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2 Vnitni prostiedi — koncentrace iontd v télesnych tekutinach

Plazma Intersticidlni tekutina Intracelularni tekutina

Analys [mmol/I] [mmol/I] [mmol/I]
Na* 140 142 10
K* 4 4 155
Ca%* 2,5 1,3 < 0,001
Mg2* 1 0,7 15
Cl 102 113 8
HCO,- 24 28 10
Fosfaty 1 1 65
Sulfaty 0,5 0,5 10

Organickeé kyseliny 4



%" sodik - Natrium (Na*)

2 hlavni fce:

udrzovani normalni distribuce vody, osmolality
udrzovani osmotického tlaku plazmy

udrzovani acidobazické rovnovahy

v
v
v
v reprezentuje 90 % vSech kationtu v plazmé

o referencni rozmeazi:
v S, P—Na*: 135 - 145 mmol/|

v U—Na*: dospéli 120 — 240 mmol/24h
déti do 1 roku 10 — 30 mmol/24h

o celkova zasoba Nat v téle: 3 700 -4 000 mmol

a ztraty moci: 120 — 240 mmol/den



2" Sodik - Natrium (Na*)

o regulace koncentrace Na* v krvi:

v aldosteron: hormon kury nadlevin, zvySuje zpétnou reabsorpci
Na* (a vody) v ledvinach, zvysuje vylucovani K*
v renin-angiotensin: hormony, které reguluji uvolnéni

aldosteronu; podnétem pro jejich tvorbu je pokles prutoku
krve ledvinami

v antidiureticky hormon (ADH): zvysuje vstifebavani vody v
ledvinach, podnétem pro jeho tvorbu je zvyseni oslmolality
(nejCastéji zvySenim koncentrace Na*)

v natriuretické peptidy (ANP, BNP): jsou secernovany v srdci,
zvysuji vylucovani vody a Na* v ledvinach



2" Sodik - Natrium (Na*)

o klinické vyuziti:

v hyponatrémie (snizena koncentrace Na* v krvi):
nadmerna sekrece ADH, nevhodnym hrazenim ztrat
tekutin infuzemi glukodzy, srdecni selhavani,
hypoproteinémie, predavkovani diuretik

v hypernatrémie (zvysena koncentrace Na* v krvi):
nedostatecny prijem vody, zvysené ztraty vody (prujmy,
dehydratace), zvyseny privod Na* v parentalni vyzive



' Draslik - Kalium (K*)

a hlavni fce:
v uloha v procesu prenosu nervosvalového signalu
v regulace bunécného metabolismu

v regulace sekrece nékterych hormonu (inzulin, glukagon, aldosteron,
katecholaminy)

v hlavni intracelularni kationt (konc. v erytrocytech je 23x vyssi nez v
plazmé; vysoka koncentrace uvnitr bunék je zajisténa pomalou difuzi
pres bunécnou membranu ven)

v ATPasova pumpa transportuje K* a Na* do bunék proti
koncentracnimu gradientu

v interference: hemolyza zvysuje hodnoty drasliku

o referencni rozmezi:
v S, P-K*3,8-5,1 mmol/l

v U-=K*: dospéli 45-90 mmol/24h
déti do 1 roku 15 -40 mmol/24h

o celkova zasoba K* v téle: 3 000 -4 000 mmol
o ztraty moci: 40 — 90 mmol/den 7



%" Draslik - Kalium (K*)

o koncentrace K* v krvi je regulovana aldosteronem

o zavisi také na hodnoteé pH krve:
v pfti poklesu pH (aciddza): K* se uvoliuje z fosfatového pufru a prechazi z
bunék do extracelularniho prostoru => 1 konc. K* v krvi

v pfti vzestupu pH (alkaléza): K* se v burikach vaze na fosfatovy pufr, prechazi
z extracelularni tekutiny do bunék => {, konc. K* v krvi

o klinické vyuziti:

v hypokalémie: snizena hladina K*; priCinou je presun K* do
bunék (alkaldza, infuze glukdzy s inzulinem, zvysené ztraty K*
ledvinami

v hyperkalémie: zvySena hladina K*; priCinou je pfesun K* z
bunék do krve (aciddza, katabolismus, hemolyza), neschopnost
vyloucit K* ledvinami (renalni selhani)



