Stanoveni hemoglobinu v krvi
Nejbéznéjsi stanoveni Hb ve venosni nebo kapilarni krvi je zaloZzeno na reakci s kyanidem sodnym a
hexakyanozelezitanem draselnym.

Reakce se provadi v prostiedi pufru N-methylglukaminu.

Principem této reakce je vznik derivatu hemoglobinu. Popiste, o jaky derivat se jedna:

MEii se absorbance pii 540 nm (proti roztoku ¢inidla), obvykle po 5 minutach. Pti této vinové délce
ma vznikly derivat jediné absorpéni maximum ve viditelné oblasti pfi 540, molarni absorpéni
koeficient gs40=11 000 l.mol.cm™’.

Odvodte vztah pro vypocet koncentrace hemoglobinu za pfedpokladu, Ze objem vzorku krve byl 0,02
ml a objem pfidaného ¢inidla 5 ml.

» Zvazte, ze hemoglobin je tetrametr a posud’te, zda vztah, ktery jste odvodili pro vypocet, plati
pro monomer nebo tetrametr.

Referencni hodnoty pro tetrametr:

Muzi 2,15-2,65 mmol/l
Zeny 1,86-2,35 mmol/l
» Jaké budou referencni hodnoty v g/l a) pro tetrametr b) pro monomer ?

» Znate jinou metodu pro stanoveni hemoglobinu ? Popiste jeji princip.



Stanoveni karbonylhemoglobinu

Srovnani spekter oxyhemoglobinu a karbonylhemoglobinu
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Hemoglobin Hb 431 555
Oxyhermoglobin HbO, 415 542 577
Karbonylhemoglobin HbCO 420 539 568,5
Methemoglobin Hi 406 500 630
Kyanomethemoglobin HiCN 421 540

Princip stanoveni: ke krvi je pfidan hydrogensifi¢itan sodny (redukéni €inidlo), ktery pfeméni
oxygenovany Hb na deoxygenovanou formu. Koncentrace CO-Hb se zjisti fotometricky.

» Pii jaké vinové délce mize probihat méfeni ?

(Moderni fotometry provadi méfeni automatizovang pii nékolika vinovych délkach a vypocitaji
koncentrace jednotlivych forem hemoglobinu).



Stanoveni glykovaného hemoglobinu HbA;

Glykovany hemoglobin vznika neenzymovou reakci mezi hemoglobinem a glukosou v krvi Jeho
tvorba je ireverzibilni. Hladina glykovaného hemoglobinu proto odrazi koncentraci glukosy v krvi po
celou dobu existence erytrocytu, tj. asi 120 dni, a vyuziva se k posouzeni Gispésnosti
lécby/kompenzace diabetu v obdobi 4-8 tydnti pfed vySetienim. Nejcastéji se stanovuje forma HbA,..
Terminologie:
Glykovany hemoglobin - suma sacharidovych aduktii na N-terminalnim konci aminokyselin nebo
g-aminoskupiné lysinu v hemoglobinu.
HbA, - suma riznych minoritnich frakci hemoglobinu (glykovanych), vcetné HbA ., HbA 412,
HbA 1b10213, HbAd1/d2103 @ HbA .
HbA,. - glukosovy adukt valinu na N-terminalnim konci B-fetézce hemoglobinu; odpovida
N-[1-deoxyfruktosylJhemoglobinu, tzv. stabilnimu ketoaminu.

Princip testu
Koncentrace celkového Hb a HbAlc je stanovena po hemolyzovani
vzorkl plné krve s antikoagulantem.

» Uved'te principy stanoveni HbA . pouzivané ve vasi laboratofi.

Stanoveni bilirubinu

Bilirubin reaguje s diazoniovymi solemi (podobné¢ jako aromatické aminy a fenoly) za vzniku
intenzivn¢ zbarvenych azosloucenin, vhodnych k fotometrickému stanoveni. Reakce nekonjugovaného
bilirubinu probihé velmi pomalu, zna¢né ji urychli ptidavek alkoholu nebo jinych latek (benzoat
sodny, kofein, mo¢ovina atd.), které se souhrnn¢ oznacuji jako akceleratory reakce.
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Nekonjugovany bilirubin

» Proc je reakce s nekonjugovanym bilirubinem pomala ?

