Na, K, Cl, Ca, Mg, P

Ondrej Wiewiorka



Natrium, kalium, chloridy - S,P,U

* Vyznam

— udrzuji vnitrni prostredi, osmolalitu, chemicky
rizeny potencial na povrchu bunécnych membran
(v€. Prenosu nervového vzruchu), membranoveé
kontransportéry

— S/P v organismu prisné regulovany, U dle pfijmu

— Zakladni a levné vysetreni — vychyleni mimo
referen¢ni rozmezi mUze mit mnoho duvodu
(hormonalni porucha, porucha prijmu, prajmy,
zvraceni, onemocneni ledvin, jater, dehydratace,
podavani diuretik, diabetes, nespravné davkovani
infuzi....)



Natrium, kalium, chloridy - S,P,U

Drive stanoveni Na, K pomoci plamenové emisni fotometrie

(spolecné s Li, Ca, Mg)

— Narocné na provoz — zajisténi odtahu plynu, prace s tlakovymi lahvemi,
zvysovani teploty v laboratofi....

Dnes je stanoveni Na, K, Cl v S/P/U realizovano na ISE modulech
potenciometricky
— Prima potenciometrie:

* Méreni probiha v neredéném vzorku plné krve — analyzatory ABR

— Neprima potenciometrie:

* Méreni probiha v naredéném vzorku séra/plasmy/moci — automatizované biochemické
analyzatory

Kazdy prvek ma svou ISE elektrodu + referencni
(argentchloridova) elektroda; méri se rozdil potencialu mezi IS
elektrodou a referencni elektrodou

ISE elektroda méri aktivitu, prepocet na koncentraci pomoci
aktivitniho koeficientu



ISE elektrody

Jednotlivé ISE elektrody

Elektrody integrované - integrovana chipova
technologie

Na basi tenkovrstvé ionoforové technologie
(ionofory umoznuji transport iontu pres
membranu)

Makrocyklické ionofory - molekuly s dutinou,
ve které jsou pevneé vazané ionty - crown etery



Ma_H #]5-ctown-5



Metoda neprima

Analyza vzorku znacné naredéného (napr. 30x) diluentem o
vysoké iontové sile

Generovany elektricky potencial porovnavan s potencidlem

standardnich roztoku — korekce na teplotu nebo elektrické
nestability

Koncentrace iontl se pocita podle Nerstovy rovnice




Metoda neprima

Vysledky odpovidaji méreni plamenovou emisni
spektrofotometrii

Chyba zpusobena pritomnosti proteinu a lipidu v
plasmé (7%)

Nameérené hodnoty se pocitaji na celkovy objem
plasmy

Napr. koncentrace 145 mmol Na+/l bude ve vodné
fazi (pocitame-li 93% vodné faze) ve skutecnosti 156
mmol Na+/I

Negativni chyba znama po radu let

S miniaturizaci elektrod - prima metoda -
neprosadila se — pouze u ABR




Sodik ( Natrium)

Doporucena rutinni metoda: ISE direct, ISE indirect
Referencni metoda: ID-MS, FAES,
IC (navrzena)

Hlavni extracelularni kationt — reprezentuje 90 %
vSech kationtl v plasmé

Hraje centralni roli v distribuci vody

Vyrazneée se podili na osmotickém tlaku
v extraceluldrni tekutiné



Sodik ( Natrium)

Referencni rozmeazi:

S/P  136-145 mmol/I
moc¢ dospéli 70-270 mmol/24 hod
détido 1 roku 10-30 mmol/24 hod



Stanoveni Na pomoci ISE:
e sklenéna sodikova elektroda

* nebo crown éterovy pripadné crown malonatovy
ionofor integrovany do iontovéselektivni plastové
membrany (PVC, teflon)

Enzymatické stanoveni Na (nedoporucuje se):

 Metoda zalozena na aktivaci enzymu b-galoktosidasy
ionty sodiku

* Hydrolyza chromogenniho substratu 2 — nitrofenyl - b
- D - galaktopyranosidu na galaktosu a 2-nitrofenol

* Rychlost hydrolyzy se méri kineticky pri 420 nm



Draslik (Kalium)

Doporucena rutinni metoda: ISE direct, ISE indirect
Referencni metoda: ID-MS, FAES,
IC (navrzena)