. Draslik - Kalium (K*)

a klinické dusledky hypo a hyperkalémie:

v vétsSi zmény koncentrace K* v krvi mohou mit vazné dusledky,
protoze ovliviuji nervosvalovou drazdivost

v velmi nizké konc. K* vedou ke svalovym krecim, porucham
srdecniho rytmu, zastavé Cinnosti strev (ileus), svalové
slabosti a porucham az k zastave dechu

v konc K* > 6,5 mmol/l mohou nastat poruchy srdec¢niho rytmu
a pfi hodnotach 9 mmol/l dochazi k zastavé srdecni ¢innosti

v pseudohyperkalémie: P konc. K* stanovena ,ve zkumavce“, pacient ma
vSak konc. K* normalni => je to zpusobeno unikem K* z krevnich elementu
do séra nebo plazmy, v odbérové zkumavce pii hemolyze nebo pri dlouhé
dobé od odbéru krve do oddéleni séra (plazmy) od krevnich elementu



2" Chloridy (CI)

o hlavni fce:

v spole¢né s hydrogenuhlic¢itany (HCO;") jsou hlavnim
aniontem v extracelularni tekutiné

v udrzuji osmolalitu
v maji rozhoduijici vliv na acidobazickou rovnovahu

o referencni rozmeazi:
v S,P-=ClI:97 - 105 mmol/I

v U—=Cl:dospéli 120 — 240 mmol/24h
déti do 1 roku 3 - 10 mmol/24h
v pot—Cl:10-30 mmol/I

o celkova zasoba Cl- v téle: 2 400 mmol

a ztraty moci: 120 — 240 mmol/den

10



' chloridy (cr)

klinické vyuziti:

vychylka v konc. Cl- vede vetsinou ke zménée v konc.
hydrogenuhli¢itanu tak, aby soucet Cl-a HCO; iontu zustal
konstantni :

v zvyseni konc. CI- : |, konc. HCO;™ v krvi => metabolicka aciddza
v pokles konc. Cl-: P konc. HCO; v krvi => metabolicka alkaldza

hypochlorémie: ztrata Cl- zvracenim, podavanim diuretik

hyperchlorémie: zvyseny prijem anebo omezené vylucovani
Cl ledvinami

11



2\ Vapnik - Kalcium (Ca2*)

o hlavni fce:

v ma zasadni vyznam pro vedeni nervoveého vzruchu, nervosvalovou
drazdivost, silu svalového stahu

vylucovani rady hormon
krevni srazlivost

tvorbu kostni hmoty
laktaci

S NI NN

a referencni rozmezi:
v S, P—Ca?* celkové: 2,25 -2,75 mmol/l
v lonizované Ca%*: 1,15 - 1,32 mmol/I

a celkova zasoba Ca?* v téle: 30 000 mmol (1,2 kg)

v ztoho 99 % v kostni hmotée ve formé hydroxyapatitu, pouze 1% je k
dispozici jako volné Ca?* sménitelné

a ztraty moci: 0,9 — 5,5 mmol/den
12
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Vapnik - Kalcium (Ca?%*)

klinické vyuziti:

hypokalcémie: muze byt zpusobena nedostatkem vit. D,
hypoparathyreozdu, nedostatecnym prijmem Ca v potrave,
hypoproteinémii

hyperkalcémie: pfesun Ca?* z kosti do krve (hyperparathyredza,
rozpad kostni hmoty)

klinické dusledky hypo a hyperkalcémie:

v velmi nizké konc. ionizovaného Ca?* svalovymi kiecemi

v vysoké konc. Ca%* se projevuji inavou, svalovou slabosti, pfi
tézké hyperkalcémii hrozi i zastava srdce

13



§ Ho¥cik - Magnezium (Mg?*)

2 hlavni fce:
v ovliviiuje nervosvalovou drazdivost (stabilizuje bunécné membrany)

v ma klicovou ulohu jako kofaktor mnoha enzymu v¢. téch, které zajistuji
energeticky metabolismus (cukrq, tukl, bilkovin, NK)

v je nezbytny pro syntézu bilkovin, pro tvorbu kostni hmoty, v procesu
srazlivosti
v v moci brani tvorbé konkrementu
o referencni rozmezi:
v S, P-Mg?: 0,8-1,1 mmol/I
v U-Mg?:1,7 - 8,2 mmol/24h
v lonizovany Mg?*: 0,4 - 0,65 mmol/| (krev)

a celkova zasoba Mg?* v téle: 1 000 mmol (24 g)

v ztoho v kostech asi 65 % a ve svalech asi 20 %; jen 2 % v extracelularni a
intracelularni tekutiné

v vkrvije 55% je ,volny“—ionizovany Mg?*; 30 % je vazano na bilkoviny
(albumin), 15% se vyskytuje ve formé komplexnich sloucenin (citrat, fosfat, atd.)

a ztraty modci: 1,7 — 8,2 mmol/den 14
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Ho¥cik — Magnezium (Mg?*)

klinické vyuziti:

hypomagnezémie: muZe byt zpusobena alkalézou,
zvysSenou ztratou Mg?* ledvinami, nedostatecny pfijem

hypermagnezémie: pri¢cinou muze byt selhani ledvin,
aciddza

klinické dusledky hypo a hypermagnezémie:

v velmi nizké konc. Mg?* vedou k tetanii a ke svalovym kiecim,
porucham srdecniho rytmu

v vysoké konc. Mg?* vedou ke svalovym slabostem, ke zvraceni,
k porucham srdecniho rytmu

15



Jaké jsou doporucené metody?

