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Pravidla bezpecnosti a ochrany zdravi pri praci

Do laboratofe maji piistup pouze studenti, ktefi jsou rozvrhem hodin vypsdni na piislusnd praktika.
Jakékoliv navstévy jsou zakdzany.

Studenti jsou povinni pfed ndstupem do praktik teoreticky ovladdat dlohy, které budou prakticky
provadet. Prinesou si laboratorni plast’ a pracovni ndvod. Praktikovani bez plasté je nepfipustné. Vlasy
musi byt upraveny tak, aby nemohlo dojit k drazu pfi praci s kahanem. Svrchni odévy, tasky, batohy a
ostatni zavazadla studenti odloZi na misté k tomu ureném.

Veskeré odchody z praktik jsou povoleny pouze s vyslovnym svolenim asistenta vedouciho praktika.

V laboratofi je povoleno provadét pouze ty préace, které jsou ndplni praktického cviceni. V laboratofi je
zakdzano jist, pit a koufit, ddle pfechovavat potraviny a pouzivat laboratorni nddobi a zafizeni k jinym
uceliim, neZ jsou urceny.

Pro préace, ptfi nichZz mtiZe dojit k tniku Skodlivych chemickych latek do ovzdusi, se musi zabezpecit
odsdvani. Prace s latkami dymavymi, drazdivymi, zapachajicimi, jedovatymi plyny a parami, stejné jako
Zihani a spalovani je dovoleno provadét jen v digestofich.

Pfi nasazovédni balénku na sklenénou pipetu je nutné dbét zvySené opatrnosti. Stiepy a jiné odpadky
s ostrymi hranami musi byt odkladédny do zvl4stni nddoby s oznac¢enim ,,SKLO.

Do vylevek Ize vylévat jen rozpoustédla s vodou dokonale misitelnd, dostatecné zfedénd (nejméné 1:10),
v mnozstvi nejvyse 0,5 litru a vodné roztoky kyselin a zdsad ztedéné nejméné 1:30. S vodou nemisitelna
rozpoustédla, jedy, kyseliny a louhy nad uvedenou koncentraci a latky, které uvoliuji jedovaté a
drazdivé plyny, do vylevek vylévat nelze. Tyto latky se likviduji do zvlastni odpadni nddoby.

Pti fedéni se kyseliny zasadné vlévaji do vody, nikoliv naopak.

Je zakdzano nasdvat roztoky do pipet usty. Musi byt pouZzito piisluSnych pomticek (balének).

. Rozlité kyseliny je nutno ihned splachnout vodou, pfipadné neutralizovat praSkovou sodou. Rozlité

zésady staci jen dikladné splachnout vodou.

Pfi rozliti hoflavych kapalin se musi okamzZité zhasnout vSechny kahany, vypnout elektricky proud a
zajistit ucinné vétrani. Rozlitd kapalina se nechd vsdknout do vhodného porézniho materidlu, ktery se
odklidi na bezpecné misto.

Pti zahiivani kapalin v banikdch se musi zabranit utajenému varu alesponi tak, Ze se do banky vlozi varny
kaminek.

Pted zahdjenim prace je nutno zkontrolovat stav vSech pfistroju a zatizeni, ptipadné zdvady a nedostatky
nahlésit asistentovi nebo laborantce.

Posluchactim je zdsadné zakazéana jakdkoliv svévolnd manipulace s elektrickou instalaci, s pfistrojovym
vybavenim a materidlem. Zapnuti ptistroje a zapéleni plynovych kahant se déje az po souhlasu asistenta
nebo laborantky.

Obsluha laboratorni centrifugy musi byt provddéna jen v pfitomnosti asistenta nebo laborantky.
Centrifuga¢ni nddobky musi byt dokonale vyvazeny, viko centrifugy pti chodu bezpecn¢ uzavieno.

Pti uniku plynnych paliv (zemni plyn) musi byt uzavien ptivod plynu, vypnut elektricky proud a u¢inné
veétrano.

Zapélené kahany nelze nechat hotet bez dozoru. ProSlehne-li plamen dovnitf, musi se okamzité uzavfit
piivod plynu a kahan sefidit.

Jakékoliv nehody, urazy, poZziti chemikalif apod. je nutno ihned nahlésit vedoucimu asistentovi.

Hrubé poruseni uvedenych pravidel, vyplyvajici z nekdzné ¢i neznalosti, ma za ndsledek vykdazani
posluchace z praktickych cviceni se sankci neomluvené absence.

Studenti musi byt seznameni s klasifikaci latek toxickych, kancerogennich, mutagennich a toxickych pro
reprodukci. Bezpecnostni listy jednotlivych latek jsou k dispozici v praktikdrnédch.

Studenti musi byt sezndmeni s pravidly bezpec¢nosti prace s latkami vysoce toxickymi (oznaceny T+)
pouzivanymi ve studentské laboratofi (napf. rtut, kyanid draselny, ethidium bromid, dusi¢nan rtut'naty).
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VySetiovani krve I (proteiny)

a) Stanoveni celkové bilkoviny biuretovou reakci

Peptidy (nejméné tiiclenné) poskytuji podobné& jako biuret a karbamylderivity s ionty Cu*
v alkalickém prostfedi modry komplex vhodny k fotometrickému stanoveni.

Provedeni

Ptipravte si tfi zkumavky a oznacte je vz, st a 0. Do zkumavek odpipetujte podle tabulky
sérum, standard, fyziologicky roztok a biuretové ¢inidlo.

vz (vzorek) st (standard) 0 (porovnavaci roztok)
vzorek séra (ml) 0,1 - -
standard (ml) - 0,1 -
fyziol. roztok (ml) - - 0,1
biuretové Cinidlo (ml) 5,0 5,0 5,0

Nechte stit 30 minut pfi laboratorni teploté. Zméite absorbanci vzorku a standardu proti

porovnavacimu roztoku pfi vinové délce 546 nm.

A vzorku

A standardu

Vypocitejte koncentraci celkové bilkoviny ve vzorku podle nasledujiciho vztahu:

Koncentrace celkové bilkoviny ve vzorku:

Koncentrace standardu:

Vysledek porovnejte s normalni hodnotou celkové bilkoviny v séru.

ca=70g/l

A vzorku

standardu

< C gt

Zavér:




b) Stanoveni albuminu

Bromkrezolovy purpur (5,5°-dibrom-o-kresolsulfonftalein) tvofi s albuminem ve slabé
kyselém prostfedi za pfitomnosti povrchové aktivnich latek zelenomodry komplex vhodny
k fotometrickému stanoveni.

Provedeni

Pfipravte si tfi zkumavky a oznacte je vz, st a 0. Do zkumavek odpipetujte podle tabulky

sérum, standard, destilovanou vodu a ¢inidlo.

vz (vzorek) st (standard) 0 (porovndvaci roztok)
vzorek séra (ml) 0,02 - -
standard (ml) - 0,02 -
dest.voda (ml) - - 0,02
¢inidlo (ml) 2,0 2,0 2,0

Roztoky zamichejte a nechte stat 10 minut pfi laboratorni teploté. Zméite absorbanci vzorku

a standardu proti porovnavacimu roztoku pii vinové délce 600 nm.