» Jak vypada konjugovany bilirubin? Pro¢ je rozpustnéjsi ?



Frakce bilirubinu, ktera vyzaduje akcelerator, se oznacuje jako ,,neprimy bilirubin‘. Konjugovany
bilirubin reaguje i bez akceleratort rychle (,,primy bilirubin®). Nekonjugovany bilirubin se vypocita
jako rozdil mezi celkovym a konjugovanym bilirubinem.
V metodé¢ se pouziva nejcastéji diazotace sulfanilové kyseliny, jako akcelerator kofein a benzoat,
barevny produkt se méfi v siln¢ alkalickém prostfedi. V piitomnosti akceleratoru reaguji vSechny
formy bilirubinu, stanovujeme celkovy bilirubin.

» Jakou metodu stanoveni bilirubinu pouziva vase laboratoi ?
Referenc¢ni interval koncentrace celkového bilirubinu v krevnim séru pro novorozence starsi 1
mesice a dospélé je 5-20 umol/I.
Koncentrace konjugovaného bilirubinu je nejvyse 5 pmol/I.

Hodnoty nekonjugovaného bilirubinu 17-70 pumol/l spolu s normélnim nalezem ostatnich
vySetieni jsou charakteristické pro chronickou hemolyzu (hemolyticka anémie) a pro benigni
hyperbilirubinemii Gilbertova typu (pokles aktivity UDP-glukuronyltransferazy).

Do urcité miry je fyziologicka postnatdlni hyperbilirubinemie (donoseni novorozenci ve 2.-3.
dnu Zivota mohou mit v séru az 135 pmol/l nekonjugovaného bilirubinu, do 170 pmol/l
celkového bilirubinu), rychle se upravujici na hodnoty obvyklé u dospélych.

Zjisténi bilirubinu v moci

V moci zdravého cloveéka se mize vyskytovat nepatrné mnozstvi konjugovaného bilirubinu
(az 0,5 umol/l), které béZnymi zkouSkami neni prokazatelné.
Moc k diikaziim bilirubinu musi byt ¢erstva, bilirubin se na vzduchu snadno oxiduje.

K dikazu se obvykle pouziva n¢ktery z diagnostickych prouzkl obsahujici zonu pro detekci
bilirubinu. Tato zdna je nasycena vhodnou diazoniovou soli, s niz bilirubin poskytne
barevnou azoslouc¢eninu.

Hodnoceni

Zkousky na bilirubin v moc¢i jsou pozitivni, zvysi-li se koncentrace konjugovaného bilirubinu
v krevni plazmé¢ asi nad 30 pumol/l. Nekonjugovany bilirubin je v plazmé vazan na albumin a
do glomerularniho filtratu proto nepronika. Z;jisténi bilirubinu v mo¢i je tedy zndmkou
neschopnosti hepatocytti vyloucit konjugovany bilirubin do Zlu¢e nebo zndmkou uzavéru
zlucovych cest, patii proto k pfiznakiim hyperbilirubinemie hepatocelularni nebo obstrukéni.
Pti déletrvajicich poruchach v§ak nemusi byt v moci prokazatelny ani kojugovany bilirubin,
nebot’ se v séru premeénuje na delta formu.



Zjisténi urobilinogend v moci

Zkousky na ptitomnost urobilinogent se provadéji jen v €erstvé (a zchladlé) moci (vhodna
poledni nebo odpoledni moc¢), béhem prvnich dvou hodin po vymoceni; delSim stanim se
urobilinogeny pfeménuji na své oxidacni produkty - urobiliny.

Princip: Prikazem Ubg je specificka barevna kopula¢ni reakce urobilinogenti s vhodnou
diazoniovou soli v kyselém prostfedi. Srovnéani s barevnou stupniet®#mozni semikvantitativni
vyhodnoceni. Slab¢ rizové zabarveni zony, odpovidajici prvnimu policku srovndvaci stupnice
(ptiblizné 17 pmol/l), 1ze povazovat za horni mez fyziologickych koncentraci urobilinogent

v mo¢i v prubéhu dne.



