PA.Ü.TIP FAKÜLTESİ  DÖNEM I

3. MODÜL

LABORATUVAR UYGULAMALARI KILAVUZU

Uygulamanın Adı :  Enzimolojiye Giriş

Uygulama No (Dönem No- Modül No- Uygulama No): 1-3
Uygulama Sorumluları : 

Uygulamanın Amacı : Enzim aktivitesi ölçümü ve plazma enzim kaynağının belirlenmesi.

Genel Bilgiler:
Laktat dehidrogenaz (LD) laktatın piruvata geri dönüşümlü oksidayonunu katalizler. Reaksiyonda hidrojen akseptörü olarak nikotinamid adenin dinükleotid (NAD) yer alır. Enzim aktivitesi ölçümünde elde edilen aktivite ortamın pH ve sıcaklığına, substrat ve tampon konsantrasyonuna bağlıdır. LD’nin reaksiyon mekanizması şöyledir:

                                                  LD

Piruvat + NADH +H+  
                      L-Laktat + NAD+

Enzim aktivitesinin saptanmasında kullanılan formül aşağıdaki gibidir:
                                        ΔA/dakika         küvetteki toplam hacim(ml)
U/L (μmol/dakika/L)=                          x  
                                       6.3 x 10-3            örnek hacmi (ml)
ΔA/dakika: Dakikalık ortalama absorbans değişimi.
6.3 x 10-3  : NADH için, oda sıcaklığında, 340 nanometre(nm)’deki mikromolar absorbsiyon katsayısı.
Uygulama için  Gerekli Malzemeler:

1. LD aktivitesi ölçüm reaktifi: Substrat solüsyonu (0.8 mM NADH), tampon solüsyonu (1.5 mM pirüvat ve tris tampon 50 mM, pH 7.4). 
2. Spektrofotometre (Ek1)
3. Otomatik pipetler

4. Cam tüpler

Uygulama Basamakları: 

Serum LD ölçümü:

1- Düz tüpe alınan kan santrifüj edilir. Serum kısmı ayrılır.

2- Spektrofotometre açılarak dalga boyu 340 nm ye ayarlanır.
3- Spektrofotometre küvetine distile su konulup, küvetin dışı silinerek cihaz sıfırlanır.
4- Küvet boşaltılarak içine tris tampondan 1000 µl ve üzerine 20 µl serum eklenir. 1-5 dakika oda sıcaklığında inkube edildikten sonra, 250 µl substrat solüsyonu eklenir. Reaksiyon başlatılır. Küvet spektrofotometreye yerleştirilir.Başlangıç, 1., 2. ve 3. dakika absorbansları kaydedilir.
5- Dakikalık absorbans değişimlerinin ortalaması alınır.
6- Elde edilen değerler, yukarıdaki formülde yerine konularak, enzim ünitesine çevrilir.

Hücre İçi LD Ölçümü

1. Yaklaşık 2.0 ml antikoagulanlı kan 2500 rpm de 5 dakika santrifüj edilerek plazma ve lökositçe zengin tabaka atılır. Geride eritrosit paketi kalır.

2. 0.05 ml paket eritrosit, 2.0 ml distile suya katılarak yavaşça karıştırılır. Ve 1-2 dakika bekletilerek eritrositlerin hemoliz olması sağlanır.

3. Spektrofotometre açılarak dalga boyu 340 nm ye ayarlanır.

4. Spektrofotometre küvetine distile su konulup, küvetin dışı silinerek cihaz sıfırlanır.

5. Küvet boşaltılarak içine tris tampondan 1000 µl ve üzerine 20 µl hemozilat eklenir. 1-5 dakika oda sıcaklığında inkube edildikten sonra, 250 µl substrat solüsyonu eklenir. Reaksiyon başlatılır. Küvet spektrofotometreye yerleştirilir.Başlangıç, 1., 2. ve 3. dakika absorbansları kaydedilir.