A vzorku

A standardu

Vypocitejte koncentraci albuminu ve vzorku podle vztahu:

Koncentrace albuminu ve vzorku:

Koncentrace standardu:

ca=40g/

c(gh)=

szorku
< st

standardu

Vysledek porovnejte s normdlni hodnotou albuminu v séru.

Vypocitejte albumino-globulinovy kvocient.

calb,

A/G =

c celk.b.—c elb.

Orientacni rozmezi A/G je 1,3 — 2,0

Zaveér:




¢) Stanoveni C-reaktivniho proteinu (CRP) v séru

CRP je klasicka bilkovina akutni faze, jedna z prvnich, které byly objeveny, Jeji nartst
v plazmé nebo séru téméef vzidy poukazuje na pfitomnost zanétu, predevSim zanctu
vyvolaného bakteridlni infekci. Vzestup koncentrace CRP doprovézi také nekrézu tkéni a
malignity, pfi¢emZ vySe hladiny odrdzi zdvaznost namoci a rozsah tkanového poskozeni.
Koncentrace CRP v séru za¢ind rist 6 hodin po zacdtku poruchy, maxima dosahuje za 48
hodin a klesa s polo¢asem okolo 48 hodin.

CRP je slozen zpéti polypeptidovych podjednotek, znichz kazdd obsahuje 206
aminokyselinovych zbytkii. Tato struktura fadi CRP mezi pentraxiny, proteiny s funkci
v imunitni obrané¢ organismu, které se vyskytuji u vSech obratlovcii i u vétSiny bezobratlych,
jedna se tedy o fylogeneticky velmi starou bilkovinu. CRP se vytvaii v jatrech velmi rychle
po indukci prostfednictvim cytokinil a na vrcholu reakce akutni fize mlze dosdhnout jeho
tvorba az 20 % celkové jaterni proteosyntézy.

Biologickou funkci CRP je vazat se na fadu endogennich i exogennich litek a urychlovat
jejich odstranéni z krve a tkéni opsonizaci (tj. napf. u urychleni fagocytézy). Na bunky
vlastntho organismu se CRP vdze jen v pifipadé, Ze maji poSkozenou normdlni strukturu
membrany. Naopak, k vazbé CRP na bunky bakterii nebo parazitii dochdzi i v piipadé, ze se
jednd o zivé neposkozené mikroorganismy. Vazba na CRP muze dokonce propojit nekteré
ligandy a vést k jejich precipitaci v tkanich.

Ke stanoveni CRP se pouziva imunoturbidimetrickd metoda. Vzorek (sérum nebo plazma) se
inkubuje v pfitomnosti specifické protilatky proti lidskému CRP (antisérum, monoklondlni
protilatky) a mira imunoprecipitace se kvantifikuje turbidimetricky pti vinové délce 700 nm.

Provedeni
K 0,05 ml séra ve zkumavce ptidejte 2,0 ml roztoku protilatek.

Promichejte a inkubujte 10 minut p¥i 37° C.

Zmeétte absorbanci zakaleného roztoku proti vod¢ pii 700 nm.

A vzorku

Podle ptiloZené kalibracni kfivky odectéte koncentraci CRP v mg/l a vysledek interpretujte.

Zaveér:
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VySetrrovani krve II (glukoza, lipidy)

a) Stanoveni glukézy v séru

Glukéza se oxiduje vzdusnym kyslikem za katalyzy gluk6zaoxiddzou na glukonolakton a
peroxid vodiku, ktery se stanovi oxidacni kopulaci se substituovanym fenolem a

4-aminofenazonem. Tato druha reakce je katalyzovana peroxiddzou.

Hzoz -

Provedeni

glukdza + O,

chromogeny

glukozaoxidaza

v

peroxidaza

¥

glukonolakton + H,0,

barevny produkt + H,O

Ptipravte si tfi zkumavky a oznacte je vz, st a 0. Do zkumavek odpipetujte podle tabulky

sérum, standard, destilovanou vodu a ¢inidlo.

vz (vzorek) st (standard) 0 (porovndvaci roztok)
Vzorek séra (ml) 0,02 - -
standard (ml) - 0,02 -
destilovana voda (ml) - - 0,02
¢inidlo (ml) 2,0 2,0 2,0

Inkubujte 15 minut pii 37°C. Zméite absorbanci vzorku a standardu proti porovndvacimu
roztoku pfi vlnové délce 498 nm.

A vzorku

A standardu

Vypocitejte koncentraci vzorku podle nasledujiciho vztahu:

Koncentrace gluk6zy ve vzorku:

Koncentrace standardu:

¢ =10 mmol/l

¢ (mmol/l) =

A vzorku

A standardu

Vysledek porovnejte s normalni hodnotou glukézy v séru.

X C gt

Zavér:




b) Stanoveni glukdzy v kapilarni krvi glukometrem

Glukometr Optimum xceed vyuzivd pro méfeni glukézy elektrochemicky princip. Jedna se
o kombinaci glukézooxiddzové reakce a ampérometrie. Na testatnim prouzku je uzka
kapilara, kterou je krev nasdvdna dovnitf. Zde probéhne oxidace glukézy za vzniku peroxidu
vodiku. Cim vice je glukézy v krvi, tim vice vznikne molekul peroxidu vodiku. Peroxid
vodiku je v glukometru elektrolyticky rozkladan na kladné kationty vodiku a zaporné anionty
kysliku. Anionty kysliku putuji k registracni elektrod¢. Takto vznikd proud zaporné nabitych
¢astic, jenZ miZe byt zméfen glukometrem jako elektricky proud. Velikost proudu odpovida
vysledné glykemii.

Pred vlastnim odbérem vzorku vyjméte testovaci prouzek z féliového obalu. VloZte konec
testovaciho prouzku se tfemi ¢ernymi pruhy do portu. Testovaci prouZek zasunte aZ na doraz.
Glukometr se automaticky zapne. Na displeji se zobrazi symbol kapky. Dezinfikujte a osuste
Spicku prstu. Proved’te vpich lancetou. Képnéte kapku krve na bilou plosku na konci
testovaciho prouzku. Kapka krve se nasaje do testovaciho prouzku. Po par vtefindch se na
displeji zobrazi hodnota glykémie. Vyjmutim testovaciho prouzku z portu vypnete glukometr.

Optium Xceed

Zaznamenejte zmétenou hodnotu glukézy v mmol/l a vysledek interpretujte.

Zavér:




d) Stanoveni celkového cholesterolu

estery cholesterolu + H,0

H,0, + chromogeny

cholesterol + O,

cholesterolesteraza

v

cholesteroloxiddaza

v

peroxidaza

v

cholesterol + volné mastné kyseliny

4-cholesten-3-on + H,0,

barevny produkt + H,O

Intenzita vzniklého riiZovocerveného zabarveni je imérnd koncentraci cholesterolu.

Provedeni

Ptfipravte si tfi zkumavky a oznacte je vz, st a 0. Do zkumavek odpipetujte podle tabulky

sérum, standard, destilovanou vodu a ¢inidlo.

vz (vzorek) st (standard) 0 (porovndvaci roztok)
vzorek séra (ml) 0,02 - -
standard (ml) - 0,02 -
destilovana voda (ml) - - 0,02
¢inidlo (ml) 2,0 2,0 2,0

Promichejte a inkubujte 20 minut pti 37°C.

Zm¢ite absorbanci vzorku a standardu proti porovnavacimu roztoku pii vinové délce 498 nm.