Hlavni intracelularni kationt - koncentrace
v erytrocytech je 23x vyssi nez v plasmé

Vysoka koncentrace uvnitfr bunek zajisténa pomalou
difuzi pres bunécnou membranu ven

Na+,K+ - ATPasova pumpa transportuje kalium do
bunék proti koncentracnimu gradientu

Interference: Hemolyza zvysuje hodnoty drasliku



Draslik (Kalium)

Referencni rozmeazi:

S/P 3,5-5,1 mmol/
moc¢ dospéli 25-125 mmol/24 hod
détido 1 roku 15-40 mmol/24 hod



Stanoveni K pomoci ISE:

 PVC membrana, v ni zabudovan valinomycin (na
principu iontové vymény)

Stanoveni K plamenovou emisni spektrofotometrii:

e Excitované atomy K emituji spektra s ostrou carou pfri
589 nm

e Rutinneé se nepouziva

Enzymatickeé stanoveni K:

 Metoda zalozena na aktivaci vhodného enzymu ionty
drasliku

* Napr. tryptofanasa se substratem tryptofanem
 Metoda neni doporucena



Chloridy

Doporucena rutinni metoda: Coulometrie, ISE
direct, ISE indirect

Referencni metoda: Coulometrie

Hlavni extracelularni aniont - nejveéetsi frakce
anorganickych aniontu v plasmé

Zasadni role v normalni distribuci vody

Vyrazny podil na osmotickém tlaku
v extracelularni tekutiné



Chloridy

Referencni rozmeazi:
S/P 98-109 mmol/
moc¢ dospéli 110-250 mmol/24 hod

détido 1 roku 3-10 mmol/24 hod



Stanoveni Cl pomoci ISE:

Polymerni membrana — v ni kvarterni amoniové soli
Napr. trioktylpropylamonium chlorid dekanol

Membrana zajistuje iontovou vymeénu soli z membrany
s chloridovymi ionty

Néktereé firmy pouzivaji chloridovou elektrodu v pevné fazi
(AgCl)

Coulometrie:

Stanoveni chloridu zalozeno na generaci Ag* ze stfibrné
anody konstantni rychlosti (konst. proud)

lonty stribra reaguiji s chloridy = chlorid stfibrny

* V bodé ekvivalence se generace stfibrnych iontl zastavi

Obsah chloridd pfimo iUmérny casu



Spektrofotometrické stanoveni CI

2CI- + Hg(SCN), > HgCl, + 2 SCN-
3SCN-+ Fe3* = Fe (SCN),

cerveny thiokyanatan zelezity se fotometruje
Vv soucasnosti se nedoporucuje



Natrium, kalium, chloridy- B

e Stanoveni v plné krvi

* Provadi se na pristrojich na méreni ABR
pomoci ISE elektrod na Na, K a Cl

v heparizovanych strikackach nebo kapilarach



Vapnik

* Vyznam
— Zasadni vyznam pro funkci svalu (troponin C)
— Vnitrobunécna signalizace (kalmodulin)

— Mezibunécna signalizace (Ca-dependentni
neurony)

— Stavba kosti ( Ca;(PO,),, hydroxyapatit)
— Nezbytny faktor pro srazeni krve (1, VII, IX, X)



Vapnik

* Poruchy
— Snizena hodnota Ca pri onemocnéni ledvin
— Hormonalni dysbalance (PTH, CT a jejich regulace)
— Sarkoidoza
— Malnutrice (v€. Celiakie, Crohnovy choroby, fytaty)
— Nedostatek vitaminu D
— Alkoholismus



Stanoveni vapniku v S,P,B :

Tri formy vapniku v krvi

¥ vazana na bilkoviny (80% na albumin, zbytek na
globuliny)

6-10% - ve formeé komplexnich sloucenin ( citrat,
laktat, hydrogenuhlicitan, fosfat).

neceld 1/2 vapnik ionizovany (volny - aktivni)

Fyziologicky aktivni pouze ionizovany vapnik

Jeho koncentraci reguluji hormony PTH a 1,25-
dihydroxyvitamin D.

