Biochemie - Prakticky zapocet

Stanoveni koncentrace hemoglobinu v krvi

Tomas P. Mirchi

Oxidace hemoglobinu na methemoglobin: 2017,v1.0
HbFe" + [Fe"(CN))>* >  HbFe" +  [Fe"(CN)g]*
Hemoglobin Methemoglobin

Prfeména methemoglobinu na kyanmethemoglobin:
HbFe" + CN > HbFe"CN

Methemoglobin Kyanmethemoglobin

Fotometrické stanoveni je zalozeno na oxidaci dvojmocného Zeleza v hemoglobinu
hexakyanoZelezitanem draselnym na trojmocné Zelezo. Vznikly methemoglobin se v dalsi reakci s
kyanidem draselnym preménuje na velmi staly kyanmethemoglobin s jedinym Sirokym absorpénim

maximem ve viditelné oblasti pfi 540 nm.

Hodnoceni: Referenc¢ni rozmezi koncentrace hemoglobinu v krvi(B hemoglobin)pro dospélého muze
je 130-180 g/l a pro zenu 120-160 g/I.

1. Stanoveni koncentrace celkové bilkoviny v séru

Celkovou bilkovinu v séru stanovujeme biuretovou reakci
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Komplex bilkoviny s médi v alkalickém prostfedi

V alkalickém prostiedi v pFfitomnosti médnatych soli davaji bilkoviny fialové zbarveni, vhodné k

fotometrickému stanoveni. Zjednodusené se da fici, Ze se vytvareji komplexni slou¢eniny Cu®* s ionty


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:Komplex_b%C3%ADlkoviny_s_m%C4%9Bd%C3%AD.png

peptidovych vazeb. Vznikly komplex silné absorbuje svétlo v oblasti 540-560 nm. Intenzita zbarveni
komplexu se méfi fotometricky a je pfimo umérna koncentraci bilkovin. Biuretovou reakci obecné
poskytuji latky obsahujici v molekule alespon dvé peptidové vazby (-CO-NH-) nebo dvé skupiny -CO-
NH,. Reakce tedy neni specifickd pouze pro bilkoviny. Nejjednodussi slouceninou reagujici s
médnatymi solemi v alkalickém prostredi je biuret obsahujici dvé peptidové vazby. Aminokyseliny a

dipeptidy nereaguiji.

Soucasti biuretového ¢inidla je siran médnaty, ktery poskytuje Cu® pro tvorbu komplexil s
peptidovymi vazbami, a alkalizujici slozka (hydroxid), ktery pfevede peptidovou vazbu na enolformu a
umozni tak Gcast atomu kysliku v komplexu. Dalsimi slozkami cinidla jsou vinan draselno-sodny,
ktery zabrariuje jako komplexotvornd latka srazeni Cu®* na Cu(OH),, a jodid draselny, ktery chrani

Cu”" pred autoreduki. Citlivost biuretové metody se pohybuje kolem 1-10 g bilkoviny/I.

Referenéni rozmezi: Koncentrace celkové bilkoviny v séru (S-celkova bilkovina): 65-85 g/l

2. Stanoveni koncentrace celkového bilirubinu v séru

Témér vSechny metody pouZivané ke stanoveni bilirubinu jsou zaloZeny na azokopulaéni reakci
bilirubinu s nékterou diazoniovou soli. Nejcastéji se pouZiva diazotovana kyselina sulfanilovd, ktera
vznika reakci kyseliny sulfanilové s dusitanem sodnym v nadbytku kyseliny chlorovodikové - van den
Berghova diazoreakce. Bilirubin reaguje s diazoniovymi solemi za vzniku intenzivné zbarvenych
azosloucenin vhodnych k fotometrickému stanoveni. V pfitomnosti diazotované kyseliny sulfanilové
se bilirubin Stépi na dvé molekuly azobilirubinu. Vznikly azobilirubin se chovad jako acidobazicky
indikator s nékolika barevnymi ptechody, ve slabé kyselém prostrfedi je ¢erveny a v silné alkalickém
modry.

Konjugovany bilirubin reaguje s diazotovanou kyselinou sulfanilovou pfimo a rychle - pfima van den
Berghova reakce . Tato frakce bilirubinu se oznacuje jako ,,pfimy” bilirubin.

Nekonjugovany bilirubin, ktery je Spatné rozpustny ve vodé a je nekovalentné vazan na albumin,
reaguje s diazocinidlem podstatné pomaleji a zbarveni se vyviji aZ po pfidani tzv. akceleratoru -
nepfima van den Berghova reakce. Jako akcelerdtoru se obvykle vyuzivaji alkoholy (methanol,
ethanol) ¢i jiné latky (benzoan sodny, kofein, mocovina). Akcelerator usnadnuje reakci s
diazoCinidlem tim, Ze napomdha uvolnéni bilirubinu z vazby na albumin a rozrusenim vnitfnich
vodikovych mustk( cini bilirubin rozpustnéjsi. Frakce bilirubinu, ktera vyZaduje akcelerator, je
oznacovana jako ,,nepfimy“ bilirubin.