A vzorku

A standardu

Vypocitejte koncentraci vzorku podle nésledujiciho vztahu:

Koncentrace celkového cholesterolu ve vzorku:

Koncentrace standardu:

¢ st =5,17 mmol/l

¢ (mmol/l) =

A vzorku

s G

standardu

Vysledek porovnejte s normalni hodnotou celkového cholesterolu v séru.

Zavér:
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e) Stanoveni triacylglycerolu

Koncentrace triacylglycerolti (TAG) se stanovi enzymaticky. Cinidlo obsahuje celkem &tyfi
enzymy. Reakce probihajici béhem stanoveni ukazuje nasledujici schéma:

lipoproteinlipdza

v

triacylglycerol + H,O glycerol + volné mastné kyseliny

glvecerolkindza

v

glycerol + ATP glycerol-3-fosfat + ADP

glycerol-3-fosfatoxidaza

glycerol-3-losfat + O, > dihydroxyacetonfosfat + H,0,
peroxidaza
H,0, + chromogeny > barevny produkt + H,O
Provedeni

Ptipravte si tfi eppendorfky a oznacte je vz, st a 0. Do nich odpipetujte podle tabulky sérum,
standard, destilovanou vodu a ¢inidlo.

vz (vzorek) st (standard) 0 (porovnavaci roztok)
vzorek séra (ml) 0,01 - -
standard (ml) - 0,01 -
destilovana voda (ml) - - 0,01
¢inidlo (ml) 1,0 1,0 1,0

Eppendorfky vloZte do thermobloku. Inkubujte 10 minut p¥ri 37°C.
Na spektrofotometru nastavte (podle priloZeného postupu) vinovou délku 546 nm.
Po uplynuti inkubacni doby vyjméte eppendorfku a opatrné prielijte obsah do tii

spektrofotometrickych kyvet. Zméite absorbanci vzorku a standardu proti porovndvacimu
roztoku.

A vzorku

A standardu

11



Vypocitejte koncentraci vzorku podle nésledujiciho vztahu:

szorku
Koncentrace TAG ve vzorku: ¢ (mmol/l)= ———— X Cg
standardu

Koncentrace standardu: ¢ st = 2,26 mmol/l

Vysledek porovnejte s normdlni hodnotou TAG v séru.

Zaveér:

Vypocet LDL cholesterolu

Vypocet koncentrace LDL cholesterolu se provadi podle Friedewalda na zdkladé latkové
koncentrace cholesterolu celkového, HDL cholesterolu a triacylglyceroli. Vypocet je zalozen
na predpokladu, Ze cholesterol je obsazen v casticich VLDL, LDL a HDL. Koncentrace
VLDL je v rovnici odhadovéna z hladiny triacylglyceroli.

LDL cholesterol (LDL-C) = celkovy cholesterol — HDL cholesterol — e

5o

Pro vypocet LDL cholesterolu potiebujete stanovit jeSt¢ HDL cholesterol, pocitejte
s 0,9 mmol/l.

Vypocet, zavér:

12




Vyhodnoceni rizika aterosklerézy

Z naméfenych hodnot tykajicich se lipidového metabolismu lze pocitat riizné ukazatele.
Doporucovdny jsou indexy, které berou v dvahu vliv koncentrace nejen celkového
cholesterolu, ale 1 HDL cholesterolu.

celkovy cholesterol

HDL cholesterol

Aterogenni index (Al) =

Riziko ateroskler6zy se zvysuje se stoupajici hodnotou aterogenniho indexu. Tento vypocet
zohlediiuje, Ze zvySend hladina celkového cholesterolu miZze byt zapfi¢inéna zvySenou
hladinou HDL cholesterolu, ktery neni rizikovy.

Existuji 1 ukazatele pocitajici s hladinou triacylglycerold jako je napf. aterogenni index
plazmy.

TAG
HDL cholesterol

Aterogenni index plazmy (AIP) = log

Rizikovych faktort aterosklerdzy je ale vice (v€k, pohlavi, hypertenze, koufeni). V klinické
praxi se pro vyhodnoceni celkového kardiovaskuldrniho rizika pouziva tabulka vychdzejici
z projektu SCORE (Systematic COronary Risk Evaluation), pomoci které se provadi odhad
rizika fatdlnich kardiovaskulédrnich ptihod v nésledujicich 10 letech.

| Mekuraéky | | Kuiatky | Vek [ Mekuiaci | | Kufaci |
180 RRABERIREFA] 1924203337 17 22 26 29 33 3138444954
10121415 14 18 21 24 27 13 16 19 22 25 23 283338 42

10 1110 13 16 18 20 11 14 16 18§ 17 21 25 29 32
101113 1012 131215182124
1113 16 19 21 10 13 16 18 21§l 19 24 28 32 36
— 101214 15 11131514 17 21 24 27
B 1011 10 111013 15 18 20
=
111315
E
E
z 1115172023
= 1013 1517
E 11 12
-
x
5
i
0
00
0o
coooo0oopMooO
34567 34567 34567 34567

| Pomér celkového a HDL-cholesterolu |

215%
10-14%
5-8%
3-4%
2%

1%
<1%

Desetileté riziko fatalniho kardiovaskularniho
onemocnéni v CR podle pohlavi, véku,
systolického TK, poméru celkového a
HDL-cholesterolu a kufackych navykii.

Tabulka rizika podle projektu SCORE

Vyhodnot'te riziko aterosklerézy pro muZe, nekufdka, 60 let, s krevnim tlakem 140/90.
Pouzijte b€hem praktik naméfené hodnoty cholesterolu.
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Hodnoceni, zaveér:
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VySetrovani krve III (dusikaté latky)

a) Stanoveni mocoviny

o uredza
modcovina + 2H,0 » 2NH,' + CO,*

glutamatdehydrogendza
NH; + 2-oxoglutardl + NADH > [-glutamat + NAD* + H,O

Provedeni

Fotometr zapnéte hlavnim vypinacem a nechte temperovat pii 37°C 10 minut.
Navolte vinovou délku 340 nm.

Vsechno méite proti destilované vode¢.

1) Méi'eni reagen¢niho blanku

Do fotometrické kyvety pfipravte reagen¢ni blank: 0,02 ml destilované vody a 2 ml
pracovniho roztoku. Obsah kyvety promichejte nasatim do pipety a naslednym vypusténim
zpét do kyvety. Spustte stopky a kyvetu vlozte do fotometru. Po 30 s odectéte pocatecni
absorbanci (A1), dalsi absorbanci odectéte presné po 1 minuté od predeslého méteni (A»).

A blanku

A ; blanku

2) Méieni standardu

Do fotometrické kyvety napipetujte 0,02 ml standardu a 2 ml pracovniho roztoku.
Promichejte, stisknéte stopky a vloZte do fotometru. Po 30 s odectéte absorbanci (A1), dalsi
absorbanci odectéte piesné po 1 minuté od piedeslého méfeni (A2).

A standardu

A standardu

3) Méieni vzorku

Stejny postup pouzijte pti méfeni vzorku (0,02 ml vzorku + 2 ml pracovniho roztoku).