Analyt Doporucené rutinni Referencni
metody metoda
. LSeEer'i‘:w(;ur:zt(gr:Icr;larr?etrie) * ID-MS
+ K+ -
Na’K’CI * FAES (s Li nebo Cs vnitrni FAES . .
IC (navrZena)
standard
» spektrofotometrické
metody * ID-MS
Cat « FAAS « FAAS
* FAES * |C(navrZend)
* ISE metoda bez fedéni
» spektrofotometrické
Mg?t metody FAAS

.« EAAS * |C(navrZena)

Certifikovany

referencni
material

SRM 909b NIST
SRM 956a
NIST/SRM 912a USA

SRM 909b NIST
SRM 956a
NIST/SRM 915a USA
(pouze sérum)
BCR/CRM 303, 304
(pouze sérum)

SRM 956b (pouze
plna krev)

SRM 909b NIST
SRM 956a
BCR/CRM 303, 304
(pouze sérum)
NIST/SRM 929 USA
(pouze sérum)

16



\§ Natrium, Kalium, Chloridy (S,P,U) — metody stanoveni

1. Doporucena rutinni metoda — ISE modul:
o jedna se 0 nepfimou potenciometrii s redénim

o pouZiva prutocné iontoveé selektivni elektrody (ISE) pro Na, K, Cl a
referencni argentchloridovou elektrodu

o spoleCné stanoveni
o meéri se rozdil potencialu mezi IS elektrodou a referencni elektrodou

o IS elektroda méri aktivitu, prepocet na koncentraci pomoci
aktivitniho koeficientu

o stanoveni: neprima nebo prima potenciometrie

a U nafedénych vzorku se po dosaZeni rovnovainého stavu méri
elektromotoricka sila

o michani je zajisténo pomoci ultrazvuku

a vykon ISE modulu (2 méFici jednotky) je az 1 800 testti/h
17



w§ Natrium, Kalium, Chloridy (S,P,U) — metody stanoveni

a heprima potenciometrie:

« historicky starsi je metoda neprima

« u této metody se analyzuje vzorek znacné naredény (napft. 30x)
diluentem o vysoké iontové sile

« generovany elektricky potencial je porovnavan a potencialem
standardnich roztoku, ¢imZ je zabranéno vykyvum vlivem teploty
nebo elektrické nestabilité

+ koncentrace iontu se pocita podle Nerstovy rovnice

« vysledky odpovidaji méreni plamenovou emisni
spektrofotometrii

« chyba zplUsobena pfitomnosti proteinu a lipidu v plazmé (7%)
« namérené hodnoty se pocitaji na celkovy objem plazmy

+ napt. koncentrace 145 mmol Na*/l bude ve vodné fazi
(pocitame-li 93% vodné faze) ve skute¢nosti 156 mmol Na*/I

« negativni chyba znama po radu let 18



‘% Natrium, Kalium, Chloridy (S,P,U) — metody stanoveni

o neprima potenciometrie:

« uvzorku moce se koncentrace Na*, K*, Cl- stanovuji vidy
po naredéni diluentem s vyssi iontovou silou

a prima potenciometrie:
« objevila se s miniaturizaci elektrod
+~  MEFi se neredény vzorek

« neprosadila se

19



\§ Natrium, Kalium, Chloridy (S,P,U) — metody stanoveni

ISE elektrody:
« jednotlivé ISE elektrody

« elektrody integrované do jednoho modulu - tzv.
»integrovana chipova technologie”

« veétsina elektrod je na bazi tenkovrstvé ionoforové
technologie (ionofory = latky, které umoznuji
transport iontlu pfes membranu)

« makrocyklické ionofory - molekuly s dutinami, ve
kterych jsou pevné vazany ionty pr. ,,crown etery“

20



\§ Natrium (S,P,U) — metody stanoveni

1. Doporucené rutinni metody:

1.1 Metoda ISE bez fedéni
1.2. Metoda ISE s fedénim

1.3 Plamenova emisni fotometrie (FAES s Li n. Cs):

o excitované atomy Na* emituji spektrum s ostrou carou pfi 768 nm

o tato metoda spolecné s K* byla v laboratorich velmi bézn3, ale nyni
se jiz rutinné nepouziva