V pfitomnosti akcelerdtoru reaguji vSechny formy bilirubinu. Timto zplUsobem stanovime celkovy
bilirubin. MnoZstvi nekonjugovaného (nepfimého) bilirubinu mizeme vypocitat jako rozdil celkového
a konjugovaného bilirubinu. Fotometrické stanoveni celkového bilirubinu je vhodné provadét v
alkalické oblasti, kde je nejcitlivéjSi a nejméné ruseno jinymi latkami obsazenymi v krevnim séru.
Zasadité prostredi je zajistovano silné alkalickym vinanem.



V soucasnosti je doporucenou rutinni metodou modifikace dle Jendrassik-Gréfa, vyuZivajici jako
akcelerator kofein a benzoan sodny. Pro stanoveni celkového bilirubinu lze pouZit i pfimou
spektrofotometrii, nebot absorbance séra pfi 454 nm je Umérna koncentraci bilirubinu. Vyuziva se
toho napf. pfi stanoveni bilirubinu v nékterych biologickych tekutinach jako je plodovd voda nebo
mozkomi$ni mok. Existuje jesté orientacni zplsob stanoveni bilirubinu, tzv. transkutanni
ikterometrie, ktera nasla uplatnéni v neonatologii pfi vySetfovani novorozeneckych Zloutenek. Pro
méreni se pouZiva rucni pfistroj bilirubinometr, ktery se pfikldada na celo novorozence. Bilirubin je
silné fotosenzitivni, proto je nutno vzorky uchovdvat ve tmé a zpracovavat co nejdrive
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C. Nepfimy bilirubin
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Fyziologické hodnoty: Koncentrace celkového bilirubinu v séru (fS - celkovy bilirubin): do 17 umol/I

3. Stanoveni koncentrace triacylglycerolii v séru

Doporucené rutinni metody stanoveni triacylglycerolll vyuZivaji nékolika enzymovych reakci.

* Lipoproteinova lipaza katalyzuje hydrolyzu triacylglyceroll na glycerol a mastné kyseliny.

= Uvolnény glycerol se prevadi plsobenim glycerolkinazy v pritomnosti ATP na glycerol-3-fosfat,
ktery je pomoci glycerol-3-fosfatoxidazy oxidovan na dihydroxyacetonfosfat.

»= Soucasné vznikly peroxid vodiku je vyuZivan v dalsi reakci katalyzované peroxidazou k oxidacni
kopulaci 4-aminoantipyrinu s derivatem fenolu. Vznika chinoniminové barvivo, jehoZ absorbance

se odedita.



1. Hydrolyza triacylglycerolu

Hz?_o—co-R1 Lipo;;;po;:;nova’ H,C—OH
Rz-CO-O-?H + 3H0 HO-?H + 3 RCOOH
H,C—=0=CO=-R, H,C—OH Mastné kyseliny
Triacylglycerol Glycerol

2. Fosforylace glycerolu

H,C—OH , H,C—OH
| Glycerolkinasa |
HO-?H + ATP - HO-?H + ADP
H,C—OH H,C—0-POy%"
Glycerol Glycerol-3-fosfat

3. Oxidace glycerol-3-fosfatu a vznik peroxidu vodiku

“2?—0“ Glycerol-3-fosft “2?—0“
HO-(l:H + 0, oxidasa °=? +  Hy0,
-_0- 2 — 2 Peroxid
H,C—0-PO; H2C—0-PO; vodiku
Glycerol-3-fosfat Dihydroxyacetonfosfat
4. Oxidacni kopulace a vznik barevného produktu
D Peroxidasa Chi o 5 barvi
erivat inoniminové barvivo
<~ Mo * fenolu * H202 > Barevny produkt H20
N7 Peroxid
— vodiku
NH,

4-Aminoantipyrin

Hodnoceni

= Zvy$ena koncentrace triacylglycerol(l je nezdvislym rizikovym faktorem aterosklerézy. Ceska a
evropska doporuceni povazuji za normalni koncentraci triacylglycerolt v séru hodnotu < 1,7
mmol/I.

= Koncentrace TG > 1,7 mmol/l (nala¢no) je povaZovéana za ukazatel zvyseného kardiovaskularniho
rizika. Vyssi triacylglyceroly byvaji spojené se snizenymi hladinami HDL a predpovidaji vysoké
koncentrace remnantl bohatych na cholesterol a malych hustych ¢astic LDL typu B.