A vzorku

Aj vzorku

15



Vypocet

Vypocitejte zmenu absorbance za 1 minutu pro reagencni blank, standard i vzorek:

A A bl = A; blanku — A; blanku

A A st = A; standardu — A standardu

A A vz = A vzorku — Aj vzorku

Vypocitejte koncentraci mocoviny v séru:

v . Adn.— AA
Koncentrace moCoviny ve vzorku: ¢ (mmol/) = —=—% o
sHge™ =Apl

Koncentrace standardu: cst = 15 mmol/l

Vysledek porovnejte s normalni hodnotou mocoviny v séru.

Vypocet, zavér:
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b) Stanoveni kyseliny mocové

Koncentrace kyseliny mocové se stanovi dvéma po sobé jdoucimi enzymovymi reakcemi.
Nejprve oxidaci a fotometricky méfitelny barevny produkt vznikd oxida¢ni kopulaci dvou
pivodné nebarevnych sloucenin.

urikdza

kyselina moéovd — O, + 2H,0O alantoin + H,O, + CO,

v

peroxidaza

v

H,0, + chromogeny barevny produkt + H,O

Provedeni

Oznacte 3 eppendorf zkumavky symboly vz, st a 0. Do nich odpipetujte podle tabulky vzorek,
standard, destilovanou vodu a cinidlo.

vz (vzorek) st (standard) 0 (porovnavaci roztok)
vzorek (ml) 0,02 - -
standard (ml) - 0,02 -
voda (ml) - - 0,02
¢inidlo (ml) 1,00 1,00 1,00

Eppendorfky vlozte do thermobloku. Inkubujte 2 minuty p¥ri 37°C.
Na spektrofotometru nastavte vinovou délku 550 nm.

Po uplynuti inkubacni doby vyjméte eppendorfku a opatrné pielijte obsah do tii
spektrofotometrickych kyvet. Zméite absorbanci vzorku a standardu proti porovndvacimu
roztoku.

A vzorku

A standardu

Vypocitejte koncentraci vzorku podle nédsledujiciho vztahu:

) szorku
Koncentrace kyseliny mocCové ve vzorku: ¢ (umol/l) = —— X ¢y

standardu
Koncentrace standardu:  ¢s = 357 umol/l

Vysledek porovnejte s normalni hodnotou kyseliny mocové v séru.

Zaveér:
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¢) Stanoveni primého a celkového bilirubinu v séru

Bilirubin poskytuje s diazotovanou kyselinou sulfanilovou intenzivné zbarveny roztok
azobarviva, vhodny k fotometrickému stanoveni. Stanoveni piimého (konjugovaného)
bilirubinu provddime bez akcelerdtoru, celkovy bilirubin (konjugovany + nekonjugovany)
stanovujeme v piitomnosti akceleratoru (kofein + benzoan).

Stanoveni primého bilirubinu

Pfipravte si dvé zkumavky a oznacte je symboly vz a 0. Do zkumavek napipetujte podle
tabulky ¢inidlo, dusitan sodny, fyziologicky roztok a sérum.

vz (vzorek) 0 (porovndvaci roztok)
¢inidlo — kys. sulfanilova (ml) 0,2 0,2
dusitan sodny 1 kapka 1 kapka
fyziologicky roztok (ml) 1,0 1,2
sérum (ml) 0,2 -

Promichejte a pfesné po 5 minutach zméfte absorbanci vzorku proti porovnavacimu roztoku
pii vinové délce 510 nm.

A vzorku

Koncentraci pfimého bilirubinu odectéte z kalibracniho grafu.
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Stanoveni celkového bilirubinu

Do dvou zkumavek oznacenych symboly vz a 0 napipetujte podle tabulky:

vz (vzorek)

0 (porovnavaci roztok)

¢inidlo — kys. sulfanilové (ml) 0,2 0,2

dusitan sodny 1 kapka 1 kapka

akcelerator (ml) 1,0 1,0

fyziologicky roztok (ml) - 0,2

sérum (ml) 0,2 -
Promichejte a po 10 minutach ptidejte:

tlumivy roztok (ml) 1,0 1,0

Promichejte a po 5 minutiach zméite absorbanci vzorku proti porovndavacimu roztoku pfi

vlnové délce 580 nm.

Koncentraci celkového bilirubinu odectéte z kalibracniho grafu.

A vzorku

Vysledky obou metod interpretujte. O jaky typ hyperbilirubinémie se jedna?

Zaveér:
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VySetfovani moci I
a) Fyzikalni vySetieni mo¢i

Terminem fyzikalni vySetfeni moci se mysli to, co jde zjistit lidskymi smysly, piipadné
pomoci jednoduchych pomucek:

e objem moci vytvoreny za urcity €as (diuréza)

e Dbarva
e zdkal

* péna

e zépach

* specifickd hmotnost (hustota)
e osmolalita

Do ¢isté nadoby odeberte vlastni moc¢. Vyhodnot'te barvu, zakal, pénu a zapach.

Popis vzorku moci:

Hustotu moci stanovte urometrem ve sklenéném vélci pfimétrené velikosti. Mo¢ nalijte do
vdlce a opatrné do ni ponoite urometr tak, aby se nerozbil o dno vélce. Urometr se nesmi
dotykat dna, ani stén valce. Hustotu odectéte na stupnici ve vySce hladiny moci.

Hustota moc¢i:
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b) Zakladni chemické vySetireni moci
I. Klasické chemické zkousky

Béhem praktik budeme klasickymi "zkumavkovymi" zkouSkami prokazovat bilkovinu,
glukézu, aceton, krevni barvivo a Zlu¢ova barviva (bilirubin, urobilinogen). D4 se fict, Ze tyto
l4atky nejsou normdlni soucasti moci, fyziologicky obsahuje mo¢ pouze velmi malé mnoZstvi,
které neni béZnymi zkouskami prokazatelné. Vysledky by proto mély byt u zdravych jedincii
negativni.

Abyste vidéli pozitivni vysledek zkousSek, je pfipraveny modelovy vzorek moci obsahujici
danou latku (lahvicka oznacend ndzvem dané latky). Doporucujeme provést danou zkousku
paralelné vzdy jednak s modelovym vzorkem a se vzorkem vlastni moci, kde muzeme
ocekdvat, ze vysledek bude negativni. Nase "modelové vzorky" maji daleko ke skutecné
moci, skute¢nd moc neni bezbarva :-).

Pro odmérovdni vzorkit a cinidel pouZijte priloZend kapdtka, predepsané objemy jsou
pribliZné. Nezameénujte kapdtka, at nedojde ke kontaminaci roztokii!

1. Priikaz bilkovin
pfitomnost bilkoviny v mo¢i = PROTEINURIE

klasifikace proteinurii: - prerendlni
-rendlni - glomeruldrni - selektivni
- neselektivni
- tubuléarni
- postrenalni

dalsi souvisejici terminy: Bence-Jonesova bilkovina
mikroalbuminurie

a) Priikaz kyselinou sulfosalicylovou

Do zkumavky pfeneste asi 2 ml vzorku. Pridejte 5-10 kapek 20% kyseliny
sulfosalicylové. Bily zdkal znamend pfitomnost bilkoviny. Tato zkouska je
nejcitlivesi.

modelovy vzorek vlastni mo¢
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b) Hellerova zkouska Johann Florian Heller (1813-1871)

%ﬂ Do zkumavky dejte trochu koncentrované kyseliny
/ % VIOREK dusicné (POZOR ZIRAVINA).
7 N\ Zkumavku nakloiite a velmi opatrné navrstvite

//% ] vySetfovany vzorek (po sténé zkumavky).