1.4 Spektrofotometricka metoda - enzymaticka:

a je zaloZena na aktivaci enzymu B-galaktosidazy ionty Na* a na hydrolyze
chromogenniho substratu 2-nitro-pB-D-galaktopyranosidu na galaktozu a
2-nitrofenol

a rychlost hydrolyzy se méfi kineticky pfi 420 nm

o rutinneé se ale jiZ nepouziva
21



2" Kalium (S,P,U) — metody stanoveni

1. Doporucené rutinni metody:

1.1 Metoda ISE bez fedéni
1.2. Metoda ISE s fedénim

1.3 Plamenova emisni fotometrie (FAES s Li
spektralnim pufrem):
o excitované atomy K* emituji spektrum s ostrou ¢arou pfi 589 nm

o tato metoda spolecné s Na* byla v laboratorich velmi béznj, ale
nyni se jiz rutinné nepouiiva

1.4 Spektrofotometricka metoda - enzymaticka:
o je zaloZena na aktivaci vhodného enzymu ionty K*

o hapt. stanoveni pomoci tryptofanpyrolazy se substratem tryptofanem

o metoda neni doporucena

22



\§ Chloridy (S,P,U) — metody stanoveni

1. Doporucené rutinni metody:
1.1 Metoda ISE bez fedéni
1.2. Metoda ISE s fedénim

1.3 Coulometrie

a stanoveni je zalozeno na generaci Ag* ze stribrné anody konstantni
rychlosti

o ionty Ag* reaguji s Cl za vzniku nerozpustného AgCl

a pFi dosaZeni bodu ekvivalence se generace Ag* zastavi
a obsah CI je pfimo umérny casu, ktery se meéri

a rutinné se nepouziva

1.4 Spektrofotometricka metoda - enzymaticka:

a je zaloZena na reakci: 2 ClI- + Hg (SCN), 2 HgCl, + 2 SCN-
3 SCN- + Fe3* - Fe (SCN),

a vznikly produkt cerveného thiokyanatanu zelezitého se pak méri
fotometricky 23



/2 Celkovy vapnik (S,P) — metody stanoveni

Doporucené rutinni metody:

1. Spektrofotometrické:
1.1 Stanoveni s o-kresolftaleinkomplexem
1.2 Stanoveni s arsenazo lli
1.3 Stanoveni s NM-BAPTA

2. Plamenova atomova absorpcni spektrofotometrie (FAAS)
3. Plamenova atomova emisni spektrofotometrie (FAES)

4. Metoda ISE bez redéni

5. Volné ionizované kalcium

24



*§ Celkovy vapnik (S,P) — metody stanoveni

1. Spektrofotometrickeé:
1.1 Stanoveni s o-kresolftaleinkomplexem

a pfFi pH 12 reaguji Ca?* s o-kresolftaleinkomplexem za vzniku
stabilniho purpurového komplexu s absorpcnim maximem pri
600 nm

a Mg?* je maskovano pomoci 8-hydroxychinolinu
a metoda je citliva na vzdusny CO,
0 nejvice pouzivana metoda

1.2 Stanoveni s arsenazo |l

a vimidazolovém pufru pfi pH 6 tvofi Ca?* s arsenazo Il modry
komplex, ktery se stanovuje fotometricky

o pri daném pH ma cinidlo specifickou afinitu k vapniku

o drazsi, ale analyticky spolehlivéjsi metoda s



/2 Celkovy vapnik (S,P) - metody stanoveni

1. Spektrofotometrické:

1.3 Stanoveni s NM-BAPTA
a vapenaté ionty + 5-nitro-5’-metyl-BAPTA (pH 10)™

komplex Ca-NM-BAPTA — ten reaguje s EDTA (pH 7,3 )
komplex NM-BAPTA + Ca-EDTA

o ubytek absorbance pri 600 nm je umérny koncentraci vapniku
Q2 nova vysoce stabilni metoda Roche

26



2\ Celkovy vapnik (S,P) — metody stanoveni

2. Plamenova atomova absorpcni spektrofotometrie
(FAAS)

o stanovovany vzorek se naredi 1:50 roztokem HCIO, s pfidavkem
chloridu lantanitého nebo strontnatého

o analyza je v plameni acetylén-vzduch s Ca-lampou

o naredéni podpoti disociaci z organickych a anorganickych
sloucenin => uvolnéni z fosfatu, sniZeni viskozity

o stanoveni se bézné neprovadi

a avsak pro stanoveni CaZ* v moci/24h je tato metoda specifictéjsi
neZ fotometrické metody na analyzatorech, nebot umoiiuje
vzorek predem okyselit s HCl a rozpustit tak krystaly soli (pro