= Koncentrace triacylglycerol(l se zvySuje béhem 2 hodin po jidle a maxima dosahuje za 4—6 hodin,
proto musi byt krev na stanoveni triacylglyceroll odebirana po 12-14 hodinovém lacnéni. Vzorky
plazmy s koncentraci TG vyssi nez 3,4 mmol/| opaleskuji, pfi hladindch TG nad 11,3 mmol/l jsou

pfitomny chylomikrony a plazma je mlééné zakalena.



*  P¥i terapii se klade velky ddraz na dietu s nizkym obsahem tukd a cukrd, na zvySenou télesnou

aktivitu, dostatek antioxidantl v potravé a na celkovou hypolipidemickou IéCbu.

Hodnotici meze: Koncentrace triacylglyceroll v séru (fS-triacylglyceroly): 0,45—-1,7 mmol/I

4., Stanoveni koncentrace celkového cholesterolu v séru

Princip

Cholesterol je v krevni plazmé transportovan jako soucast lipoprotein(, z nejvétsi ¢asti ve frakci LDL,
méné v HDL a VLDL. Z tohoto cholesterolu jsou pfiblizné dvé tretiny esterifikovany vyssimi mastnymi

kyselinami, zbytek je neesterifikovan.

= Béiné je v séru (plazmé) stanovovan celkovy cholesterol. Proto vlastnimu stanoveni celkového
cholesterolu predchazi hydrolyza esterl cholesterolu na volny cholesterol a mastné kyseliny
pomoci enzymu cholesterolesterdzy (CE).

= Niasleduje oxidace neesterifikovaného cholesterolu na 4-cholesten-3-on za soucasného vzniku

peroxidu vodiku v reakci katalyzované cholesteroloxidazou (CHOD).

’

* Posledni reakce vyuZiva peroxidu vodiku k oxidaéni kopulaci 4-aminoantipyrinu a fenolu v
pritomnosti dalSiho enzymu peroxidazy (POD). Vznika barevny produkt, jehoz absorbance je

Umérna mnozstvi cholesterolu

1. Hydrolyza ester( cholesterolu

Cholesterolesterasa

—_—————
F: + H0 + RCOOH
R ,C...o HO Mastna
kyselina
Ester cholesterolu Neesterifikovany cholesterol yaet

2. Oxidace cholesterolu a vznik peroxidu vodiku

Cholesteroloxidasa
—_—
* O + H0;
HO o

Peroxid
Neesterifikovany cholesterol 4-Cholesten-3-on vodiku

3. Oxidaéni kopulace a vznik barevného produktu

H .
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NH Fenol
4-Aminoantipyrin Chinonimin
Barevny produkt



Hodnoceni

=  Se stoupajici koncentraci celkového cholesterolu se zvysuje riziko aterosklerozy. Podle Ceskych a
evropskych doporuéeni ma byt koncentrace celkového cholesterolu < 5,0 mmol/l. Celkovy
cholesterol by mél byt stanoven u vSech osob nad 18 let v rdmci prevence. Vysetifeni by mélo byt

i v pripadé normalniho vysledku t.j. do 5,0 mmol/l opakovano za 5 let.

= Pokud je koncentrace vyssi a dale u nemocnych sischemickou chorobou srdecnia dalSich
rizikovych osob, pfistupujeme k podrobnéjsimu vysetieni lipidového spektra stanovenim LDL- a

HDL cholesterolu a triacylglycerol(.

= U pacientl se zvySenym rizikem kardiovaskuldrniho onemocnéni (napf. diabetici) by celkovy
cholesterol mél byt nizsi < 4,5 mmol/l a u osob s jiz manifestnim kardiovaskularnim

onemocnénim dokonce < 4,0 mmol/I.

» ZvysSend koncentrace cholesterolu se dale ¢asto nachazi u diabetikl nebo u hypotyredzy. Ke
snizeni koncentrace celkového cholesterolu dochazi napf. u pokrocilych jaternich cirhdz

nebo hypertyredzy nebo malnutrici.

= Je markerem pro celkovou mortalitu a pro KVO rizikovym faktorem. Vztah cholesterolu k celkové
mortalité je nelinedrni, ma tvar pismene J nebo U, ktery lze vysvétlit mechanismem reverzni

kauzality.

Hodnotici meze

Koncentrace celkového cholesterolu v séru (S-cholesterol celkovy): 2,9-5,0 mmol/I.

5. Stanoveni koncentrace mocoviny v séru

Mocovina se v biologickych tekutindch stanovuje bud pfimo nebo nepfimo jako amoniak. P¥i
nepfimém stanoveni je mocovina nejprve plsobenim enzymu ureasy katalyticky rozstépena na oxid
uhli¢ity a amoniak, ktery ve vodném prostredi pfechazi na amonny ion. Mnozstvi vzniklého amoniaku
je poté stanoveno reakci podle Berthelota. Amonny ion s chlornanem sodnym a fenolem nebo
salicylanem za katalyzy nitroprussidu sodného vytvari barevny produkt. Doporucena rutinni metoda
vyuzivd pro stanoveni amonnych iontl vzniklych v ureasové reakci preménu a-ketoglutaratu na
glutamat. Reakce je katalyzovdna glutamatdehydrogensou, kterd je sprazena s oxidaci NADH na
NAD+ (Warburglv opticky test).