===  V pfitomnosti bilkoviny vznikne narozhrani bily
N e prstenec sraZzené bilkoviny.

modelovy vzorek vlastni mo¢

c¢) Prikaz bilkoviny varem

Do zkumavky pteneste asi 2 ml vzorku moci. Pfidejte asi 0,2 ml acetitového pufru
(pH 4,6) a kratce povarte. Bilkovina dava bily zéakal.

modelovy vzorek vlastni mo¢

2. Prikaz glukdzy

a) Fehlingova zkouska Hermann von Fehling (1812-1885)

Nejprve do zkumavky pfipravte Fehlingovo c¢inidlo - smichdnim stejnych dila
Fehlingova roztoku I a II, nejlépe hned tolik, abyste méli dost pro vySetieni
modelového vzorku, vzorku vlastni moc¢i a nezndmého vzorku k analyze. Piipravené
¢inidlo je tmaveé modré, Ciré.

Vlastni zkouska:

Do zkumavky odlijte asi 1 ml pfipraveného Fehlingova ¢inidla a pfidejte stejny objem
vzorku. Obsah zkumavky nad kahanem povaite. Pozitivita zkousky se projevi vznikem
srazeniny.

modelovy vzorek vlastni mo¢

b) Benediktova zkouska Stanley Rossiter Benedict (1884-1936)

Do zkumavky pieneste asi 2 ml Benediktova cCinidla. Ptidejte 4-5 kapek vzorku a
obsah zkumavky povaite. Pozitivita zkouSky se projevi zménou barvy a vznikem
srazeniny.

modelovy vzorek vlastni mo¢
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¢) Nylanderova zkouska Claus Wilhelm Gabriel Nylander (1835-1907)

Do zkumavky pteneste asi 2 ml vzorku. Pfidejte asi 1 ml ¢inidla a obsah zkumavky
povaite. V pozitivnim piipad¢ vznikne Spinavé Zluté, Zlutohnédé az cerné zabarveni.

modelovy vzorek vlastni mo¢
. Priikaz ketolatek
a) Lestradetova zkouska Henri Lestradet (1921-1997)

Na filtratni papir dejte malé mnozstvi praSkového Lestradetova Cinidla a pouze je
zvlhCete kapkou vzorku. Pozitivni vysledek se projevi postupnym vyvojem fialového
zbarveni.

modelovy vzorek vlastni mo¢

b) Legalova zkouska Emmo Legal (1859-1922)

V jedné zkumavce si pripravte Cerstvy roztok nitroprusidu sodného ve vodé¢ (n€kolik
zrnek do asi 2 ml vody).

Do dals$i zkumavky dejte asi 5 ml vzorku, pfidejte 5 kapek piipraveného roztoku
nitroprusidu a 5 kapek 10% NaOH. Objevi se cervené zbarveni zplsobené
kreatininem.

Pridejte n¢kolik kapek koncentrované kyseliny octové a v ptfitomnosti ketoldtek se
zbarveni prohloubi (ztmavne), v negativnim pifipad€ barva zeZloutne.

modelovy vzorek vlastni mo¢

. Prikaz krevniho barviva

Heitz-Boyerova zkouska

Ve zkumavce smichejte stejné dily vzorku a Heitz-Boyerova Cinidla.
Opatrn¢ prevrstvéte obsah zkumavky 3% peroxidem vodiku. Pozitivni reakce se
projevi Cervenofialovym zbarvenim (fenolftalein) na rozhrani kapalin.

modelovy vzorek vlastni mo¢
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5. Prikaz bilirubinu

a) Naumannova reakce Hans Norbert Naumann (1901-1985)

Ve zkumavce si protfepte asi 5 ml vzorku s talkem (na Spi¢ku noze).

Ptipravte si malou ndlevku, filtraéni papir a smés moci s talkem zfiltrujte.

Do stiedu filtratniho papiru (na zachyceny talek) kapnéte Fouchéovo ¢inidlo (FeCls
a kyselina trichloroctova). Pozitivni vysledek se projevi modrou skvrnou (bilicyanin).

modelovy vzorek vlastni mo¢

6. Prikaz Ehrlich pozitivnich latek (urobilinogenii)

Ehrlichova zkouska Paul Ehrlich (1884-1915)

Do zkumavky pieneste asi 2ml vzorku. Pfidejte nékolik kapek Ehrlichova
aldehydového ¢inidla. Pozitivnim vysledkem je rizn¢ intenzivni ¢ervené zbarveni.

modelovy vzorek vlastni mo¢

Analyza neznamého vzorku

Dostanete imitaci vzorku moci. Budete vzorek testovat na pfitomnost:

proteiny (precipitace kyselinou sulfosalicylovou)
glukéza (Fehlingova reakce)

ketony (Lestradetova zkouska)

krev (Heitz-Boyerova zkouska)

urobilinogen (Ehrlichova zkouska)

Vzorek cislo:

Zdver — co vSechno je pritomno ve vzorku?
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II. Diagnostické prouzky

V dnesni dob¢ se zdkladni chemické vysetieni moci provadi pomoci diagnostickych prouzki.
Jsou vyrobeny z plastu, na ktery jsou nalepené plosky s fixovanymi chemickymi Cinidly.
Pocet detekénich z6én je na rizny dle vyrobce a typu diagnostického prouzku. Vyhodou je
snadnost provedeni a rychlost ziskani vysledku. V Ceské republice jsou nejéast&ji pouzivané
prouzky ,,PHAN* (vyrobce: Erba Lachema).

€ HeptaPHAN

pH

bilkoviny

glukéza

ketolatky (ketony)
urobilinogen
bilirubin

krev (erytrocyty a hemoglobin)

14,621 0g grrO. G 7

Vysledek je mozné odecist vizudlnim srovnanim s barevnou stupnici na krabi¢ce nebo provést
objektivni vyhodnoceni pomoci analyzitoru. Pro odecitani prouzka ,PHAN® je dostupny
systém LAURA® Smart. Vyhodnocovéni analyzy moce pomoci LAURA® Smart eliminuje
subjektivni interpretaci barevné odezvy diagnostickych zon.
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Pracovni postup:

Vyiméte prouzek z tuby.

Prouzek vyjméte a pfebytecnou
mo¢ odstranite otfenim hrany

o okraj nadoby.

Tubu se zbyvajicimi diagnostickymi
prouzky ihned peclivé uzaviete.

Zbyvajici prebyteénou moé odstraiite
otfenim hrany prouzku o papirovy
ubrousek (neotirejte testovaci zény).

Namocte diagnosticy prouzek
do vzorku moci tak, aby véechny
diagnostické zony byly ponofené
(namoceni 2 - 3 s).

Objektivni
odnoceni
- po namoceni
a odstranéni
moci viozte
diagnosticky
prouzek ihned
do mocového

Vizudlni hodnoceni — po uplynuti
predepsaneé reakéni doby uvedene

v ndvodu srovnejte vysledné zbarveni
s barevnou srovnavaci stupnici na stitku.

VySetrete svoji viastni moc pomoci diagnostického prouZku HeptaPHAN.

