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Stebilizované dinidlo ne stanovenf katalytickéd

(54 koncentrace alaninaminotransferasy

Predm&tem Fedeni je stabilizovand
¢inidlo pro stanoveni katalytické kon-
centrace alaninaminotrensferasy a I~alani-.
nem, laktdtdehydrogenasou, albuminem a
nikotinamidadenindinukleotirem, kteréd ob-
sahuje kyselinu gitronovou & albumin v
uréitém pomdru. Cinidlo se pouZivd p¥i
atanoven{ katalytické koncentrace v krav-
nim séru nebo plazmé & vynikd oproti do-
posud pouiivanym predevdim vyss8i stabili-
tou.
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Vyndlez se tykd stabilizovaného &inidla ke stanoveni katew
lytické koncentrace slanineminotransferasy.

Stanoveni katalytické koncentrace aléninaminotransferasy
(L-glanin: 2~oxoglu£arétaminotransferasa EC 2.6.1.2,) v krevnim
séru nebo plazm& je velmi rozii¥enou snalyzou, umoZnujici znalné
zptesnéni diferenddlni diagnostiky Jjaternich a srde&nich chorob.
Stanoveni katalytické koncenirace alaninaminotransferasy je Jed=
nou ze z#kladnich analyz provédd&nych v klinické biochemii.

Katalytickd koncentrace L-alsninsminotransferasy se stédle
astéji uréuje pomoci sprafenych enzymovych reaskci. V soudasné
dobé& se pripravi ¢inidlo na stenoveni katalytické koncentrace
alanineminotransferasy tsk, Ze se k pufru bbsahujicimu L-glanin
a pyridoxal=5-fosfdt pridd indikdtorovy enzym laktdtdehydroge=
nasa a Jjeho substrédt nikotinemidadenindinukleotid. Tento roztok
je.stebilni v temnu p¥i teplotd +4 °C 2 a% 3 dny. Nizkd stabili=-
ta zdsobniho roztoku Jje ekonomicky'znaéné nevyhodnd pro mensi
pracovi$t® a pro pouZiti automatickych snalyzdtord, které pracu=
ji s velmi malymi objemy pracovaich &inidel, a proto v tak krédtw=
ké dob& nemohou zpracovat cely objem pracovaich roztokd, které
Jjsou pripravovdny z komer&n& dostupnych diagnostickych souprav.
ProdlouZeni stebility p¥ipravovenych roztokd zmraZenim, které Je
velmi hojn& ufivéno, nelze v tomto p¥iped® pouZit, protoZe p¥i
zmrafeni dochdzi k podkozeni indikdtorového enzymu lektédtdehydroe
genasy, a tim i k poklesu jeji katalytické aktivity. Stélost &inie
dla pro stanoveni katalytické koncentrace alaninaminotransferasy
lze sice zvy3it pridavkem albuminu, ktery plisobi jako ochranné
médium, ale jen asi na 5 e% 6 dnd.

Stabilita zésobnich roztokd miZe byt n¥kolikandédsobn& pro=
dlouZeng, pridaji=-li se do roztoku ldtky, které ochréni enzymy
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pred jejich po¥kozenim a sntioxidanty zemezujici neZddouci oxiw
daci nikotinemidadenindinukleotidu. Mnohé entioxidenty, jeko je
nap¥ikled propylgelét, ethylenglykol e kyselina askorbové hojn¥
uZivané v potravinéd¥stvi a farmacii, meji nepPiznivy vliv na kea-
talytickou koncentraci indikdtorového enzymu, lektdtdehydrogena=
8y. Proto je %ddouci nalézt tskovou novou létku, které potlali
oxidaci nikotinamidadenindinukleotidu a 2zvy3i tim pouZiti &inidla
pro stenoveni katalytické koncentrace ALT a zéroven nebude mit new
priznivy vliv na katalytickou koncentraci enzymi. Zmin&né nedo=
statky vyrazné potlafuje stabilizované &inidlo na stanoveni kata-
lytické koncentrace slaninsminotransferas podle vyndlezu. Jeho
podstatea spo&ivéd v tom, Ze obsshuje 0,5 /umol.l"1 a% 10,0 /umol.l‘
kyseliny citronové a 0,5 a% 10 g.1~' albuminu,