Ureasa
Mocovina + H:0 + 2H* > 2NH*s + CO:

Glutamatdehydrogenasa

NH*4 + 2-oxoglutarat + NADH * L-glutamat + NAD' + H:0

Mocovina v séru dobrym indikatorem hypoperfuze ledvin — kromé poklesu glomerularni
filtrace se totiZ zvysi zpétna resorpce urey v tubulech a jeji sérova hladina tak roste mnohem
rychleji, nez napt. koncentrace kreatininu.

6. Stanoveni koncentrace Kyseliny mocové v séru

VétsSina modernich metod na stanoveni koncentrace kyseliny mocové vyuzivda enzym urikasu,
ktera premeénuje kyselinu mocovou na allantoin, peroxid vodiku a oxid uhlicity. Pokles koncentrace
kyseliny mocové v reakéni smési Ize stanovit pfimo mérenim ubytku absorbance pfi 290 — 293 nm.
Tento zplsob vychazi z rozdilnych absorpcnich spekter allantoinu a kyseliny mocové. Allantoin
vznikajici v urikasové reakci nevykazuje na rozdil od kyseliny mocové absorpcni vrchol pti 290 — 293
nm. Jinou mozZnosti je nepfimé stanoveni vyuZivajici vznikajiciho peroxidu vodiku k dalsi
sprazené reakci, katalyzované peroxidasou. Pfi ni oxida¢ni kopulaci obvykle 4-aminoantipyrinu s
vhodnym derivatem fenolu [(v naSem pfipadé N-ethyl-N-(2-hydroxy-2-sulfopropyl)-m-toluidin)]
vznikne chinoniminové barvivo, jeho? intenzita zbarveni je tmérna koncentraci kyseliny mocové ve
vzorku. PFi stanoveni rusi kyselina askorbova. Jeji vliv je potlacovan pfitomnosti askorbatoxidasy v
reakéni smési.

1. Urikasova reakce
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kyselina moéova allantoin

2. Oxidaéni kopulace 4-aminoantipyrinu a derivatu fenolu

peroxidasa
2 H:0; + 4-AAP + derivat fenolu  ——MM =« 4 H:0 + barevny komplex

Koncentrace kyseliny mocové v plazmé zavisi na pfijmu purinli potravou, intenzité vlastni tvorby a na
jejim vylu€ovani. Klinicky vyznam maji prfedevsim zvysené plazmatické koncentrace kyseliny mocové.

Hyperurikemie nastdva pfi nadprodukci nebo pfi snizeném vylucovani kyseliny mocové. Pri
hyperurikemii mizZe koncentrace uratli presahnout jejich rozpustnost.



Nadprodukce kyseliny mocové

¢ S nadprodukci syntézy purinli de novo spojené se zvySenou hladinou kyseliny mocové se setkdvame
u nékterych geneticky podminénych defekti purinového metabolismu jako je parcialni ¢i kompletni
deficit hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferasy (Lesch-Nyhantliv syndrom). Pfi ném je snizend
reutilizace purinovych bazi, které jsou proto ve zvySené mirfe odbouravany na kyselinu mocovou.
Jinym genetickym defektem vedoucim ke zvysSené tvorbé kyseliny mocové je zvySena aktivita
fosforibosyldifosfatsynthetasy.

e ZvySena tvorba kyseliny mocové doprovazi protinadorovou lécbu (chemoterapie cytostatiky,
ozarovani), pti niz dochazi k intenzivnéjSimu rozpadu bunék. Purinové baze uvolfiované pfi degradaci
nukleovych kyselin se metabolizuji na kyselinu mocovou. Podobné nékterd hematologicka
onemocnéni spojena s nadmérnou novotvorbou (polycytemia vera) nebo zvysenym rozpadem bunék
(leukémie, hemolytické anémie) jsou doprovazeny hyperurikemii.

e ZvySeny prijem stravy bohaté na puriny (napf. vnitfnosti, maso) vede k nadprodukci kyseliny
mocové. Zdravé ledviny nemusi staCit kompenzovat nadmérnou zatéz kyselinou mocovou
intenzivnéjsi exkreci a urikemie potom stoupa.

¢ Pozivani alkoholu zvysuje urikemii tim, Ze laktat vznikajici ve zvySené mire inhibuje sekreci kyseliny
mocové ledvinami. Snizené vylucovani kyseliny mocové je pozdéji vystfidano zvysenou urikosurii.

