CVICENI Z KLINICKE BIOCHEMIE

ULOHA ¢.3 — STANOVEN{ NiZKOMOLEKULARNICH LATEK

STANOVENI GLUKOSY

Stanoveni glukosy v krevnim séru ¢i plasmé ma velky vyznam pfi diagnostice diabetu.

A) Stanoveni proved'te setem Glukosa fy Reanal, a to bez deproteinace. Popiste
mechanismus provedeného stanoveni.

Na enzymové metodé stanoveni glukosy I1ze dokumentovat negativni interferenci
kys. askorbové. Pfi enzymovém stanoveni glukosy k pokusu nasad'te blank,
standard, vzorek séra a vzorek séra s 50 pul kys. askorbové. Vysvétlete vliv kys.
askorbové.

B) Stanoveni koncentrace glukosy ve vlastni kapilarni krvi pomoci osobniho
glukometru.

C) Za pouziti enzymového analyzatoru stanovte obsah glukosy ve vzorcich séra a
vlastni kapilarni krvi.

STANOVENI GLUKOSY ZA POUZITI ENZYMOVEHO ANALYZATORU ECA 20

Ke stanoveni se pouzivaji vzorky krve n. krevniho séra redéné v pomeru 1:50 (20 ul + 1 ml
tlumivého roztoku).

Priprava méreni:

1. Pripravte standardni roztok glukosy (Fedeéni zasobniho roztoku 1:50). Do eppendorfky
odlijte 1.5 ml a vilozte do kruhového stojanu pristroje do fialové pozice (pozice oznacené
carou resp. fialové jamky jsou urceny pro standardni roztoky).

2. Naredte do mikrozkumavek pripravené vzorky krevniho séra vyse uvedenym zpiisobem
a vlozte do stojanu za standard. Totéz provedte s kontrolnim sérem Exa. Stanoveni provedte
v tripletech.

3. Stanovte koncentraci glukosy ve vlastni kapilarni krvi. Pripravte si mikrozkumavku s 1 ml
tlumivého roztoku. Z kapky krve odpipetujte primo do mikropipety 20 ul krve a dokonale

vyplachnéte v nachystaném roztoku. Po promichani viozte do stojanu.

Pristroj uvedete do provozu prepnutim tlacitka ze STAND-BY polohy do polohy +.
Po stabilizaci pristroje se viastni mereni spousti zmacknutim tlacitka START/STOP.
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STANOVENI DUSIKATYCH METABOLITU V SERU — KREATININ

Hlavni dusikaté odpadni produkty, které se vyskytuji v krevnim séru, jsou mocovina,
kreatinin a kyselina mocova. Tyto latky vznikaji jako konetné produkty metabolismu

aminokyselin a nukleovych kyselin.

Mnozstvi mocoviny v séru je zavislé na mnozstvi odbouranych bilkovin a na vylucovaci
funkci ledvin. VétSina zdravych lidi ma koncentraci mocoviny v séru v rozmezi 3-8 mmol/l.
Tato koncentrace je odrazem slozeni stravy (pfijem bilkovin), a pokud nejsou poruseny
funkce jater nebo ledvin, i odrazem katabolismu bilkovin. Zvysené hladiny se objevuji
zejména pii ledvinovych poruchach, otravach, zvySeném piisunu bilkovin atd., snizené jsou

napf. pti akutnim selhani jater.

Mnozstvi kreatininu vytvorené v organismu je na rozdil od mocoviny jen velmi malo zavislé
na piisunu proteinti, kreatinin je produktem metabolismu svalovych bunék. Jeho hladina v
séru je pomérné¢ konstantni a zavisla na mnozstvi svalové hmoty organismu, je ovliviiovana
svalovou praci. Stale hodnoty kreatininu v séru se vyuziva pro ovéfeni vyluCovaci funkce
ledvin — tzv. ledvinové (kreatininové) clearence. ZvySené hodnoty kreatininu se objevuji

zejména pii poruchach funkce ledvin, snizeni napf. pti svalové dystrofii.

Obsah kys. mocové, kterd je konecnym produktem metabolismu purini se zvySuje pfi
nadmérném rozpadu bun¢k (pneumonie, leukemie, anemie atd.), v t€hotenstvi, pti hladovéni
atd. Pii ledvinové nedostatecnosti se jeji hladina rovnéz zvysuje, ale pomaleji nez hladina

mocoviny a kreatininu.

