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Transferazy -transaminazy

aminotransferaza alaninowa i1 asparaginianowa

Zadanie 1
Celem zadania Jjest badanie aktywnosci AST i ALT.

Zasada oznaczania

Metoda oznaczania aktywnosci AST i ALT oparta jest na rdznicy ab-
sorbancji 2,4-dwunitrofenylohydrazonédw kwasu alfa oksoglutarowego i pi-
rogronowego w S$rodowisku =zasadowym. W wyniku reakcji katalizowane]
przez AST powstaje kwas szczawiooctowy, ktdéry ulega samoistnej dekar-
boksylacji i tworzy sie z 2,4-dwunitrofenylohydrazyna (DNFH) takze hy-
drazon kwasu pirogronowego.

Miara aktywno$ci aminotransferaz jest zatem przyrost steSenia kwasu
pirogronowego w probdéwkach inkubowanych z surowica w pordédwnaniu z pro-
béwkami kontrolnymi.

Reakcje katalizowane przez aminotransferazy:

ALT
alanina : 2-oksoglutaran — pirogronian : glutaminian
AST
aparaginian : 2-oksoglutaran — szczawiooctan : glutaminian

Wykonanie
Do 2 probdéwek oznaczonych odpowiednio 1 (kontrolna), 2 (badana) do-
dawa¢ odczynniki zgodnie z zamieszczong ponizej tabels.

Odczynniki (AST) (ALT)
Kontrola Badana Kontrola Badana
Substrat 0,5 0,5 0,5 0,5
Roztwdr NaCl 0, 9% 0,1 - 0,1 -
Inkubacja w tazni 5 min 5 min
wodnej w temp.37° C ) )
Osocze - ‘ 0,1 - | 0,1
Trlbaed s 30 min. w laéni 60 min. w iaZni
wodnej w temp. 37° C wodnej w temp. 37° C
DNFH 0,5 ] 0,5 0,5 ] 0,5
pozostawié w temp. pozostawié w temp.
pokojowej na 20 min. pokojowej na 20 min.
0,4 mol/dm’ NaOH 5 ] 5 5 ] 5

Po upiywie 10 min. zmierzy¢ wartos$é¢ absorbancji prdéb badanych wo-
bec odpowiednich préb kontrolnych przy diugosci fali 505 nm, nastepnie
odczytac¢ liczbe jednostek aktywnosci z krzywych wzorcowych.
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