Stanoveni ionizovaného kalcia se masove neprovadi

Hodnoty celkového Ca ovlivhény koncentraci
albuminu (Ca%* se vyrazné neméni), pH ma vliv na
koncentraci Ca?*



Vapnik (Kalcium)

* Doporucena rutinni metoda:

FAAS, FAES, ISE direct, ISE indirect,
fotometricky s o-kresolftalexonem, s arsenazo
1l

 Referencni metoda: ID-MS, FAAS,

IC (navrzena)



Vapnik (Kalcium)

Referencni rozmeazi:

Vapnik celkovy

S/P  2,15-2,55 mmol/I

mo¢ M 2,4-7,5 mmol/24 hod
/. 2,4-6,2 mmol/24 hod

Vapnik ionizovany
krev 1,12-1,32 mmol/I



a)Celkovy vapnik —S,P:

Fotometrické metody:

Stanoveni s o-kresolftaleinkomplexonem:

Pri pH 12 reaguji vapenaté ionty s o-
kresolftaleinkomplexonem

Vznik stabilniho purpurového komplexu s abs.
max. 600 nm

Magnesium maskovano s 8-
hydroxychinolinem

Metoda citliva na vzdusny CO, - kominky



a) Celkovy vapnik —S,P:

Fotometrické metody:

Stanoveni s arsenazo lll:

* Imidazolovy pufr, pH 6

* vapenaté ionty + arzenazo Il 2 modry komplex

* Cinidlo ma specifickou afinitu k vapniku (pH 6)
Stanoveni s NM-BAPTA:

* Vapenaté ionty + 5-nitro-5’-metyl-BAPTA (pH10)->

komplex Ca-NM-BAPTA — ten reaguje s EDTA (pH7,3)—>
komplex Ca-EDTA

Ubytek absorbance pfi 600 nm je Umérny koncentraci
vapniku
* Nova vysoce stabilni metoda Roche



a) Celkovy vapnik —S,P:

Stanoveni pomoci AAS:

Naredéni (1:50) roztokem chloridu lantanitého
nebo strontnatého v kyselém prostredi
(uvolnéni Ca z fosfatu)

Plamen acetylén-vzduch, Ca-lampa

Naredéni podpofi disociaci = uvolnéni
z fosfatu, snizeni viskozity

Stanoveni se bézné neprovadi



b) Volné (lonizované) kalcium - B

Pomoci ISE na specialnim pristroji nebo pristroji na
ABR

Meéri se rozdil potencialu mezi Ca ISE, resp. pH
elektrodou a referencni elektrodou

Vydava se i vysledek prepocitany na pH 7,4

ISE elektroda meéri aktivitu — ta je prepocitavana na
koncentraci pomoci aktivitniho koeficientu

Kalibratory musi mit stejnou iontovou silu
(koncentrace sodnych a chloridovych iontu)

Stanoveni se provadi z plné krve odebrané do
heparinizovanych strikacek Ci kapilar



Stanoveni vapniku v moci

Fotometrické stanoveni ze sbirané moce
Specifictejsi stanoveni pomoci AAS

Vzorek predem okyselit s HCI, rozpustit potencialni
krystaly soli

U pacientu se sklonem ke zvysené tvorbé krystall
(pro stanoveni souboru litiazy) okyselit cely objem
sbirané moce

AAS v nekterych laboratorich v moci rutinné



Horcik ( Magnesium):

* \lyznam
— Svalova kontrakce
— Funkce nervi
— Intracelularni iont

* Poruchy
— Onemocnéni ledvin (napr. diabetes)
— Uzivani diuretik
— Malnutrice (napf. Crohnova choroba, dlouhodobé priajmy)

— Deregulace (spojena s Ca, P —
hypo/hyperparathyrooidismus, hypo/hyperthyroidismus)

— ZvysSena spotreba (téhotenstvi)



Horcik ( Magnesium):

Doporucena rutinni metoda: FAAS, enzymova UV
metoda, fotometrické metody

Referencni metoda: FAAS, IC (navrzena)

Stanoveni v séru nebo v plasme:

V séru nebo plasmeé se magnesium vyskytuje ve trech
formach. 55% horecnatych iontu je volnych, asi 30%
je vazano na bilkoviny, zejména na albumin a 15% -
se vyskytuje ve formé komplexnich sloucenin ( citrat,
fosfat atd.).