stanoveni souboru litiazy)
27



§ Celkovy vapnik (S,P) — metody stanoveni

3. Plamenova atomova emisni spektrofotometrie (FAES)

a pro excitaci atomu Ca se vyuZiva budici zdroj plamene acetylen-
vzduch => zajisti potrebnou vyssi teplotu nez zdroj propan-
vzduch

o AES - emisni spektrum o Atomovy emisni spektrofotometr 28



) \§ 5. Volné ionizované kalcium (B) — metody stanoveni

o stanoveni pomoci ISE elektrody v plné krvi (odebrané do
heparinizovanych zkumavek ¢i kapilar) na specialnim pfristroji
nebo na pristroji pro ABR stanoveni

o méri se rozdil potencialu mezi vapnikovou ISE elektrodou, resp.
pH elektrodou a referencni elektrodou

o vydava se vysledek nameéereny i vysledek prepocitany na pH 7,4

o ISE elektroda méri aktivitu, ktera je prepocitana na koncentraci
pomoci aktivitniho koeficientu

o proto musi mit kalibratory stejnou iontovou silu jako mérené
vzorky (pfedevsim stejnou koncentraci Na* a Cl- iontu)

29



‘;;;,‘% Celkové magnezium (S,P) — metody stanoveni

Doporucené rutinni metody:

1. Spektrofotometrické:
1.1 Stanoveni s xylidylovou modyfi (magon)
1.2 Stanoveni s arsenazo lli
1.3 Stanoveni s Chlorphfosphonazo lli
1.4 Stanoveni s calmagitem

2. Plamenova atomova absorpcni spektrofotometrie (FAAS)
3. Volné ionizované magnezium

30



@\ Celkové magnezium (S,P) — metody stanoveni

1. Spektrofotometrickeé:

1.1 Stanoveni s xylidylovou modti (magon)

a Mg?* + xylidylova modf v alkalickém prostiedi
o vznik purpurové diazoniové soli s absorpénim maximem 600 nm

a ionty Ca?* maskovany s EGTA (kyselina etylen glykol —
bis(aminoetyl) tertraoctova)

1.2 Stanoveni s arsenazo |l

o ionty Mg?* reaguji v alkalickém prostiedi s chromogenem
arzenazo ll|

o vznik fialového komplexu s absorpénim maximem pti 570 nm

o interferenci vapniku je zabranéno specifickym komplexotvornym
Cinidlem

31



@\ Celkové magnezium (S,P) — metody stanoveni

1. Spektrofotometrickeé:

1.3 Stanoveni s Chlorphfosphonazo il

o Chlorophosphonazo Ill (CPZ Ill) v neutralnim prostredi reaguje s
ionty Mg?* za vzniku komplexu Mg-CPZ Il

a interferenci Ca 2* zabranuje EGTA (ethylen
bis(oxyethylennitrilo)tetra-octova kyselina), ktera inhibuje vazbu
vapniku na CPZ Il

Qo jiZ se nepouziva

1.4 Stanoveni s calmagitem

o fotometrické stanoveni se provadi rovnéz v alkalickém prostredi
pri 520 nm

a kalcium muZe byt maskovano s EGTA
32



@\ Celkové magnezium (S,P) — metody stanoveni

2. Plamenova atomova absorpcni spektrofotometrie
(FAAS)

o stanovovany vzorek se naredi 1:50 roztokem HCIO, s pfidavkem
chloridu lantanitého nebo strontnatého

o analyza je v plameni acetylén-vzduch

o naredéni podpori disociaci z organickych a anorganickych
sloucenin => uvolnéni iontli Mg?* z komplexu s fosfaty a
proteiny, snizeni viskozity

o v laboratofich klinické biochemie se stanoveni bézné neprovadi

33



“ ' 3. Volné ionizované magnezium (B) — metody stanoveni

o stanoveni pomoci ISE elektrody v plné krvi (odebrané do
heparinizovanych zkumavek ¢i kapilar) na specialnim pfristroji
nebo na pristroji pro ABR stanoveni (Nova Biomedical)

o kratka Zivotnost (1 meésic) elektrod, nizka frekvence
pozadovanych stanoveni => finan¢ni narocnost