Snizené vylucovani kyseliny mocové
Snizené vyluc¢ovani kyseliny mocové patfi mezi ¢astéjsi priciny hyperurikemie.

e U pacientd s hyperurikemii byva casto snizena tubuldrni sekrece kyseliny mocové; pficina je
neznama.

¢ Pokles vylucovani kyseliny mocové ledvinami doprovazi stavy spojené se snizenim glomerularni
filtraci a poruchou funkce tubull (napt. soutéz kyseliny mocové o tubuldrni exkreéni mechanismy s
laktatem nebo ketokyselinami).

Referencni hodnoty: Koncentrace kyseliny mocové v séru (fS-kyselina mocova):
Zeny 140 — 340 umol/I
muzi 220 — 420 umol/I

7. Stanoveni koncentrace glukozy v séru enzymaticky

Doporucena rutinni metoda vyuZiva spfaZenych enzymovych reakci glukézaoxiddzy (GOD, EC 1.1.3.4)
a peroxidazy (POD, EC 1.11.1.7). V prvni reakci enzym glukézaoxidaza katalyzuje oxidaci glukdzy
vzdusnym kyslikem za vzniku kyseliny glukonové, ktera prechdzi ve vnitini ester glukonolakton. Je
znamo, Ze v roztoku je 36 % glukdzy ve formé a-anomeru a 64 % ve formé f-anomeru. GOD je vysoce

specificka pro B-D-glukopyranosu. Aby se mohly oxidovat oba anomery, je nutna mutarotace a- na B-



anomer, ke které dojde spontdanné v pribéhu dostatecné dlouhé inkubace. Jako vedlejsi produkt

glukdzaoxidazové reakce se vytvari ekvimolarni mnozstvi peroxidu vodiku.

V dalsi reakci katalyzované peroxidazou reaguje vznikajici peroxid vodiku s vhodnym chromogenem,
ktery se oxiduje na reaktivni meziprodukt, a ten s dalsi latkou kopuluje na stalé rozpustné barvivo.
Prikladem muze byt oxidaéni kopulace derivatu fenolu se 4-aminoantipyrinem na cervené barvivo,

jehoz absorbance se po ustaleni reakéni rovnovahy méri.

HO—CH, HO—CH;
° glukozaoxidaza ©
OH +0, —> OH 0 +H,0,
OH OH OH
OH OH
glukoza

glukonolakton

BC""--.__.
peroxidaza
+2 H,0, ————> +4H,0

OH

N
HaCHN)/IO +
NH,

H5C

4-aminoantipyrin

8. Stanoveni koncentrace vapniku v séru

Referenéni metodou pro stanoveni celkového kalcia je atomova absorpcni spektrofotometrie. Pro
rutinni stanoveni jsou doporucovany metody zaloZzené na spektrofotometrickém méreni barevnych
komplext, které vznikaji reakci komplexotvornych latek s kalciem. Jako komplexotvorné latky se
pouziva o-kresolftalexon, ktery v alkalickém prostfedi s vapenatymi ionty poskytuje fialové zbarveny
komplex, jehoZ intenzita zbarveni je umérna koncentraci vapenatych iontd. Jinym pouZivanym
komplexotvornym cinidlem je arsenaso lll.

Stanoveni celkového vapniku v krvi patfi mezi metody casto zatizené pomérné velkou chybou
méreni. To je dano tim, Ze komplexotvorné Cinidlo pouZité pro méreni nevyvaze z krve veskery vapnik

vvs

— soutézi o néj s plazmatickymi bilkovinami a ostatnimi chelatory vapniku v krvi. Vyraznéjsi odchylky

v vy

ve sloZeni krve (napf. tézsi dysproteinemie) muiZe proto vést k falesné nizsim ¢i naopak vy$sim
hodnotdm.



9, Stanoveni koncentrace Zeleza v séru

Pro stanoveni Zeleza v séru se pouzivaji  kolorimetrické metody, atomova
absorpcni spektrofotometrie a dalsSi specidlni techniky. Nejuzivanéjsi jsou fotometrické metody,
zaloZené na reakci Zeleza s komplexotvornou latkou. VSechny postupy zahrnuji nasledujici kroky:

1. Uvolnéni Fe** z vazby na transferin pomoci kyselin nebo tenzidil (napt. HCI).

2. Redukce Fe** na Fe™, kterd je nezbytnd pro reakci s komplexotvornym &inidlem. K redukci se
pouziva napf. kyselina askorbova.

3. Reakce Fe®* s komplexotvornym &inidlem obsahujicim reaktivni skupiny -N=C—C=N- za vzniku
barevného komplexu. lonty kovu vytvareji cheldty s dvéma atomy dusiku. V soucasnosti se
vyuzivaji predevsim dvé komplexotvorné latky — bathofenentrolin a ferrozin (3-(2-pyridyl)-
5,6-bis(4-sulfofenyl)-1,2,4-triazin — PST, chranény nazev FerroZine®), ktery ma vyssi

absorpcni koeficient a je Iépe rozpustny ve vodé.