(K odecteni vysledku je moiné vyuZit systém Laura® Smart.)
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¢) Mikroskopické vySetieni moc¢ového sedimentu
Teorie je velmi pékné zpracovand zde:

https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/lf/js15/mikroskop/web/index.html

Atlas mocového sedimentu:

http://sekk.cz/atlas/index.htm

Velmi strucné:

Centrifugaci moci se ziskd sediment ("dense and insoluble deposits"), ktery se nasledné
hodnoti pod mikroskopem. Elementy, po kterych se patrd, jde stru¢né shrnout jako:

buiiky (cells) valce (casts) krystaly (crystals)

Preparat zhotovite z vlastni moci, kterou odeberete do Cisté nadoby.

Moc¢ dobie promichejte a napipetujte 5 ml moci do centrifugacni zkumavky. Zkumavku
piedejte laborantce. Ndsleduje centrifugace 5 min pii 2000 ot/min.

Bezprosttedné po odstfedéni slijte supernatant tak, aby ve zkumavce ziistalo jen pfiblizné
0,5 ml supernatantu. K sedimentu pfidejte 1 kapku pracovniho roztoku ze soupravy na
barveni mocového sedimentu a diikkladné promichejte pomoci kapétka. Nechte 5 minut
barvit.

1 kapku obarveného sedimentu naneste do jamky specidlniho sklicka pro vySetfeni
mocového sedimentu a prohlizejte pod mikroskopem.
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Popiste nalez, vypracujte zavér:
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VySetrovani mo¢i 11
d) Stanoveni glomerularni filtrace jako clearance kreatininu

Funk¢ni vySetfeni ledvin umoziuji posoudit, zda je funkce ledvin fyziologicka ¢i snizena.
K zdkladnim metodam patii stanoveni glomerularni filtrace (GF). Glomerularni filtrace je
jednim ze zdkladnich procesii probihajicich v nefronu. Lze ji méfit na podkladé vylucovani
latky, kterd voln€ prochdzi do glomerularniho filtratu (tj. ve stejné koncentraci jakou ma
v krevni plazm¢) a v tubulech neni ani resorbovédna ani secernovana.

Clearance

Je to takova virtudlni, ne Upln¢€ snadno pochopitelnd veli¢ina. Clearance udava objem krevni
plazmy, ktery byl tpln¢€ ocistén od dané litky za jednotku Casu.

‘e o . e clearance
) e o e b . b ° o

Ve skute¢nosti nebude od dané latky dpIné ocisténo pravdépodobné viibec nic, dojde jen ke
sniZzeni koncentrace dané latky. Obrdzek vpravo ukazuje, jak se na to divat. UvaZzujme, Ze
v Casti zistane ptivodni koncentrace a ¢ast bude tGplné ociSténa. Prave tato tplné ocisténa ¢ast
reprezentuje clearance.

Rozumét terminu clearance je nutné hlavné ve farmakologii, "oCiStovat" krevni plazmu je
mozné ¢innosti vice organu:

ledviny - vylu¢ovani latky do moci

jatra - odstranéni latky jejim metabolismem

plice - vydychani

ktze - eliminace l4tky v potu

My se dile budeme zabyvat pouze a jenom renalni clearance. Rendini clearance udava
objem krevni plazmy, ktery byl uplné€ ocistén od dané latky za jednotku Casu cinnosti ledvin.

glomeruldrni filtrace = clearance ldtky, kterd volnée prochdzi do glomeruldrniho filtrdtu
a v tubulech neni ani resorbovdna ani secernovdna.

Takovou teoretickou idedlni latkou je inulin.

Co to je inulin?

Inulin se normdlné v lidském téle nevyskytuje, vysetieni vyuzivajici inulin by bylo velmi
komplikované. V praxi je mozné méfit glomerularni filtraci pomoci clearance endogenniho
markeru filtrace - kreatininu. I tak je to metoda dosti slozit4, hlavnim limitujicim faktorem je
spravny sbér moci.
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Provedeni

Do ¢isté nddobky odeberte vlastni moc.

Vzorek moé¢i 100x zied’te.

Do odmérné baiiky (o objemu 100 ml) napipetujte 1 ml modi.
Destilovanou vodou dopliite odmérnou bariku po rysku (tj. na objem 100 ml).
Odmérnou barku uzaviete zatkou a obsah dikladné promichejte.

Proc moc redime?

Latky, které se v glomerulu volné filtruji a nasledn€¢ nepodléhaji ani tubuldrni resorpci ani tubuldrni sekreci
(o kreatininu pfedpokldddme, Ze se pravé tak chovd), maji v definitivni mo¢i zhruba 100x vétsi koncentraci
neZz v glomeruldrnim filtratu (koncentrace v glomeruldrnim filtratu je blizkd koncentraci v krevni plazmé).

Pfi fotometrickém stanoveni, kdy paralelné zpracovdvdme vzorek a standard, je nutné, aby koncentrace
vzorku nebyla piili§ vzddlend od koncentrace standardu. V praxi se postupuje tak, Ze se pouZivd standard
o koncentraci srovnatelné s o€ekdvanou koncentraci vzorku. Dalsf moZnosti je fedéni vzorku tak, abychom
se dostali po nafedéni fddové ke koncentraci standardu. Ze zméfené koncentrace nafedéného vzorku a
znamého fedéni miiZeme snadno spocitat koncentraci piivodniho (nefedéného) vzorku, kterd nas zajima.

V naSem piipadé jako standard pouZijeme krevni sérum o zndmé koncentraci kreatininu (177 pmol/l), pro
zjiSténi clearance kreatininu musime zméfit jeho koncentraci jednak ve vzorku krevni plazmy (séra)
vySetfovaného pacienta, jednak v primérném vzorku po dobu 24 hodin sbirané moci. Ocekdvana
koncentrace kreatininu v séru je fddové srovnatelnd s koncentraci standardu, ale pro moc¢ tohle neplati,

Vv

ocekdvand koncentrace v moci je fadoveé 100x vyssi, proto musime pfed méfenim vzorek moci fedit.

Podle néasledujiciho schématu napipetujte:

+ vzorek séra a standardu do centrifuga¢nich zkumavek
« vzorek moci a slepy vzorek (porovndvaci roztok) do tenkosténnych zkumavek
Krevni sérum a moc¢ jsou uplné jiné biologické matrice, zkumavky 1 (sérum) a 2 (standard) budou

zpracovavany odliSnym zpisobem — je nutné odstranit proteiny, které by rusily stanoveni, precipitaci
kyselinou trichloroctovou.

Objemy jsou centrifuga¢ni zkumavky tenkosténné zkumavky
1 2 3 4
uvedeny vml Sérum Standard Zredénd moc¢ Porovndvaci roztok
sérum 0,50 - - -
standard - 0,50 - -
zredend moc - - 0,50 -
destilovand voda 1,00 1,00 0,25 0,75
kys. trichloroctovd 0,50 0,50 0,25 0,25

Lihovym fixem zkumavky ocislujte a centrifugacni zkumavky oznacte tak, abyste si je

poznali.

Obsah zkumavek promichejte a nechte 5 minut stat.

Centrifugac¢ni zkumavky (1 a 2) odevzdejte laborantce k provedeni centrifugace (10 min,
3000 ot/min). Tenkosténné zkumavky (3 a 4) ponechte zatim stit ve stojanku na stole.

Cekdni miiZete vyuzit k vyzkouseni webovych kalkuldtorii GF.

Po dokonceni centrifugace pfeneste opatrné do paralelnich tenkosténnych zkumavek (1 a 2)

po 1,00 ml supernatantu.