34



s \% Fosfor anorganicky (P) / fosfaty

o hlavni fce:

v udrzovani acidobazické rovnovahy v bunkach (fosfatovy pufrav
ledvinach

v energeticky metabolismus — fosforylace zivin pro jejich zpracovani
v zasobni forma energie (ATP)

o referencni rozmezi:
v S, P—fosfaty: dospéli 0,7 —1,6 mmol/i
déti 1-2 roky 1,5-2,2 mmol/I
v U - fosfaty: 25 — 50 mmol/24h
a celkova zasoba fosfatu v téle: 20 000 — 25 000 mmol (600-
800 g)

v vetsSina je uloZzena v kostech ve formeé hydroxyapatitu, zbytek je vétSinou v
intracelularni tekutiné

a ztraty modi: 25 — 50 mmol/den

35



\§ Fosfor anorganicky (P) / fosfaty

o klinickeé vyuziti:

v hypofosfatémie: byva pri hyperparathyreoze, hypovitaminoéze D,
pfi onemocnéni stfeva (porucha vstiebavani), alkoholismus

v hyperfosfatémie: je fyziologicka v dobé rustu, dale ji zpusobuje
selhani ledvin, hypoparathyredza Ci predavkovani vitaminu D

o forma a pfitomnost fosfatu v téle:

v fosfaty existuji v séru jako monovalentni a divalentni anionty

v pomeér H,PO, /HPO, je pfi pH 7,1 1:4

v 10% fosfatu je vazano na protein, 35% tvoii kompexy s natriem,
kalciem a magnesiem a zbyvajicich 55% je volnych

v v krvi jsou pritomny anorganické i organické fosfaty, ale bézné se v
klinické biochemii stanovuje anorganicky fosfor

v organické estery jsou lokalizovany predevsim v bunécnych
elementech 36



2" Zelezo (Fe)

2 hlavni fce:

v je nezbytné pro funkci bunék; je jednim z nejdulezitéjsim prvku
v lidském téele

v jako soucast hemu se ucastni transportu kysliku
v jako soucast cytochromu podmiriuje prenos elektronu v

dychacim retézci
o referencni rozmeazi:
v S,P-Fe: muZi 10,6 - 28,3 umol/I
Zeny 6,6 —26,0 mmol/I
v U-Fe: <1,8 umol/24h

o celkova zasoba fosfatu v téle: 70 mmol (4-4,5 g)
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%" Zelezo (Fe)

£

2 Distribuce Fe v organismu:

. Mnozstvi
Forma Funkce Protein
(g)
hemoglobin 2,5-3,0
transport kysliku
myoglobin 0,3
Aktivni Fe . . cytochromy,
prenos elektronu .y
cytochromoxidaza 0.2
rozklad H,0, katal-azfa,
peroxidaza
Zasobni Fe zasoba Fe ferritin, 0,8-1,0

hemosiderin

Transportni Fe  transport Fe transferin 0,003



2" Zelezo (Fe)

o forma a pritomnost Fe v téle:
v Fe3* vazano na transportni 3-1-globulin nazyvany
apotransferin

v stanovované koncentrace Zeleza v séru odpovida Fe3*
vazanému v sérovém transferinu, nezahrnuje zelezo
obsazené v séru jako volny hemoglobin

v béZné Fe3* obsazuje pouze jednu tfetinu vazebnych mist
v transferinu

v pomer navazané casti Fe se nazyva saturace transferinu
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W\ Zelezo (Fe) — klinické vyuziti

o nedostatek Fe: zpusoben jeho nedostatecnym vstiebavanim ze
stfreva nebo chronickymi ztratami krve => sideropenie = > muze
vyustit az v sideropenickou anémii

o nadbytek Fe: organismus neni vybaven exkrecni cestou pro
Zelezo, proto se za urcitych okolnosti muZe prebytecné Zelezo
hromadit ve tkanich (muze dojit k poskozeni tkani) = >

o hemochromatéza: dédicné onemocnéni zplsobené zvySenou
resorpci Zeleza ze streva

v prebytecné Zelezo se uklada v parenchymatdznich organech jako jsou
jatra, srdce, pankreas, nadledviny

v v postizenych organech pusobi toxicky a narusuje jejich funkci tim, Ze
muZe katalyzovat chronické reakce vedouci k tvorbé volnych radikalu

v hlavnimi klinickymi projevy jsou hyperpigmentace kuze,
hepatosplenomegalie a diabetes mellitus
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Jaké jsou doporucené metody?

Doporucené rutinni

Anal
vt metody
P * UV molybdatova metoda
Fedt * spektrofotometricka
e metoda s ferrozinem
Pb?*
(nepatii do * ET-AAS

mikronutrienti)

. Certifikovany
Referencni . s
referencni
metoda s
material
* neexistuje
* navrhovana DGKCH

ID-MS, IC

* neexistuje NIST/SRM 937 USA
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*§ Fosfor (S,P, U) - metody stanoveni

Doporucené rutinni metody:

1. UV - molybdatové metody
1.1 Stanoveni s molybdenanem amonnym
1.2 Stanoveni s molybdenanem a vanadicnanem amonnym

1.1 Stanoveni s molybdenanem amonnym
a v prostredi H,50, vznik fosfomolybdatového komplexu
(NH,),;[PO,(M00O,),,]
o detekce pfFi 340 nm (UV oblast)
o nebo nasledna reakce fosfomolybdatového komplexu
s redukénim cCinidlem (kyselina aminonaftolsulfonova — nizka
stabilita) => fosfomolybdenova modr (stanoveni absorbance

pfi 650 nm)
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Fosfor (S,P, U) — metody stanoveni