HCI
1) transferin(Fe™ ), —— 2Fe™ + transferin

2) Fe” + redukujici latka —— Fe”
(kyselina askorbova)

3) Fe® + ferrozin  —>  barevny komplex

Hodnoceni

Koncentrace sérového Zeleza podléhaji cirkadidnnimu rytmu a jsou ovlivnény i dalSimi faktory. To
omezuje diagnosticky vyznam tohoto parametru. Je Spatnym ukazatelem tkanovych zdsob Zeleza a je
nutné ho vidy posuzovat v kombinaci se sérovym transferinem a vazebnou kapacitou pro Zelezo.
Snizené koncentrace doprovazeji nedostatek Zeleza, zplisobeny napf. velkymi nebo opakovanymi
krevnimi ztrdtami, nedostateénym pfijmem Zeleza potravou nebo narusSenou absorpci. Nalez neni
specificky, nebot se snizenymi hladinami se setkdvame rovnéz u akutni infekce nebo chronickych
zanétlivych onemocnénich (prfesun Zeleza do tkani). Vysoké hladiny Zeleza se vyskytu;ji
u hemochromatdzy, pri predavkovani nebo intoxikaci Zelezem, pfi zvySeném rozpadu erytrocytl a u

nékterych jaternich onemocnéni.

Referencni hodnoty
muzi: 9-29 umol/I
Zeny: 7-28 umol/I



10. Stanoveni katalytické koncentrace ALT v séru

Stanoveni ALT je podobné jako stanoveni AST zaloZeno na dvoustupriové reakci. Princip je stejny jako
u AST, pouze jako donor aminoskupiny slouzi misto aspartdtu alanin a jako enzym pro indikaéni reakci
je pouzita laktatdehydrogenaza (LD), kterda zaroven plni funkci enzymu zabezpecujiciho redukci
endogennich oxokyselin.

Postup

V prvni enzymové reakci, katalyzované alaninaminotransferazou pfitomnou ve vzorku, vznikd
z alaninu pyruvat.

Vznikajici pyruvat je redukovan na laktat v indikacni reakci
katalyzované laktatdehydrogenazou pfidanou spolecné s NADH do reakéni smési. Redukce
pyruvatu na laktat je doprovdzena ubytkem NADH, ktery se projevi poklesem absorbance pfi
334, 340 nebo 365 nm. Katalyticka koncentrace ALT je umérna poklesu absorbance.

Podobné jako v ptipadé AST vyzaduje pracovni postup 5-15 minutovou preinkubaci séra v

reakéni smési bez 2-oxoglutaratu. Reakce je startovana 2-oxoglutaratem.

H
Hac—?—COO' H,C—C—COO°
NH
2 ALT ©
Ala pyruvat
Hy Hs H, Hy H
‘00C—C —C —ﬁ—COO' ‘00C—C —C —C—CO0O"
0 NH,
2-oxoglutarat Glu
H
H,C—C—CO0O H3C—C|:—COO'
Il
0 OH
e LD laktit

NADH + H™ NAD"



11. Stanoveni katalytické koncentrace AST v séru

Stanoveni aktivity AST vyuzivd dvoustupriové reakce:

V prvni enzymové reakci, katalyzované AST, ktera je pfitomna ve vySetfovaném vzorku, se
tvofi oxalacetat.

Vznikly oxalacetat je v dalsiindikacni reakci Géinkem enzymu malatdehydrogendazy (MD)
redukovén na malat za soucasné oxidace NADH na NAD. Aktivitu AST stanovime kineticky na
zakladé rychlosti ubytku NADH v prabéhu reakce mérenim absorbance pti 334, 340 nebo 365
nm. Katalyticka koncentrace AST je Umérna poklesu absorbance.

V  reakéni smési pro stanoveni AST je kromé substratu (L-aspartata  2-
oxoglutarat), malatdehydrogenazy a NADH pritomen pyridoxal-5'-fosfat a laktatdehydrogenaza.
Pridavek pyridoxal-5'-fosfatu zabezpecuje dostate¢nou saturaci AST a tim zajistuje plnou aktivitu
enzymu. Pritomnost laktdtdehydrogendzy je nezbytnd k tomu, aby se zajistila redukce
endogenniho pyruvatu (pfitomného ve vzorku), kterd rovnéz spotfebovavda NADH, a tim se
zabranilo ziskani falesné wvysSich vysledk(l. Tyto reakce probihaji béhem 5-15 minutové
preinkubace séra v reakcni smési bez 2-oxoglutaratu.