V tomto kroku méte pfipravené 4 zkumavky, kazda obsahuje 1 ml roztoku (zkumavka 1 a 2

supernatant odebrany po centrigugaci, zkumavky 3 a 4 méate uz pfipraveny.
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Vlastni stanoveni kreatininu (Jaffého reakce)

Ke stanoveni kreatininu se pouZivd reakce s kyselinou pikrovou v alkalickém prostiedi.
Reakce neni specifickd, podobn¢ reaguje fada dalSich latek (tzv. Jaffé-pozitivni chromogeny).

Do vSech zkumavek napipetujte roztok kyseliny pikrové a NaOH (viz tabulka):

1 2 3 4
kys. pikrovd 0,50 0,50 0,50 0,50
hydroxid sodny 0,50 0,50 0,50 0,50

Obsah zkumavek promichejte a nechte 20 minut stat.
Cekdni miZete vyuZit k provedeni dalsi iilohy - Aminokyseliny a jejich metabolity v moci.
Zmeéite absorbanci vSech tii vzorkll (As¢um = zkumavka €. 1 — sérum, Ay = zkumavka €. 2 —

standard, Az moz = zkumavka €. 3 — zfedénd moc) proti porovndvacimu roztoku (zkumavka
¢. 4) pfi vinové délce 505 nm.

Proved'te vypoc¢et koncentrace kreatininu v séru (Sy):

A
— serum
S, = ¢, x

r st
A

st

pozn. Referenéni rozmez{ fyziologickych hodnot je zavislé na véku a pohlavi, zhruba 50 -120 pmol/I.

Proved’te vypocet koncentrace kreatininu ve ziedéné moci (U moc):

U =c, X

zFF. mo¢

Proved’te vypocet koncentrace Kreatininu v piivodni nefedéné moci (Uy,):

U, =50xU

ZFF. moc

pozn. Mo¢ jste pfed stanovenim kreatininu fedili 100x, ale zkumavky 1 a 2 (kde je bylo matrici sérum), byly
zpracovavany odliSnym zplUsobem.nez zkumavka se zfedénou moci, po centrifugaci byla dale
zpracovavana jen polovina vychoziho mnozstvi...).

Proved’te vypocet odhadu glomerularni filtrace jako clearance kreatininu:

GF

l
®)
z
1
7

X xV

kde V je diuréza/24 hodin, pocitejte s udajem V =1,78 1/den

pozn. Referenéni rozmez{ fyziologickych hodnot je zavislé na véku a pohlavi, zhruba plati: Cirear = 1,3 — 3,3 ml/s
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Provedeni v praktickych cvicenich neodpovida vySetfeni jednoho daného pacienta, i kdyZ pracujete s vlastni
moci, spocitand glomeruldrnf filtrace nic netik4 o funkci vaSich ledvin !!!

Zamyslete se, jak jste postupovali:

Uk vlastni mo¢ — jednordzovy odbér
Skr fetdlni bovinni sérum
\Y% 24-hodinovy sbér moce nebyl provadén, diuréza/24 hodin je uZz pro vypocet dopfedu uddna

Jak se vySetieni skutecné provadi:

Pokyny k provedeni vySetieni (citovdno dle: Ustav klinické biochemie a hematologie FN
Plzen)

Clearance endogenniho kreatininu (Ckr)

3 dny pfed a béhem testu vynechat maso, vyrobky z masa, 1éky — pokud je to z klinického
hlediska mozné. Vyhnout se fyzické ndmaze. V den testu pfijimat primérné mnoZstvi tekutin;
pacient nesmi pit pfiliS, ale téZ nesmi Ziznit. Nepoddvat latky s moCopudnym ucinkem
(diuretika, kdva, caj). Dodrzovat télesny klid; vySetfovany lezi nebo mirn¢ piechazi.
Provadime 24-hodinovy sbér moc¢e. Mo¢ neni tieba konzervovat, piipadnd konzervace
nevadi. Do laboratofe zaslat 5 ml primérného vzorku moce na stanoveni hladiny kreatininu
(Ukr). Na Zadance vyznacit diurézu/24 h s ptesnosti na 10 ml. Soucasné rdno nalacno, sta¢i na
konci sbérného obdobi, odebrat sraZlivou krev na stanoveni hladiny sérového kreatininu (Sk).
Vypodet se vztahuje na idedlni télesny povrch 1,73 m?; k vypoétu skuteéného télesného
povrchu je tfeba udat hmotnost a vySku pacienta.

Nejvétsi zdroj chyb piredstavuje sbér moci!

Proto se dnes glomerularni filtrace rad¢ji odhaduje z parametrq, jejichZ zjiSténi nevyZaduje
sbér moci. Existuje spousta vzorct pro odhadovani glomerularni filtrace:

Cockcroft a Gault (1973)

MDRD (2005)

CKD-EPI kreatinin (2009)

CKD-EPI cystatin C (2012)

CKD-EPI kreatinin - cystatin C (2012)
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b) Aminokyseliny a jejich metabolity v moci

Aminokyseliny jsou nizkomolekuldrni latky (rozuméj: maji malou relativni molekulovou
hmotnost), v glomerulech jsou tedy volné filtrovany, ale podobné jako glukéza jsou
v proximdlnim tubulu aktivné resorbovdny. V moc€i proto nejsou normdlné téméf vibec
piitomny, fyziologické vyluCovani je minimélni. Vylu¢ovani aminokyselin do moc¢i se nazyva
aminoacidurie.

Rendlni aminoacidurie je dusledkem postizeni rendlnich tubull, které nejsou schopny
z glomerularniho filtratu resorbovat vSechny aminokyseliny ani pfi jejich normdlni hladiné
v krvi. Existuji i geneticky podminéné defekty specifickych reabsorp¢nich systémti.

Pti overflow aminoacidurii nabidka jedné nebo vice aminokyselin pfevySuje resorpéni
kapacitu ledvinnych tubult, tj. ledviny jsou v potfadku, problém je ve zvySené hladiné néjaké
aminokyseliny v krvi (stejny princip jako v piipadé glukézy v moci u diabetika).

Pro stanoveni aminokyselin v moci pouZijte modelovy vzorek moci. Obsahuje danou
aminokyselinu, proto bude vysledek pozitivni. Jako negativni kontrolu pouZijte vlastni moc.
1. Prikaz cystinu

nemoc: cystinurie https://en.wikipedia.org/wiki/Cystinuria

Na filtra¢ni papir dejte malé mnozstvi praskového cinidla (nitroprusid sodny + (NH4)2SO4 +
Na;COs3 + NaCN) a zvlhcete kapkou vySetfovaného vzorku. V pozitivnim piipadé vznikne
ihned cervenofialové zabarveni.

modelovy vzorek vlastni mo¢

2. Prikaz fenylpyruvatu

nemoc: fenylketonurie https://en.wikipedia.org/wiki/Phenylketonuria

K nékolika ml vySetfovaného vzorku ve zkumavce ptidejte 2 kapky 10% HCIl a 3 kapky
FeCls. V pozitivnim piipad€ vznikne tmavozelené zabarveni.

modelovy vzorek vlastni mo¢

3. Priikaz tyrosinu

nemoc: tyrosinémie (je jich vice typi) https://en.wikipedia.org/wiki/Tyrosinemia

Ve zkumavce smichejte stejny dil vySetfovaného vzorku (max. 0,5 ml) a Millonova ¢inidla
(Hg + HNO:3). V pozitivnim piipad¢ se do 10 minut vyvine ¢ervené zbarveni.

modelovy vzorek vlastni mo¢
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Klinicka enzymologie

a) Stanoveni laktatdehydrogenazy v séru

Laktatdehydrogendza katalyzuje pfeménu pyruvdtu na laktdt za soucasné oxidace NADH na
NAD*. Redukovand forma koenzymu (NADH) ma charakteristickou absorpci pii 340 nm.
Oxidovand forma (NAD') v této oblasti neabsorbuje. Vyuzivani rozdilu v absorpénich
spektrech téchto dvou forem koenzymu se fika Warburgliv opticky test.

