Natrium, kalium, chloridy — S,P,U

e Stanoveni na ISE modulech
* Spolecné stanoveni

* Tri ISE elektrody, jedna referencni
(argentchloridova elektroda )

» Mefri se rozdil potencialu mezi IS
elektrodou a referencni elektrodou.

» |SE elektroda meri aktivitu, prepocet na
koncentraci pomoci aktivitniho koeficientu

* Neprima a prima potenciometrie




Metoda neprima - historicky starsi

* Analyza vzorku znacne naredeneho
(napr. 30x) diluentem o vysoké iontove
sile

* Generovany elektricky potencial
porovnavan s potencialem standardnich

roztoku — korekce na teplotu nebo
elektricke nestability

» Koncentrace iontu se pocita podle
Nerstovy rovnice




Metoda neprima

Vysledky odpovidaji mereni plamenovou emisni
spektrofotometrii

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

Namerene 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




Jednotlive ISE elektrody

Elektrody integrované - integrovana
chipova technologie

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

Makrocyklicke ionofory - molekuly s

dutinou, ve ktere jsou pevné vazane ionty
- crown etery




Sodik ( Natrium)

Doporucena rutinni metoda: FAES (s Li
spektralnim pufrem), ISE direct, ISE indirect

Referencni metoda: ID-MS, FAES,
|IC (navrzena)

Hlavni extracelularni kationt — reprezentuje 90 %
vsech kationtu v plasmé

Hraje centralni roli v distribuci vody

Vyrazne se podili na osmotickém tlaku
v extracelularni tekutine




Stanoveni Na pomoci ISE:
 sklenéna sodikova elektroda

* nebo crown eterovy pripadne crown malonatovy
lonofor integrovany do iontoveselektivni plastove
membrany (PVC, teflon)

Enzymaticke 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 meri kineticky pri 420 nm




Stanoveni Na plamenovou emisni
spektrofotometrii:

» Excitovane atomy Na emituji spektra
s ostrou carou pri 768 nm

» Rutinne se jiz nepouziva




Draslik (Kalium)

DoporucCena rutinni metoda: FAES (s L1
spektralnim pufrem), ISE direct, ISE indirect

Referencni metoda: ID-MS, FAES,
|IC (navrzena)

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

Vysoka koncentrace uvnitr bunek zajistena
pomalou difuzi pres bunécnou membranu ven

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

Interference: Hemolyza zvysuje hodnoty drasliku




Stanoveni K pomoci ISE:

* PVC membrana, v ni zabudovan valinomycin
(na principu iontove vymeny)

Stanoveni K plamenovou emisni spektrofotometrii:

» Excitovane atomy K emituji spektra s ostrou
carou pri 589 nm

* Rutinne se nepouziva

Enzymaticke stanoveni K:

* Metoda zalozena na aktivaci vhodneho enzymu
lonty drasliku

* Napr. tryptofanasa se substratem tryptofanem
* Metoda neni doporucena




Chloridy

Doporucena rutinni metoda: Coulometrie,
ISE direct, ISE indirect

Referencni metoda: Coulometrie

Hlavni extracelularni aniont - nejvetsi
frakce anorganickych aniontu v plasme

Zasadni role v normalni distribuci vody

Vyrazny podil na osmotickém tlaku
v extracelularni tekutiné




Stanoveni Cl pomoci ISE:
* Polymerni membrana — v ni kvarterni amoniove soli
* Naptr. trioktylpropylamonium chlorid dekanol

 Membrana zajist'uje iontovou vymenu soli
z membrany s chloridovymi ionty

* Neékteré firmy pouzivaji chloridovou elektrodu
v pevne fazi (AgCl)

Coulometrie:

- Stanoveni chloridu zalozeno na generaci Ag+ ze
stribrné anody konstantni rychlosti (konst. proud)

 lonty stribra reaguji s chloridy - chlorid stribrny

« V bodé ekvivalence se generace stribrnych iontu
zastavi

* Obsah chloridl primo umérny €asu
 Rutinné se nepouziva




Spektrofotometrické stanoveni ClI:

. 2CI + Hg(SCN), >HgCl, + 2 SCN-
« 3SCN-+ Fe** - Fe (SCN),

» cerveny thiokyanatan zelezity se
fotometruje

* VvV soucasnosti se nedoporucuje




Natrium, kalium, chloridy- B

» Stanoveni v plné krvi

* Provadi se na pristrojich na mereni ABR
pomoci ISE elektrod na Na, K a CI

v heparizovanych strikackach nebo
kapilarach




Vapnik (Kalcium)

* Doporucena rutinni metoda:

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

 Referencni metoda: ID-MS, FAAS,
|IC (navrzena)




Stanoveni vapniku v S,P,B :

Tri formy

Y2 vazana na bilkoviny (80% na albumin, zbytek
na globuliny)

6% - ve formé komplexnich sloucenin ( citrat,
laktat, hydrogenuhliCitan, fosfat).

necela 1/2 vapnik ionizovany ( volny)

Fyziologicky aktivni pouze ionizovany vapnik
Jeho koncentraci regulouji hormony PTH a 1,25-
dihydroxyvitamin D.

Stanoveni ionizovaného kalcia se masoveé
neprovadi




a)Celkovy vapnik — S,P:

Fotometrické metody:

Stanoveni s o-kresolftaleinkomplexonem:

* Pri pH 12 reaguji vapenate ionty s o-
kresolftaleinkomplexonem

* Vznik stabilniho purpuroveho komplexu
s abs. max. 600 nm

 Magnesium maskovano s 8-
hydroxychinolinem

* Metoda citliva na vzdusny COZ2 - kominky




a) Celkovy vapnik — S.P:

Fotometricke metody:

Stanoveni s arsenazo lll:

* Imidazolovy pufr, pH 6

« vapenate ionty + arzenazo lll 2> modry komplex
» Cinidlo ma specifickou afinitu k vapniku (pH 6)

Stanoveni pomoci AAS:

* Naredeni (1:50) roztokem chloridu lantanitého
nebo strontnateho v kyselém prostredi

* Plamen acetylén-vzduch, Ca-lampa

» Naredéni podpori disociaci - uvolneni z fosfatu,
snizeni viskozity

« Stanoveni se beézné neprovadi




b) Volné (lonizovaneé) kalcium - B

Pomoci ISE na specialnim pristroji nebo pristroji
na ABR

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

Vydava se | vysledek prepocitany na pH 7,4
ISE elektroda meri 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 sbhirané moce
Specifictejsi stanoveni pomoci AAS

Vzorek predem okyselit s HCI, rozpustit
potencialni krystaly soli

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

AAS v nekterych laboratorich v moci rutinne




A A &4

HorcCik ( Magnesium):

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

Referencni metoda: FAAS, IC (navrzena)

Stanoveni v seru nebo v plasme:

V seru nebo plasme se magnesium vyskytuje ve
trech formach. 55% hofecCnatych iontu je
volnych, asi 30% je vazano na bilkoviny,
zejmeéna na albumin a 15% - se vyskytuje ve
formeé komplexnich sloucCenin ( citrat, fosfat atd.).




a) Celkové magnesium:

Fotometricke metody:

Stanoveni s xylidylovou modfi (magon):

« Mg?* + xylidylova modfr v alkalickém prostredi

* Vznik purpurove diazonioveé soli, abs. max. 600
nm

« Ca?" maskovany s EGTA (kyselina etylen glykol
— bis(aminoetyl) tertraoctova)

Stanoveni s Arzenazo:

« Mg?* reaguiji v alkalickém prostredi
s chromogenem arzenazo

* Vznik fialoveho komplexu, abs. max. 570 nm

* Interferenci vapniku zabraneno specifickym
komplexotvornym cCinidlem




a) Celkové magnesium — pokr.:

Stanoveni s calmagitem:

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

Stanoveni s AAS:

» Stanoveni ve provadi po naredeni sera (1:50)
roztokem chloridu lantaniteého nebo strontnatého
v kyselem prostredi. Tim se uvolni horeCnatée
ionty z komplexu s fosfaty a proteiny. Dojde
rovnez ke snizeni viskozity. Ke stanoveni se
pouziva plamen acetylén-vzduch. V laboratorich
klinické biochemie se bezné neprovadi.