Po preinkubaci startujeme reakci katalyzovanou AST pridanim 2-oxoglutaratu. Po kratké lag fazi
je monitorovdna AA odeditdanim absorbance v minutovych intervalech po dobu nékolika minut
nebo kontinualnim sledovanim. ProtoZe pocatecni absorbance reakéni smési ma vyssi hodnotu,
doporucuje se provadét odecet proti slepé zkousce, kterou miiZze byt napt. roztok dvojchromanu

draselného.

Ho H H,
‘00C—C *T*COO' ‘00C—C —C—COoO
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12. Stanoveni katalytické koncentrace y-glutamyltransferazy
v séru

Princip stanoveni vychazi z reakce, kterou GGT katalyzuje fyziologicky v organismu. Sleduje se
pfenos y-glutamylového zbytku ze substratu na akceptor, kterym je glycylglycin. Jako substraty se
pouzivaji L-y-glutamyl-p-nitroanilid nebo L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid. V pribéhu reakce se po
prenosu y-glutamylového zbytku na akceptor uvolfiuje barevny p-nitroanilin (ze substratu L-y-glutamyl-
p-nitroanilidu) nebo 5-amino-2-nitrobenzoat (ze  substratu  L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilidu),
jejichz pFirdstek je pfimo umérny aktivité GGT ve vySetfovaném vzorku.
Fyziologické hodnoty fS-GGT

muzi 0,14-0,84 pkat/l

Zeny 0,14-0,68 pkat/l

Fyziologicky jsou vy$&i hodnoty GGT u muzd vzhledem k vySSimu obsahu v prostaté.

y-glutamylaminokyselina “ Glutathion )
(y-glutamylcysteinylglycin)

cysteinylglycin

®© o ¢
o\ oo

v-glutamyleystein

13. Stanoveni katalytické koncentrace alkalické fosfatazy
v séru

Fosfatasy mohou katalyzovat hydrolyzu rlznych typd organickych fosfomonoesterl na
fosfore¢nanovy anion a pfislusny alkohol nebo fenol. Vedle hydrolyzy zprostfedkuje ALP i
transfosforylacéni reakci, pfi niz je fosfatovd skupina prenesena na vhodny akceptor. PFi pouZiti
substratu 4-nitrofenylfosfatu katalyzuje alkalicka fosfatasa tyto reakce:



1. hiydrolyza

4-nitrofenylfostat + H20 _"‘. 4-nitrofenol + fosforeénan

2. transfosforylace (prenos fosfatové skupiny)

d-nitrofenylfosfit + N-methyl-D-glukamin _"‘I 4-nitrofenol + N-methyl-D-glukaminfosfat

Obr. 6 Princip stanoveni katalytické aktivity alkalické fostatasy

o o 0 o]
N S
preuspofadani
pH alkalickém pH T
ALP _ .
+ Hzﬂ —_— + D_? [o)
o
o
o==p=—0"
o B
4-nitrofenylfosfat 4-nitrofenolatovy anion 4-nitrofenolitovy anion
(chinoldni forma - Zluta)

V prvni reakci se ze substratu hydrolyticky odstépuje fosfore¢nan. (obr. 6). Ve druhé reakci se uplatni
transfosforylaéni aktivita ALP, kdy N-methyl-D-glukamin puUsobi jako akceptor fosfore¢nanovych
aniontl a zaroven jako pufr. Timto zplUsobem je urychlovan priibéh reakce. Enzymova reakce je
startovdna substratem.

Substrat 4-nitrofenylfosfat je v alkalickém prostfedi témér bezbarvy. Produkt jeho hydrolyzy
vznikajici plGsobenim ALP 4-nitrofenolatovy ion ma pfi alkalickém pH chinoidni formu,
charakterizovanou zlutym zbarvenim. MnoZstvi uvolnéného 4-nitrofenolu, které je mirou aktivity
ALP, se stanovuje fotometricky bud kinetickym zplsobem nebo metodou konstantniho casu po
zastaveni enzymové reakce inhibitorem. ALP je aktivovdna chloridem sodnym.

Referencni hodnoty: Celkova katalytickd koncentrace ALP v séru pkat/l (S-ALP): dospéli 0,66 — 2,2
pkat/I

14. Spektrofotometrie mozkomisniho moku

Spektrofotometrie mozkomiSniho mokuse vyuzivd v diagndze nahlych cévnich mozkovych
pfihod pfedevsim pti podezieni na krvdceni do subarachnoidalniho prostoru. Ma vyznam predevsim
utéch mozkovych hemorrhagii, které se tézko prokazuji zobrazovacimi metodami. Je cennd
predevsim v ¢asnych stadiich onemocnéni. Poskytuje informaci o stafri krvaceni a o protrahovaném ¢i

opakovaném krvaceni. Spektrofotometrické vysetreni mozkomisniho moku ve viditelné ¢asti spektra



umoznuje charakterizovat na zakladé rozdilnych absorpénich maxim oxyhemoglobin (pfi
415 nm), methemoglobin (pfi 405 nm) a bilirubin (pfi 420-460 nm).