Horcik ( Magnesium)

Referencni rozmeazi:

horcik celkovy
S/P  0,65-1,05 mmol/l
moc¢ 3,0-5,0 mmol/24 hod

horcik ionizovany
krev 0,40-0,65 mmol/I



a) Celkové magnesium:

Fotometrické metody:

Stanoveni s xylidylovou modri (magon):

o Mg?* + xylidylova modr v alkalickém prostredi

e Vznik purpurové diazoniové soli, abs. max. 600 nm

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

Stanoveni s Arzenazo:

* Mg?* reaguji v alkalickém prostfedi s chromogenem
arzenazo

e Vznik fialového komplexu, abs. max. 570 nm

* Interferenci vapniku zabranéno specifickym
komplexotvornym cinidlem



a) Celkové magnesium — pokr.:

Fotometrické metody:
Stanoveni s Chlorphfosphonazo llI

Chlorophosphonazo Il (CPZ Ill) reaguje s horeCnatymi
ionty za vzniku komplexu Mg-CPZ II.

Interferenci Ca %* zabranuje EGTA ( ethylen
bis(oxyethylennitrilo)tetra-octova

kyselina) - inhibuje vazbu vapniku na CPZ Il
pH 7,5



a) Celkové magnesium — pokr.:

Stanoveni s calmagitem:

* Fotometrické stanoveni se provadi rovnéez
v alkalickém prostredi pri 520 nm. Kalcium muze byt
maskovano s EGTA.

Stanoveni s AAS:

e Stanoveni ve provadi po naredéni séra (1:50)
roztokem chloridu lantanitého nebo strontnatého
v kyselém prostredi. Tim se uvolni horecnaté ionty
z komplexu s fosfaty a proteiny. Dojde rovnéz ke
snizeni viskozity. Ke stanoveni se pouziva plamen
acetylén-vzduch. V laboratorich klinické biochemie se
bézné neprovadi.



Volné magnesium - B:
e Stanoveni s ISE — spec. pristroj nebo pristroj na ABR
(Nova Biomedical)

* Kratka zivotnost (1 mésic), nizka frekvence stanoveni,
finan€ni narocnost

e Stanoveni se provadi z plné krve odebrané do
heparinizovanych strikacek ci kapilar

Stanoveni Mg v moci:
* Fotometrické stanoveni ze sbhirané moce
» Specifictejsi stanoveni pomoci AAS

* Vzorek predem okyselit s HCl, rozpustit potencialni krystaly
soli

* U pacientl se sklonem ke zvysené tvorbé krystalti (pro
stanoveni souboru litiazy) okyselit cely objem sbirané moce

* AAS v nékterych laboratorich v modi rutinne



Fosfor anorganicky

* \lyznam
— Spolecné s Ca zajistuje strukturu kosti
— Fosfaty jsou hlavni intracelularni anionty

— Soucasti fosfolipidové membrany, tvori kostru NK, ATP jako energeticky
bohaté molekuly, cAMP jakozto signalni molekuly,
fosforylace/defosforylace proteint ma zédsadni roli pro fizeni
bunécnych procesu a signalnich drah

— Extracelularné je soucasti pufracniho systému ABR
* Poruchy

— Malnutrice

— Onemocneéni ledvin

— Dysbalance hormonalniho systému (jako Ca — PTH, kalcitriol,
kalcitonin)

— Abnormalné vysoké hodnoty fosfatl mudzou vést ke kalcifikaci organ



Fosfor anorganicky

* Doporucena rutinni metoda: UV molybdatova metoda
* Referencni metoda: neexistuje (navrhovana ID-MS, IC)

Stanoveni v séru, plasmée a moci:

* Pomér H,PO, : HPO,?* je v kyselém prostfedi 1:1, pfi pH 7,4
1:4 a v alkalické oblasti 1:9

e 10% fosfatl v séru vazano na protein, 35% tvori komplexy
s natriem, kalciem a magnesiem, zbyvajicich 55% volnych

* V krvi anorganické i organickeé fosfaty

e Stanovuje se fosfor anorganicky, organické estery lokalizovany
v bunécnych elementech



Fosfor anorganicky

Referencni rozmeazi:

S/P  dospéli 0,9-1,5 mmol/I
déti 1-2 roky 1,5-2,2 mmol/l

mo¢ 13,0-42,0 mmol/24 hod



Stanoveni P s molybdenanem amonnym:

* Prostredi kyseliny sirové

* Vznik fosfomolybdatového komplexu (NH,);[PO,(M00O;),,]
e a)detekce pri 340 nm

* b) nebo nasledna reakce fosfomolybdatového komplexu
s redukcnim Cinidlem (kyselina aminonaftolsulfonova — nizka
stabilita) 2 fosfomolybdenovad modf - 650 nm

Stanoveni P s molybdenanem a vanadi¢cnanem amonnym:
* Kyselé prostredi

* Vznik zluté kyseliny molybdatovanadatofosforecné

* Analyza po vysrazeni bilkovin ze supernatantu

e Jinak nadhodnoceni anorganického fosforu (pfri reakci dochazi
k hydrolyze organickych ester()

e Neni vhodna k automatizaci



Zelezo

e \lyznam

— Soucasti metaloproteint — predevsim hemoglobinu,
myoglobinu, cytochromy, katalasy, peroxidasy.... Obecné
kyslik-dependentni enzymy

* Poruchy
— Malnutrice (porucha prijmu, vyssi spotreba)
— Neékteré druhy anemie



Zelezo

 Doporucena rutinni metoda: fotometrie s ferrozinem
* Referencni metoda: neexistuje

Stanoveni v séru nebo plasmeé:

* Fe3*vdzano na transportni betal-globulin
apotransferin .

* Mérena koncentrace zZeleza odpovida Fe3* vdzanému
v serovém transferinu, nezahrnuje zelezo obsazené
v séru jako volny hemoglobin

* BéZné Fe3* obsazuje pouze jednu tretinu vazebnych
mist v transferinu

e Navazana cast - saturace transferinu



Zelezo

Referencni rozmeazi:

S/P M 10,6-28,3 umol/
/ 6,6-26,0 umol/I



Princip stanoveni Fe:

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

* Tvorba barevnych komplexu

e Fotometrické stanoveni



Stanoveni zeleza s ferrozinem:

* Zelezo se uvolni z komplexu s transferinem pFidanim
citratového pufru (pH<2)

* Fe3* redukovano kyselinou askorbovou na dvojmocné
* Fe?*s ferrozinem modry komplex, abs. max. 570 nm

Stanoveni zeleza s bathofenantrolinem:
* V minulosti nejcastéji pouzivana
* Neni vSak vhodna pro automatizaci (deproteinace),

* pak se trojmocné zelezo s kyselinou thioglykolovou
redukovalo na dvojmocné.

* S bathofenantrolinem pak dava Fe?* cerveny komplex.



Interference:

* Prifotometrickych stanovenich hemolyza
zanedbatelny vliv

e Veétsi vliv hemolyza pri stanoveni pomoci AAS
Stanoveni v moci:

* AAS

* Provadi se zridka

* Nizkda koncentrace zeleza v mocCi — nevhodné
fotometrické metody



Celkova a volna vazebna kapacita zeleza:

* Celkova vazebna kapacita zeleza (TIBC) je metoda, ktera se vyuziva
k vypoCtu saturace transferinu:

Koncentrace Fe v séru
Saturace transferinu (%) = ----------------—--—--—--——- x 100
Konc. TIBC

* V soucasnosti minimalni pouziti

Vypocet saturace transferinu — provadi se z koncentrace
transferinu a zeleza
Koncentrace Fe v séru (umol/l)
Saturace transferinu (%) = -==========cmmmmmmmccaeeee x 3,98 x100
Konc. Transferinu (g/l1)



Referencni rozmeazi:

S/P celkova vazebna kapacita
45-75 umol/I

saturace transferinu zZelezem
M 0,21-0,40
/ 0,20-0,36



Stanoveni celkové vazebné kapacity zeleza:

V minulosti — nelze automatizovat

Pridavek nadbytku roztoku chloridu zeletitého -
vysyceni transferinu

Pridat pevny uhliCitan horeCnaty — reaguje s
prebytecnym Fe

Smeés se promicha, po pul hodiné odstredi

V supernatantu se stanovi koncentrace Fe
odpovidajici celkové vazebné kapacitée zeleza



Stanoveni volné vazebné kapacity zeleza:

Alkal. pufr, pridavek znamé konc. Fe?* v nadbytku.
Specificka vazba na transferin
Nezreagované Fe?* stanoveny s ferrozinem

Rozdil mezi koncentraci puvodné pridavanych Fe?* a
stanovenou koncentraci = volné vazebné kapacite

Celkova vazebna kapacita - soucet volné vazebné
kapacity a sérového zeleza



Stopové prvky

Soucasti metaloproteint — obvykle v centru
zamysleného ucinku enzymu

Cu, Zn, Se, Cr, Co, Mn, Mo

Velmi nizké koncentrace v séru i moci, proto je
potreba velmi citliva analyticka metoda a taky
predejit kontaminaci vzorku — AAS / AES-ICP

Meéri se pro kontrolu suplementace, poruchu
vstrebavani, pripadné genetickou poruchu
zpusobujici onemocnéni



Stopové prvky
MED

Analyzovany material: S, P, U
Stabilita: S 2 tydny (+4 °C), 1r (-20 °C)

Specialni preanalytické poZzadavky: obecna pravidla pro
stopovou analyzu

Referencni rozmezi: S,P M 11,0-22,0 umol/|
Z 12,5-24,0 umol/I
du 0,2—-0,9 umol/24h



Stopové prvky
ZINEK

Analyzovany material: S, P, U
Stabilita: S 2 tydny (+4 °C), 1r (-20 °C)

Specialni preanalytické pozadavky: zabranit kontaktu
S gumou

Referencni rozmeazi:
S,P 9,5-19,0 umol/l
dU 3,0—-9,0 pmol/24h



Stopové prvky
SELEN

Analyzovany material: S, P, B
Stabilita: S 2 tydny (+4 °C), 1r (-20 °C)

Specialni preanalytické poZzadavky: obecna pravidla pro
stopovou analyzu

Referencni rozmezi: S,P 0,8 —1,2 umol/I

dUu 0,1-0,4 pmol/24h



Stopové prvky

MANGAN

Analyzovany material: S, P, B, tkané
Stabilita: S 2 tydny (+4 °C), 1r (-20 °C)

Specialni preanalytické pozadavky: obecna pravidla pro
stopovou analyzu

Referencni rozmezi: S,P 7,0 —13 nmol/I

dUu 9,0-36,0 nmol/24h



Stopové prvky

CHROM

Analyzovany material: S, P, B
Stabilita: S 2 tydny (+4 °C), 1r (-20 °C)

Specialni preanalytické poZadavky: obecna pravidla pro
stopovou analyzu

Referencni rozmezi: S,P 1 — 10 nmol/l

dU 9,6-38,5 nmol/24h



Stopové prvky

MOLYBDEN

Analyzovany material: S, P, B
Stabilita: S 2 tydny (+4 °C), 1r (-20 °C)

Specialni preanalytické poZadavky: obecna pravidla pro
stopovou analyzu

Referencni rozmezi: S,P 1,0 —30 nmol/I

dU 208-313 nmol/24h



METODY STOPOVE ANALYZY PRVKU

Referencni metoda: Neutronova aktivacni analyza (NAA)

nedestruktivni

Doporucené metody:
«  ATOMOVA ABSORPCNI SPEKTROMETRIE
- PLAMENOVA (FAAS)
- S ELEKTROTERMICKOU ATOMIZACI (ETA-AAS)

e  ATOMOVA EMISNI SPEKTROMETRIE S INDUKCNE VAZANYM
PLAZMATEM (ICP-AES) a jeji modifikace



METODY STOPOVE ANALYZY PRVKU

ATOMOVA EMISNi SPEKTROMETRIE S INDUKCNE
VAZANYM PLAZMATEM

e vyboj vznika v proudu argonu — ten protéka plazmovou hlaviciv
kruhové indukcni civce kde protéka vysokofrekvencni proud a vznika
elektromagnetické pole

* teplota 5000° - 10000° K

 dochazi snadno k vypareni aerosolu vzorku, disociaci, atomizaci a
excitaci atomG prvku

« carovou emisi excitovanych atom( a iontu je tvofeno zareni

 zareni je monochromatizovano v mrizkovém spektralnim pristroji a
detekovano

*  multiprvkova analyza



* Dékuji za pozornost