Ukol:

Sety fy Reanal stanovte koncentraci kreatininu v neznamém vzorku séra, ve dvou vzorcich
moci a v kontrolnim séru. Vyhodnot'te funkci ledvin na zakladé kreatininové clearence pfti

denni produkci moci 1.5 litru.
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HEMOGLOBIN A JEHO DERIVATY

Zakladni typy hemoglobinti nachdzejicich se v krevnim fecisti oxyhemoglobin HbO; a jeho
deoxygenovana forma deoxyhemoglobin — deoxyHb se 1i§i svymi absorpénimi spektry
v oblasti 500 - 600 nm. HbO, vykazuje dvé vyraznd absorpcni maxima pii 541 a 576 nm,

zatimco deoxyHb v této oblasti pouze jediny Siroky absorpcni pas (555 nm).

Dal$im modifikovanym hemoglobinem v krvi je toxicky karbonylhemoglobin (karboxyHb,
HbCO). CO se fyziologicky v malém mnozstvi tvofi odbourdvanim bilirubinu, vyssi
koncentrace v inhalovaném vzduchu zplisobuji otravu. Afinita hemoglobinu k CO je 218 krat
vyss$i nez ke kysliku (pfi koncentraci 0.1 % CO v inhalovaném vzduchu je pfes 50 %
hemoglobinu zablokovano). Ackoli CO "reaguje" s hemoglobinem podstatné pomaleji nez
kyslik, vznikla jednotka je velmi stala a CO se z molekuly uvolituje 10 000 krat pomaleji nez

kyslik.

Absorpéni spektrum HbCO je velmi podobné spektru oxyhemoglobinu (maxima 539 a
568 nm). RozliSeni obou spekter 1ze docilit pfidavkem redukéniho ¢inidla, ktery vycerpa

z roztoku kyslik a HbO, ptejde na deoxyHb. Absorpéni spektrum HbCO se neméni.

Methemoglobin (metHb) je oxidovana forma hemoglobinu (oxy- &i deoxy-), ve které je Fe*™-
oxidovano na Fe’". MetHb neni schopen reverzibilng vazat kyslik a neni schopen ho ani
transportovat. Fyziologicky vznik4 autooxidaci hemoglobinu, jeho koncentrace v krvi je vSak

nizsi nez 1 %. Ve vysokych koncentracich vede k cyanoze.
Princip stanoveni hemoglobinu v krvi

Z hemoglobinu se reakci s KCN v ptitomnosti K;[Fe(CN)g] pfipravi stabilni derivat kyano-
methemoglobin, ktery vykazuje ve viditelné oblasti jediné absorpéni maximum pii 540 nm,

g=11000lL.mol .cm™.

PRAKTICKA CAST
A. Priprava hemolyzované krve

Do Eppendorfky odpipetujte 0.5 ml nesrazlivé krve a zcentrifugujte (5 min). Krevni plasmu
odlijte a buiky promyjte fyziologickym roztokem. Opét zcentrifugujte. K sedimentovanym
bunkam piidejte 1 ml destilované vody a intenzivné protiepejte a zcentrifugujte.

Do dvou zébrusnych zkumavek se 2 ml vody pipetujte vzdy 250 pl supernatantu. Prvni
poslouzi jako HbO,, z druhé piipravite HbCO.

B. Priprava karbonylhemoglobinu

COHD pripravte tésné pred mefenim spekter.
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CO se ptipravi rozkladem kys. mravenci kyselinou sirovou. Do odsévaci nadoby nalijte 30 ml
kys. mravenci, opatrné pfipustte 50 ml konc. kys. sirové, pfipadné opatrné krouzivym
pohybem promichejte. Vyvijejicim se plynem opatrné probublévejte jednu ze zkumavek.
Pozorujte ztmavnuti hemolyzované krve.

Ostatni formy hemoglobinu

K oxidaci hemoglobinu na metHb pouZzijete Ks[Fe(CN)g], k ptipravé deoxyHb dithionicitan
sodny.

C. Méreni spekter

Ptimo do méfici kyvety pipetujte 2 ml dest. vody + definované mnozstvi hemolyz. krve (cca
200 pl). Jednotliva spektra proméite v rozmezi 500 - 600 nm.

1. HbO, 4. HbCO
2. + dithioniéitan 5. + dithionicitan
3. + K3[Fe(CN)g] + KCN (jed!) 6. + K3[Fe(CN)g] + KCN
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