6 Dakikalık absorbans değişimlerinin ortalaması alınır.

7 Elde edilen değerler, yukarıdaki formülde yerine konularak, enzim ünitesine çevrilir.
Uygulamada Öğrenilen Bilgilerin Değerlendirilmesi:

*Serum ve hemolizattaki LD değerini karşılaştırıp yorumlayınız.

Anahtar Sözcükler:
Laktat dehidrojenaz, enzim aktivite ölçümü.

Kaynaklar:

1. Moss DW, Henderson AR. Clinical Enzmology. Tietz Textbook of Clinical Chemistry (3rd Edition). WB Saunders Co.Philadelphia, 1999, 617-721.
EK 1 : Spektrofotometre Çalışma Prensibi ve Kullanımı

      Spektrofotometre, renkli bir solüsyonun üzerine düşürülen ışığın ne kadarının solüsyon tarafından absorbe edildiğini ölçen bir cihazdır.

      Kolorimetrik biyokimyasal analizlerde, konsantrasyonu ölçülmek istenen analit bir kimyasal madde ile reaksiyona sokularak renkli bir solüsyon oluşturması sağlanır. Renkli solüsyonlar renkleri ile bağlantılı olarak belli dalga boyundaki ışığı absorbe ederler ve absorbe edilen ışığın miktarı solüsyonun renginin koyuluğu ile doğru orantılıdır.

      Spektrofotometrik ölçümlerde deney tüpünde kimyasal reaksiyon sonucu oluşturulan renkli solüsyon spektrofotometreye bir küvet içinde yerleştirilir ve solüsyonun maksimum absorbe ettiği dalga boyundaki ışık küvet üzerine düşürülür. Bu ışığın bir kısmı solüsyon tarafından absorbe edilir, bir kısmı ise küvetten geçer. Solüsyon tarafından absorbe edilen ışık miktarına absorbans (A), geçirilen ışık miktarına ise transmisyon (T) adı verilir. Solüsyon tarafından absorbe edilmeyerek geçirilen ışık miktarı dedektör tarafından saptanır ve ışık kaynağından çıkan ışık miktarı ile karşılaştırılarak ne kadarının solüsyon tarafından absorbe edildiği saptanır.

Ölçüm öncesi, içinde ölçülmek istenen analitin bulunmadığı bir örneğin (kör) herhangi bir renk oluşturmayacağı ve üzerine düşürülen ışığın tamamını geçireceği kabul edilerek spektrofotometrenin ‘‘sıfır’’ ayarı yapılır. Daha sonra içinde ölçülmek istenen analitten bilinen konsantrasyonda bulunan örneğin (standart) absorbe ettiği ışık miktarı okunur. Bilinmeyen konsantrasyonda analit içeren örneğin (hasta) absorbe ettiği ışık miktarı standartın absorbe ettiği ışık miktarı ile kıyaslanır ve aşağıdaki formül kullanılarak hasta örneğinin konsantrasyonu hesaplanır:
               
Ch  =  Ah  / Ast  x  Cst
( Ch, hasta örneğinin analit konsantrasyonu; Ah, hasta örneğinin absorbansı; Ast, standartın absorbansı; Cst, standartın konsantrasyonu ).

Spektrofotometrenin Şeması ve Bölümleri

Işık kaynağı: Solüsyon üzerine düşürülecek ışığın üretildiği lamba. Genellikle kullanılan tungsten veya döteryum lambalardır. 20 nm ile 700 nm dalga boyları arasında ışık üretirler.
Giriş yarığı: Sisteme sadece ışık kaynağından gelen ışığın ince bir hüzme halinde girmesini sağlayan küçük geçiş aralığıdır.
Prizma: Sadece belli dalga boyundaki ışığın küvet üzerine düşürülmesini sağlar.
Çıkış yarığı: Diğer dalga boylarındaki ışığın küvete ulaşmasını engelleyen geçiş aralığıdır.
Küvet: Renkli solüsyonun konduğu özel tüp.
Dedektör: Küvet tarafından geçirilen ışığı ölçen birim.
Metre: Ölçülen ışık miktarının sayısal olarak ifade edilmesini sağlayan kısım.