Na zacatku mozkového krvaceni je v mozkomisnim moku predevsim oxyhemoglobin, pozdéji vykazuje
spektrofotometrie sumacni kfivku oxyhemoglobinu, popf. methemoglobin a bilirubinu. Stupen
degradace hemoglobinu na bilirubin je individudlné velmi variabilni. lzolovana bilirubinova

xantochromie se objevuje nejdfive za 5 dn(.

Metody stanoveni

Spektrofotometrie mozkomiSniho moku se provadi na registracnim spektrofotometru v rozsahu
vinovych délek 370-600 nm. Pro spektrofotometrické vysetifeni se doporucuje centrifugovat likvor do
1 hodiny po odbéru.

Hodnoceni
Fyziologicky nalez

Spektrofotometricka kfivka likvoru za fyziologickych podminek je plochd nebo mirné zvysend smérem

od 600 nm do 370 nm. V oblasti viditelné ¢asti spektra jsou absorbance nizsi nez 0,02.
Patologické nalezy

Prikaz oxyhemoglobinu

lﬂ" #1Snm
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Obr. 5: Spektrofotometricka kfivka oxyhemoglobinu (napf. Cerstvé subrachnoidalni krvaceni — po nékolika
hodinach)

*=  Erytrocyty, které pronikly do komor nebo subarachnoidalniho prostoru, zacnou podléhat
hemolyze asi za 2 hodiny auvolnény hemoglobin podminiuje vznik absorpénich maxim
charakteristickych pro oxyhemoglobin. Pfitomnost oxyhemoglobinu se projevuje absorpénim

maximem pfi 415 nm a dvéma mensimi vrcholy pfi 540 a 575 nm. Jeho prlkaz v likvoru je


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:Spektrofotometrie_oxy.png

znamkou cerstvého krvaceni do mozku. Maxima dosahuje za 4-5 dnl a vymizi po 7-10 dnech
(obr. 5, 6). Stejnou kfivku muiZeme ziskat i u arteficidlni primési krve, jestlize nebyl likvor po

odbéru véas zcentrifugovan.

Prikaz methemoglobinu

*  Pfitomnost methemoglobinu je zndmkou starSich zmén hemoglobinu. Maximum pfi 415 nm se
posouva smérem ke kratSim vinovym délkam s maximem pfi 406 nm. Nalézame ho jako soucast
sumacnich krivek, kde se absorbance jednotlivych pigment(l prekryvaji. D& se vsak prokazat
pfidavkem KCN do vzorku. Pokud je pfitomen methemoglobin, vznikne kyanmethemoglobin s
absorpénim maximem v oblasti 419 nm; v pfipadé, Ze se nevyskytuje, ke zméné nedojde. Prikaz
methemoglobinu ve smési s oxyhemoglobinem potvrzuje, ze pfimés krve v moku je zapfic¢inéna

mozkovym krvacenim a nikoli arteficidlni kontaminaci pti lumbalni punkci.
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Obr. 6: Spektrofotometricka sumacni kfivka oxyhemoglobinu a bilirubinu
A
_________ Normalni
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Prukaz bilirubinu

*  Pfitomnost bilirubinu v mozkomisnim moku svéd¢i pro starsi krvaceni do likvorovych cest. Po
hemolyze erytrocytdl vznikd preménou hemoglobinu nekonjugovany bilirubin s absorpcnim

maximem pri 460 nm, tzv. long bilirubin. V likvoru se objevuje asi za 10—12 hodin po krvaceni,


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:Spektrofotometrie_oxy_a_bili.png
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maximum se zaznamenava 3. den a pretrvava 3-4 tydny. Typicky spektrofotometricky zaznam
potvrzujici subarachnoidalni krvaceni zachycuje kfivku oxyhemoglobinu s hlavnim vrcholem pfi
415 nm, na jehoZ sestupné strané je patrny dalsi Siroky vrchol nalezici bilirubinu (obr. 6).
Postupné, jak pokracuje hemolyza erytrocytl, se pomér oxyhemoglobinu a bilirubinu snizuje.
Bilirubin se muU0Ze pozdéji v CSF konjugovat svolnymi mastnymi kyselinami
a aminokyselinami. Konjugovany bilirubin ma absorpéni maximum posunuto do oblasti 420 nm,
tzv. short bilirubin. Spektrum samotného bilirubinu lze pozorovat nejdfive 5. den po

subarachnoidalnim krvaceni (obr. 7).

V mozkomi$nim moku je moZno prokazat i bilirubin sérového ptvodu. Do likvoru mlZe pronikat
fyziologicky u novorozencl nezralou hematoencefalickou bariérou, u dospélych porusenou
hematoencefalickou bariérou nebo u vyraznych ikter(i. Konjugovany bilirubin pochazi vétsinou ze

séra.