Doporucené rutinni metody:
1. UV - molybdatové metody

1.2 Stanoveni s molybdenanem a vanadicnanem

amonnym
o v kyselé prostredi vznik zluté kyseliny
molybdatovanadatofosforecné
o analyza se provadi po deproteinizaci supernatantu
a jinak dochazi k nadhodnoceni anorganického fosforu, nebot
pti reakci dochazi k hydrolyze organickych esteru
o metoda neni vhodna k automatizaci
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‘% Zelezo (S,P, U) — metody stanoveni

Doporucené rutinni metody:

1. Spektrofotometrické metody s ferrozinem (S, P)

a Fe se stanovuje po uvolnéni z transferinu a po redukci na Fe?*
reakci se skupinou -N=CH-HC=N-

o dochazi k tvorbé barevnych komplexu, které se stanovuji
fotometricky

1.1 Stanoveni s ferrozinem
1.2 Stanoveni s bathofenantrolinem

v vzhledem k nizké koncentraci Fe v moci nejsou pro tento material
vhodné spektrofotometrické metody a pouziva se AAS
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,,,lfj":‘:’?§ Zelezo (S,P) — metody stanoveni

Doporucené rutinni metody:
1. Spektrofotometrické metody s ferrozinem

1.1 Stanoveni s ferrozinem
a Fe3* se uvolni z komplexu s transferinem pfidanim
citratového pufru (pH<2)
a Fe?* je redukovano kyselinou askorbovou na Fe?*

a Fe?* tvofi s ferrozinem modry komplex, jehoZ absorpéni
maximum je pri 570 nm

1.2 Stanoveni s bathofenantrolinem
o v minulosti nejcastéji pouzivana
o neni vSak vhodna pro automatizaci
a Vzorek je deproteinizovan a Fe3* po pfidavku kyseliny
thioglykolové redukuje na Fe?*
a s bathofenantrolinem pak dava Fe?* ¢erveny komplex, ktery

je fotometricky stanoven 25
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Celkova a volna vazebna kapacita zeleza

o Stanoveni celkové vazebné kapacity Zeleza (TIBC = Total Iron
Binding Capacity)

v

v

v

v

v

je metoda, ktera je zaloZena na pfidavku nadbytku roztoku FeCl,
po vysyceni transferinu se pfida pevny MgCO,
smés se promicha, po 30 min odstiedi a pfebytec¢né Fe3* se oddéli ve sraZeniné

v supernatantu se pak stanovi koncentrace Fe?*, ktera odpovida TIBC stanovené
fotometricky

v soucasnosti minimalni pouziti, nelze automatizovat

o Stanoveni volné vazebné kapacity zeleza

v

v

v

v pfitomnosti trisového pufru je k séru pfidana znami koncetrace Fe?* v nadbytku
ty se specificky vazou n atransferin
nezreagované Zeleznaté ionty jsou pak stanoveny s ferrozinem

rozdil mezi koncentraci puvodné ptidanych Fe?* a stanovenou koncentraci Fe?*
odpovida volné vazebné kapacité

celkova vazebna kapacita se pak vypocita jako soucet volné vazebné kapacity a
koncentrace sérového Zeleza
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\§ Celkova a volna vazebna kapacita zeleza

o Celkova vazebna kapacita zeleza (TIBC = Total Iron Binding

Capacity) je také metoda, ktera se vyuziva k vypoctu saturace
transferinu:

konc. Fe v séru
Saturace transferinu (%) = ----=====ccemccna--- x 100

konc. TIBC

v referen¢ni rozmezi (S,P): 45 - 75 umol/I

o Vypocet saturace transferinu vypoctené z koncentrace transferinu
stanoveného imunoturbidimetricky ze séra:

konc. Fe (mmol/l) v séru
Saturace transferinu (%) = -----==-===e=memmemmemmmmecaee x 3,98 x 100

konc. transferinu (g/l)
v referencni rozmeazi saturace transferinu: M 0,21 -0,40

Z 0,20-0,36
47



Y
P TR N
[/ IS >
720 )
) |
) T

Stopové prvky — mikronutrienty (Zn, Cu, Se)

