Klinicko-biochemicka diagnostika

1 _Kvalitativai ¥

2. Semikvantitativni analyza —
diagnostické prouzky

3. Kvantitativni analyza

Spektroskopické metody
- Absorpcni
= Fotometrie — UV/VIS (kolorimetrie) - bar. Latky, NAD(P)H
1 cni spektroskopie (AAS) — Ca, Mg, Fe, Cu,
Mg, Mn, Zn, ...
- Emisni
= Plamenova emisni fotometrie (PES) — Na, K, (Ca, Mg, Li),...
Potenciometrické metody
[] DH
= Krevni plyny — pCO,, pO,
= Iontové selektivni elektrody — Na, K, Ca

Elektroforetické metody — bilkoviny, isoenzymy, lipoproteiny
Imunochemické metody — bilkoviny, peptidy, hormony, TDM

Chromatografické metody — glykovany Hb, Iétiva,
metabolity,...

Analyza anorganickych latek




KATIONTY: Na*, K+, Ca2*, Mg?+, Fe, Zn, ...

PES — vzorek se rozprasuje do plamene ( propan ~ 1925 °C,
acetylen ~ 3000 °C)
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AAS - radové citlivéjsi; Ca, Mg, Zn, Cu, Al, Fe

ISE — méri aktivitu iontl (zavisi na iontové
sile, vazbé na bilkoviny a anionty)
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Na* (128-145 mmol/I), K* (3.0-5.2 mmol/l)

vétsinou kvantifikovany soubézné
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2. ISE — Na (specialni sklo), K (valinomycinova eloda)
3. fotometrické metody

a) Na* enzymaticky

CH,0H

CH,0H . o

-galaktosidasa
O,N #9 O,N

2-nitrofenyl-galaktosid
bezbarvy

Vyvazani nadbytku Na*:
Na* + kryptand .. Na*-kryptand

b) K* enzymaticky

+

K
PEP + ADP - + ATP
[r———yrTVatkinasa

pyruvat ++ H+

Iinterference Na* (Na-kryptand),
NH4* (preinkubace s glutamatdehydrogenasou)

NH,* + a-ketoglutarat + NADH + H* GD, Glu + NAD* + H,0

laktdt + NAD+

) vazba do chromogennich crown-ether(l (18-crown-6)

Caz* (2.5 mmol/l)
volny
L —
transport plasmou na albuminu (nespecificka vazba,
12-30 Ca na molekulu Alb, kompetice mezi H* a Ca?*),
vazba na globuliny (Alb/globuliny ~ 7/2),
vazba i s HCO?, laktat, citrat ..
I zavisi napH !

Ca2"-prot
1.25 mmol/l

- Lionizovany“Ca®*
Lneionizovany* Ca 1.15 mmol/l
(soli, komplexy)

01 mmal/l




Stanoveni Ca2+

Celkovy Ca
m PES, AAS

m Fotometrie — tvorba barevnych komplext
(alizarin, methylthymolova modf, o-kresol-
ftaleinkomplexon)

Ca?* + o-kresolftalein —— Cerveny komplex (570 nm)

Ionizovany Ca - ISE
Iontové selektivni membrana:

fEREmEREE — na bazi organofosfatd
(dioktylfenylfosfat)

Neutralni nosice s vhodnymi stérickymi a
elektrostatickymi vlastnostmi

ht[(‘:z"'| T - Yca2+ = 0.29
N, kol Komplikace — koncentrace
[ \ Ca?* zavisi na pH
i N

- : . = standardizace
S ey e o pH napH7.4

Mg2* (0.65 — 1.05 mmol/1), 71% volny, 229 Alb, 7% globuliny

Poskytuje barevné komplexy s fadou latek
mieeeieweodi:. | — komplex 510 a 600 nm

kalmagit = fialovy komplex 532 nm

Enzymové metody (komplex Mg.ATP)

glycerolkinasa

Glycerol + Mg.ATP ——— glycerol-3-P + Mg.ADP
glycerol-P-oxidasa .

hexokinasa
D-glukosa + Mg.ATP—— D-glukosa-6-P + Mg.ADP

Glukosa-6-P-dehydrogenasa + | NADPH




Fe (7.16 — 28.6 umol/l), so0- 1600 ug/t
AAS
kolorimetrie
Fe2+ - barevné komplexy s fadou latek
bathofenantrolin, trispyridyltriazin (TPTZ), ferrozin
(3-(2-pyridyl)-5,6-bis(4-fenylsulfonat)-1,2,4-triazin)
1. Disociace Fe z transferinu (kyselé prostredi)

2. Redukce Fe3+ na Fe?* (hydrazin, hydroxylamin,
kys. thioglykolova, askorbova, sificitan, ...
3. Tvorba komplex{ a fotometrie
Stanoveni ferritinu 15 - 200 ug/L
TIBC - celkova vazebna kapacita 2500 - 4000 pg/L
nepfimé stanoveni transferinu

Saturace transferinu nadbytkem Fe, odstranéni nadbytku
adsorbentem (ionexy, MgCO;), stanoveni koncentrace
Fe v plvodnim vzorku a po nasyceni

ANIONTY: CI- (101 — 111 mmol/I)

1. Merkurimetricka titrace

2 CF + Hg(NO), = HgCl, + 2 (NO,)-
nadbytek Hg2* + bisfenylkarbazon = modry komplex

2. Coulometricka titrace (referencni metoda)

titrace Ag* vznikajicich elektrolyzou Ag elektrody, méfi se doba
rozpousténi elektrody do ekvivalentniho bodu)

3. Fotometrické stanoveni - thiokyanatova metoda

Hg(SCN), + 2 CI = HgCl, + 2 SCN-
3 SCN- + Fe3* = Fe(SCN); ... Cerveny komplex

Anorganicky fosfor (0.81 —1.55 mmol/Il)

H,PO,", HPO,?
T T acrood, 1.9 alkalosa, 1:4 pH 7.4,
100:1 pH 4.5 v modi)

1. tvorba fosfomolybdenovych komplex@ v kyselém
prostiedi
- méfeny pfimo : (NH4);[P(M050,0),4] ... 340 nm
- po redukci na fosfomolybdenovou modf ... 600 nm
(kys. askorbova, kys. aminonaftolsulfonova, SnCl2, ..)




2. Enzymové metody
%

fosforylasa
fosfat | + glykogen

fosfoglukosamutasa
glc-lp —————> glc-6-P

glc-6-P-DH

glc-6-P /\ 6-P-glukonat

NADP* NADPH][+ H"

Scopes:

F-1,6-P-aldolasa
fruktosa-1,6-bisP ————» glyceraldehyd-3-P

ga-3-P-DH

fosfoglyceratkinasa

—> 1,3-P-glycerat /—\ 3-P-glycerat

ADP ATP

hexokinasa
glc-6-P gle

ADP