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

* Kratka zivotnost (1 mésic), nizka frekvence
stanoveni, financéni narocnost

« 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 HCI, rozpustit potencialni
krystaly soli

« U pacientu se sklonem ke zvySené tvorbé krystalu

(pro stanoveni souboru litiazy) okyselit cely objem
sbirané moce

* AAS v néekterych laboratorich v mo¢i rutinné




Fosfor anorganicky

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

Stanoveni v séeru, plasmé a moci:

« Pomér H,PO, : HPO,# je v kyselém prostiedi 1:1, pfi pH
7,4 1:4 a v alkalické oblasti 1:9

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

* V krvi anorganicke i organické fosfaty

« Stanovuje se fosfor anorganicky, organicke estery
lokalizovany v bunecnych elementech




Stanoveni P s molybdenanem amonnym:

Prostredi kyseliny sirove

Vznik fosfomolybdatoveho komplexu
(NH,4)3[PO4(M0O;),,]

a) detekce pri 340 nm

b) nebo nasledna reakce fosfomolybdatového komplexu
s redukCnim Cinidlem (kyselina aminonaftolsulfonova —
nizka stabilita) - fosfomolybdenova modr - 650 nm

Stanoveni P s molybdenanem a vanadiChanem amonnym:

Kyselé prostredi
Vznik zluté kyseliny molybdatovanadatofosforecne
Analyza po vysrazeni bilkovin ze supernatantu

Jinak nadhodnoceni anorganickeho fosforu (pfri reakci
dochazi k hydrolyze organickych esteru)

Neni vhodna k automatizaci




Zelezo

* Doporucena rutinni metoda: fotometrie s
ferrozinem

» Referencni metoda: neexistuje

Stanoveni v séru nebo plasme:

« Fe3* vazano na transportni beta1-globulin
apotransferin .

» Méfena koncentrace Zeleza odpovida Fe’*
vazanému v seérovem transferinu, nezahrnuje
Zelezo obsazené v seru jako volny hemoglobin

» Bézné Fe’* obsazuje pouze jednu tietinu
vazebnych mist v transferinu

« Navazana cast - saturace transferinu




Princip stanoveni Fe:

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

« Tvorba barevnych komplexu

 Fotometrickeé 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 dvojmocne.

« S bathofenantrolinem pak dava Fe?* ¢erveny
komplex.




Interference:

* Pri fotometrickych stanovenich hemolyza
zanedbatelny vliv

» Vetsi vliv hemolyza pri stanoveni pomoci
AAS

Stanoveni v moci:
e AAS
 Provadi se zridka

* Nizka koncentrace zeleza v mocCi —
nevhodné fotometrické metody




Celkova a volna vazebna kapacita zeleza:

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

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

* V soucasnosti minimalni pouziti

VypocCet saturace transferinu — provadi se z koncentrace
transferinu a zeleza
Koncentrace Fe v séru (umol/l)
Saturace transferinu (%) = ========mmmemmcmmceeeeeeeeee x3,98
Konc. Transferinu (g/l)




Stanoveni celkoveé vazebné kapacity zeleza:

V minulosti — nelze automatizovat

Pridavek nadbytku roztoku chloridu zeletitého -
vysyceni transferinu

Pridat pevny uhliCitan hofeCnaty — reaguje s
prebytecnym Fe

Smeés se promicha, po pul hodiné odstredi

V supernatantu se stanovi koncentrace Fe
odpovidajici celkove vazebné kapacite zeleza




Stanoveni volné vazebne kapacity zeleza:

 Alkal. Pufr, pfidavek znamé konc. Fe?* v
nadbytku.

» Specificka vazba na transferin
« Nezreagované Fe?* stanoveny s ferritinem

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

» Celkova vazebna kapacita - soucet volné
vazebné kapacity a seroveho zeleza