Q

Q

Q

Q

v organismu se vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich
nutnost dostatecne citlivych metod
v preanalytické fazi zabranit kontaminaci biologického vzorku

v analytické (pfiprava vzorku, kalibracnich roztoku) fazi pouziti
velmi Cistych chemikalii (Suprapur) a dokonale deionizované H,0

referencni metoda: Neutronova aktivacni analyza (NAA)
doporucenou metodou v klinické biochemii je:

v Atomova absorpcni spektrofotometrie (AAS) - s plamenovou (FAAS)
- elektrotermickou atomizaci
(ET-AAS)

v Atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-
AES)
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2N z : 1
= ' Stopové prvky — mikronutrienty (Zn, Cu, Se)

Stopovy Analyzovany . ...

prvek

Zn

Cu

Se

material

S,P U

S,P U

S,P,B

S 2tydny
(+4°C)
1 rok (-20°C)

S 2tydny
(+4°C)
1 rok (-20°C)

S 2tydny
(+4°C)
1 rok (-20°C)

Specialni
preanalytické
pozadavky

zabranit kontaktu s
gumou (obecna
pravidla pro
stopovou analyzu)

obecna pravidla
pro stopovou
analyzu

obecna pravidla
pro stopovou
analyzu

Referencni rozmezi
S,P 9,5-19,0 pmol/I
dU 3,0-9,0 umol/24h
S,P M 11,0-22,0 umol

Z 12,5-24,0 umol

du 0,2 -0,9 umol/24h

S,P 0,8-1,2 umol
du 0,1-0,4 umol/24h
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"2\ Stopové prvky (Zn, Cu, Se) - metody stanoveni

o doporuc¢enou metodou v klinické biochemii je:

v Atomova absorpcni spektrofotometrie (AAS) - s plamenovou
(FAAS):
o Vyuziva se absorpce monochromatického zareni vysilaného vybojkou vyzatujici
spektralni ¢ary daného prvku
o aerosol vzorku je atomizovan v plameni pf¥i 1 200 - 2 800°C

o kapalny vzorek je nasavan pres zmlZzovac a zmlZovaci komoru do plamene, kde
dochazi k vypareni aerosolu vzorku, spaleni organickych soucasti (mineralizace) a
rozloZeni sloucenin na atomy v zakladnim stavu (atomizace)

o k potlaceni neZzadouci ionizace se dociluje pridavkem soli alkalickych kovu

v Atomova absorpcni spektrofotometrie (AAS) - elektrotermickou
atomizaci (ET-AAS):
o princip této metody je stejny jako u FAAS, rozdil je ve zpusobu atomizace => plamen

je nahrazen atomizérem, elektricky vyhtivanou pickou (kyvetou - nejc¢astéji z grafitu)
s naprogramovanym teplotnim reZimem — kontrola teploty a ¢asu

o metoda dosahuje velmi nizkych mezi detekce
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Stopové prvky (Zn, Cu, Se) — metody stanoveni

o doporucenou metodou v klinické biochemii je:

v Atomova emisni spektrometrie s indukc¢né vazanym
plazmatem (ICP-AES):

(@)

principem je sledovani emitovaného zareni vyboje ICP (indukované
vazana plazma) po jeho disperzi na mrizce spektrometru

ICP vyboj vznika v proudu argonu pri atmosférickém tlaku, vznika

po iniciaci plynu (Ar) — ten protéka kiemennou plazmovou hlavici

v kruhové indukcni civce, kde protéka vysokofrekvencni proud a vznika
elektromagnetické pole

plazmovy vyboj dosahuje teplot 5 000° - 10 000 ° K => dochazi snadno
k vypareni aerosolu vzorku, disociaci, atomizaci a excitaci atomu prvku

carovou emisi excitovanych atomu a iontu je tvoreno zareni

zareni je monochromatizovano v mrizkovém spektralnim pristroji a
detekovano

multiprvkova analyza
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2" Olovo (Pb)

o patfi do tézkych kovu, nepatii mezi mikronutrienty

o je toxicky pro lidsky organismus

o vysSSi obsah Pb v organismu ovliviiuje i krvetvorbu zplsobuje zvyseni kyseliny -
aminolevulové a koproporfyrinti v moci (saturnismus — chronicka otrava Pb)

o za normalnich okolnosti se Pb vyskytuje v organismu jen v malych
koncentracich, uvadi se proto dvé hladiny:

v nizka normalni hladina u neexponované populace

vvvvv

v nejvyssi pripustny limit tj. koncentrace pfri které jesté nedochazi k vyznamnému poskozeni
organismu

o metoda stanoveni v nesrazlivé krvi (odbérova zkumavka s EDTA):

v Atomova absorpcni spektrofotometrie (AAS) - elektrotermickou
atomizaci (ET-AAS):
o stanoveni Pb se provadi metodou ETA-AAS v grafitové kyveté se Zeemanovou korekci
pozadi
o atomy Pb absorbuji zafeni o vinové délce 283,3 nm

o Ubytek zafeni je umeérny koncentraci Pb ve vzorku
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