CVICENI zZ KLINICKE BIOCHEMIE

Uloha &. 2
STANOVENI GLUKOSY

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

A) Stanoveni provedte setem Glukosa a Oxochrom Glukosa fy. Lachema, a to bez
deproteinace. Popiste mechanismus provedeného stanoveni.

B) Na enzymové metodé stanoveni glukosy lze dokumentovat negativni interferenci
kys. askorbové.

Proved'te opét enzymové stanoveni glukosy - nasad’te k pokusu blank, standard,
vzorek séra plus vzorek séra s 50 ul kys. askorbové. Vysvétlete vliv kys.
askorbové.

C) Semikvantitativni stanoveni - Pomoci reagencnich papirkli Dextrostix stanovte
koncentraci glukosy ve vlastni kapilarni krvi.

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

HEMOGLOBIN A JEHO DERIVATY

Zakladni typy hemoglobini nachazejicich se v krevnim fecisti oxyhemoglobin HbO, a jeho
deoxygenovana forma deoxyhe moglobin _deoxyHb se lisi svymi absorp&nimi spektry v oblasti
500 - 600 nm. HbO, vykazuje dvé vyrazna absorpéni maxima pifi 541 a 576 nm, zatimco

deoxyHb v této oblasti pouze jediny Siroky absorp¢ni pas (555 nm).

Dalsim modifikovanym hemoglobinem v krvi je toxicky karbonylhemoglobin (karboxyHb,
HbCO). CO se fyziologicky v malém mnozstvi tvofi odbouravanim bilirubinu, vyssi
koncentrace v inhalovaném vzduchu zpusobuji otravu. Afinita hemoglobinu k CO je 218 krat
vysSi 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 sta 1a a CO se z molekuly uvoltiuje 10 000 krat pomaleji nez

kyslik.

Absorpéni spektrum HbCO je velmi podobné spektru oxyhe moglobinu (maxima 539 a
568 nm). RozliSeni obou spekter lze docilit pridavkem redukcniho Cinidla, ktery vycerpa

z roztoku kyslik a HbO, pfejde na deoxyHB. Absorpéni spektrum HbCO se neméni.

Methemoglobin (metHb) je oxidovana forma hemoglobinu (oxy- ¢ deoxy-), ve které je Fe*'

. , 3 p w2 ; , .
oxidovano na Fe’'. MetHb ne ni schopen reverzibilng vazat kyslik a neni schopen ho ani
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transportovat. Fyziologicky vznika 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 pfitomnosti Ks[Fe(CN)s] pfipravi stabilni derivat kyan-
methemoglobin, ktery vykazuje ve viditelné oblasti jedimé absorpéni maximum pii 540 nm,

g =11000 l.molt.cm™

PRAKTICKA CAST
A. Priprava hemolyzované krve

Do Eppendortky odpipetujte 0.5 ml nesrazlivé krve a zcentrifugujte (Smin). Krevni plasmu
odlejte a buiky promyjte fyziologickym roztokem. Opét zcentrifugujte. K sedimentovanym
bunkam pridejte 1 ml destilované vody a intenzivné protfepejte a zcentrifugujte.

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

B. Priprava karbonylhemoglobinu
COHD pripravte tésne pred méfenim spekter.

CO se pripravi rozkladem kys. mravenci kyselinou sirovou. Do odsavaci nadoby nalejte 30 ml
kys. mravenCi, opatrn€ pfipustte 50 ml konc. kys. sirové, pfipadné€ opatrné krouzivym
pohybem promichejte. Vyvijejicim se plynem opatrné probublavejte jednu ze zkumavek.
Pozorujte ztmavnuti hemolyzované krve.

Ostatni formy hemoglobinu

K oxidaci hemoglobinu na metHb pouzijete K;[Fe(CN)g], k pifipravé deoxyHb dithioniitan
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. + dithioni¢itan
3. + K5[Fe(CN)s] + KCN (jed!) 6. + K;[Fe(CN)s] + KCN

D. Stanoveni hemoglobinu

Do zkumavky pipetujte 2 ml roztoku podle van Kampena a Zijlstra (0.2 g/l K;[Fe(CN)g],
0.05 g/l KCN, 0.14 g/l KH,PO,) pridejte 20 ul krve. Po 10 min. zméfte absorbanci pfi 540 nm

proti slepému vzorku.
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STANOVENI GLUKOSY ZA POUZITI ENZYMOVEHO ANALYZATORU ECA 20

Ke stanoveni se pouZzivaji vzorky krve n. krevniho séra fedéné v poméru 1:50 (20 pl + 1 ml tlumivého roztoku).

Pfiprava méfent:

1. Pipravte standardni roztok glukosy (fedéni z4sobniho roztoku 1:50). Do eppendorfky odlijte 1.5 ml a vlozte
do kruhového stojanu pfistroje do fialové pozice (pozice oznatené Carou resp. fialové jamky jsou urCeny pro

standardni roztoky).

2. Nafed'te do mikrozkumavek piipravené vzorky krevniho séra vyse uvedenym zpisobem a vloZte do stojanu

za standard. Totéz proved’te s kontrolnim sérem Exa. Stanoveni proved’te v tripletech.
3. Stanovte koncentraci glukosy ve vlastni kapildrni krvi. Pripravte si mikrozkumavku s 1 ml tlumivého
roztoku. Z kapky krve odpipetujte pfimo do sklenéné mikropipety 20 pl krve a dokonale vyplachnéte v

nachystaném roztoku. Po promichani vlozte do stojanu.

Piistroj uvedete do provozu prepnutim tlacitka ze STAND-BY polohy do polohy +.

Po stabilizaci pftistroje se vlastni méteni spousti zmacknutim tlac¢itka START/STOP.
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