1

Cinidlo s kyselinou citronovou a albuminem mé ndsledujicit
prednosti. Albumin v kombinaci s kyselinou citronovou zvy3uje,
ve srovnédni s ¢inidlem stabilizovenym Jen albuminem, stdlost &ie
nidla pro stanoveni katalytické koncentrace aleninsminotransfe-
rasy z pivodnich 5 a% 6 dnd a% na 10 dnd, Jednd se tedy o specifice-
ky vyssi Uinek albuminu a kyseliny citronové zejména na nikotinw
emidadenindinukleotid, projevujici{ se prodloufenim stdlosti &ini-
dla pro katalytickou koncentreci alsninaminotransferasy a% na
dvojndsobek, ve srovnéni s &inidlem stabilizovanym semotnym albu-
minem. Je treba dodrZet rozseh koncentraci albuminu a kyseliny
citronové uvedeny v definici vyndlezu, nebot vy3%f koncentrace
kyseliny citronové negativn& ovlivni stanoveni ketalytické kone
centrace alaninaminotransferasy. Albumin a kyselina citronové
Jjsou pritom kompatibilni s enalytickymi systémy nejlastéji uZive=
nymi pro stenoveni katalytické koncentrace alenineminotransferasy,
na rozdil od jinych ochresnnych systémi,

Uvedenym pomérn& velmi jednoduchym zplisobem lze podstatnd
2vy8it stédlost pracovnfiho roztoku pro stanoveni katalytické kone
cenirace aleninaminotransferasy tak, aby byl poufitelny po dobu
nezbytnou a vyhodnou pro rizné typy zdrevotnickych laboratori.
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K 1 litru pufru obsshujicimu 0,120 mol tris(hydroximethyl)-
~gminomethan a 0,480 mol l-alanin se pridd 0,5 /umol kyseliny
citronové. pH pufru je nastaveno na hodnotu 7,6, X pevné enzymo=-
vé sm&si obsahujici 0,216 mmol nikotinsmidaedenindinukleotid
a 36 /ukat laktdtdehydrogenasa se p¥idd 10 g hov&ziho slbuminu,
Po smichéni obou komponent se ziskd stabilizované &inidlo pro
stanoveni katalytické koncentrace slaninaminotrensferasy. Cinidlo
je stédlé minimdln& 10 {ni,

Priklad 2

K enzymové smési obsahujici 0,216 mmol nikotinamidadenindie
nukleotid a 36 /ukat lektédtdehydrogendsa se ptidd 5 /umol kyseli=
na citronovéd & 0,5 g hov&ziho albuminu. Po smichéni enzymové smé&-
si s 1 1 pufru o sloZeni 0,120 mol tris(hydroximethyl)-sminomethan
a 0,480 mol L~alanin a 0,120 mmol pyridoxal=5-fosfédt, jehoZ pH je
nastaveno na hodnotu 7,6 se z1skéd stabilizovené &inidlo pro stano=
veni katalytické koncentirace slanineminotransferasy. Cinidlo je
stédlé minimdln& 10 dni.

Prikled 3

K 1 ml stabilizoveného ¥inidla na stenoveni ketalytické kone
centece alaninaminotransferasy obsahujici 120 mmol.l"1 tris(hy-
droximethyl)=sminomethen, 480 mmol,1”' 1l~alenin, 0,12 mmol.1™!
pyridoxal-5-fosfét, 0,216 mmol.1”' nikotinemidedenindinukleotid,
36 /ukat.l" lektétdehydrogenasa, 0,5 umol.1”' kyselina citronové
a 10,0 g.l"'1 hov&ziho albuminu o pH 7,6 pFipraveného podle p¥ikladu
1 se pridd 0,1 ml snslyzoveného séra. Po desetiminutové preinkuba=
ei p¥i 30 °c Jje enzymové reakce nastartovéna pridavkem O,1 mol kyw
seliny 2-oxoglutarové o koncentraci 165 mmol.l". Zaznamendvd se
zmé&éna absorbance pfi 340 nm za &asovou Jjednotku p¥i teploté
30 °c.
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Stabilizované &inidlo na stanoveni kstalytické koncentrace
aleninsminotrensferasy s L-~alsninem, laktétdehydrogenasou, al=
buminem & nikotinamidadenindinukleotidem vyznadujici se tim, Ze
obsshuje 0,5 mumol.l”' aZ 10,0 /umol.l“ kyseliny citronové

a 0,5 a% 10 g.l"'1 elbuminu,
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