1

	Inkubować 30 minut w temperaturze pokojowej 

	Zmierzyć absorbancję prób badanych wobec odpowiednich prób ślepych ( = 505 nm) za pomocą spektrofotometru


· odczytać z krzywej kalibracyjnej ilość moli pirogronianu, a następnie odczytać z nomogramu odpowiadające aktywności AST i ALT
B. Oznaczanie aminotransferazy alaninowej i asparaginianowej w surowicy krwi metodą kinetyczną (test optyczny)
Zasada oznaczenia:
Optymalizowana, modyfikowana metoda oparta na zaleceniach Międzynarodowej Federacji Chemii Klinicznej (IFCC), bez aktywacji fosforanem pirydoksalu.


                 

     AST

asparaginian + -ketoglutaran 
      szczawiooctan + glutaminian





    MDH

szczawiooctan + NADH+H+

      jabłczan + NAD+




             ALT

      alanina + -ketoglutaran  
 pirogronian + glutaminian





    LDH

pirogronian + NADH+H+

     mleczan + NAD+
Szybkość zmian absorbancji mierzona przy 340 nm jest wprost proporcjonalna do aktywności AST lub ALT.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr 

· łaźnia wodna

· probówki Eppendorf 

· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3, 0,1 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana – nie powinna wykazywać hemolizy; materiał do badania może być przechowywany w lodówce do następnego dnia; dłuższe przechowywanie wymaga zamrożenia

· surowica kontrolna

· odczynnik roboczy do oznaczania AST (zestaw BioMaxima)

· odczynnik roboczy do oznaczania ALT (zestaw BioMaxima)

Wykonanie:
· do probówki odmierzyć 1 mL odczynnika roboczego, a następnie 0,1 mL surowicy badanej 
· dokładnie wymieszać, inkubować w temperaturze pokojowej 
· po 1 minucie zmierzyć absorbancję wobec powietrza (340 nm)
· powtórzyć pomiar po kolejnych 1, 2 i 3 minutach
Obliczenia:
· obliczyć średnią zmianę absorbancji na minutę (A/min)
· obliczyć aktywność AST / ALT ze wzoru:
AST / ALT [U/L] = A/min ∙ 1746
1