\ /

<— laktatdehydrogenaza —>

My vyuzijeme rychlost zmény absorbance NADH pii 340 nm ke kinetickému stanoveni
aktivity laktdtdehydrogendzy.
Provedeni

Zapnéte fotometr (vyhiivany na 37°C). Dle pfilozeného ndvodu nastavte vinovou délku
340nm.

Do fotometru vlozte sklenénou kyvetu uréenou pro méieni LDH.

Pomoci pipety 1000 pl napipetujte do kyvety slepy vzorek (destilovand voda) a proved’te
méieni slepého vzorku A = 0,000.

Sklenénou kyvetu vyprazdnéte a vlozte zpét do fotometru.

Stanoveni aktivity standardu

Do ,.eppendorfky* napipetujte 20 pl standardu a 1000 pl pracovniho roztoku, spustte
stopky, promichejte roztok 2x nasatim do pipety na 1000 pl a neprodlené vpravte do kyvety.
Na konci 2., 3., 4. a 5. minuty stisknéte tlacitko pro méfeni absorbance a na displeji
fotometru odectéte absorbanci. Po zméfeni standardu obsah odstrafite a kyvetu nékolikrat
proplachnéte destilovanou vodou.

Stanoveni aktivity vzorku

Stejny postup opakujte s reakéni smési 20 pl vzorku a 1000 pl pracovniho roztoku.

standard vzorek

Az
As
Ay
As

Ziskané hodnoty zadejte do pfipraveného souboru v pocitaci (LD.xls).
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laktatdehydrogendza pkat/1

Zaveér:

b) Stanoveni alkalické fosfatazy v séru

Alkalicka fosfatiza (ALP) je enzym katalyzujici hydrolyzu esteri kyseliny fosforecné
v alkalickém prostiedi (pH optimum 9,5-10,5). Alkalicka fosfatdza je lokalizovdna
v cytoplazmatickych membranach bun€k epitelu Zlucovych cest, v jatrech, kostech, stievech,
placenté.

Provedeni

Do 2 ptipravenych zkumavek napipetujte roztoky dle tabulky:

Sérum najdete v malé plastové zkumavce (,,eppendorfce®).
Pfi pipetovani malého objemu séra je tfeba pracovat velice peclive, dbat na to, aby se sérum dostalo na
dno zkumavky - sérum nesmi ulpét na sténé zkumavky!

Zkumavka €. 1 Zkumavka €. 2
vzorek porovndvaci roztok
pufr 1,00 ml 1,00 ml
sérum 20 -

Obsah zkumavek promichejte a preinkubujte 5§ minut p¥i 37°C ve vodni 14zni.

Ptidejte do obou zkumavek substrat:

substrat 0,20 ml 0,20 ml

Inkubujte piesné 10 minut pri 37°C, pak enzymovou reakci zastavte pfiddnim inhibitoru:

inhibitor 0,50 ml 0,50 ml

Do zkumavky obsahujici kontrolni roztok ptidejte 20 pl séra:

sérum - 20 pd

Tim dosdhnete toho, Ze obé zkumavky obsahuji ,,to samé®“. Ale do zkumavky obsahujici porovnavaci
roztok bylo sérum pfiddno aZ po pfidani inhibitoru. Enzym obsaZeny ve vySetfovaném séru tedy
zpracovaval substrat pouze ve zkumavce €. 1, ¢im vice enzymu je ve vySetfovaném séru piitomno, tim
vice substratu se ve zkumavce €. 1 pfeménilo na barevny produkt.
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Obsah zkumavek promichejte. Na spektrofotometru pii nastavené vinové délce 420 nm
zmgéite absorbanci (A) vzorku (zkumavka €. 1) proti porovnavacimu roztoku (zkumavka €. 2).

A

Vypoctéte katalytickou koncentraci ALP ve vySetfovaném séru dle vztahu:

ALP (pkat/l) = 10,236 x A

ALP Mkat/1

Zaveér:
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¢) Sledovani aktivity aminotransferaz ALT a AST v jaternim extraktu

ALT a AST jsou enzymy katalyzujici transaminaéni reakce, patii k nejvice stanovovanym
enzymtum Vv klinické praxi. V nasem experimentu nebudeme m¢éfit jejich katalytickou
koncentraci v krevnim séru, budeme pouze prokazovat jejich piitomnost v jaterni tkani
(hepatocytech).

ALT =

AST =

Zapiste ve vzorcich rovnice reakci:

alanin aspartat

ALT AST

Timto mechanismem (nepifimou deaminaci = transaminaci) se pii degradaci zbavuje dusiku
vétSina aminokyselin. Pouze jedna jedind aminokyselina se zbavuje dusiku pfimo ve formé
amoniaku (pfima deaminace = oxidacni deaminace). Je to prave ta, kterd vznika "odkladanim
dusiku" pfi transaminacich (oznacend * ve schématech).
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ALT je obsaZena nejvice v jatrech, je lokalizovana pouze v cytoplazmé. Stanoveni ALT
v krevnim séru je citlivym a relativné specifickym testem pro poSkozeni jater. Aktivita v séru
se zvysuje jiz pti malém poskozeni hepatocytl, sat¢i jen naruSeni permeability jejich bunécné
membrény.

AST se vyskytuje v fadé organii — v jatrech, myokardu, kosternim svalstvu, ale i
v erytrocytech. AST je pfitomna v mitochondriich (70 %) i1 v cytoplazmé (30 %).
Mitochondridlni frakce se dostdva do krve az pii nekréze (rozpadu) bunky. Vyrazné zvySeni
aktivity AST v séru je proto zndmkou t¢Z8iho poSkozeni. AST neni specifickd pouze pro
jaterni tkan, jeji zvySeni muze byt zpisobeno i poSkozenim kosterniho svalstva nebo
myokardu.

Metoda stanoveni je zaloZena na rozdilné svételné absorpci 2,4-dinitrofenylhydrazont kys.
2-oxo-glutarové a pyrohroznové, kterd vznikd u reakce ALT piimo, u reakce AST po
spontdnni dekarboxylaci oxalacetatu. Pti vySetfeni séra se ur¢i aktivita z kalibracni kfivky,
sestrojené podle absorpci rizné koncentrovanych hydrazont pyrohroznové kyseliny.

Provedeni

Do 4 ptipravenych zkumavek napipetujte roztoky dle tabulky:

1 2 3 4
ALT AST
pokusnd porovndvaci pokusnd porovndvaci
substrat ALT 0,50 ml 0,50 ml - -
substrat AST - - 0,50 ml 0,50 ml

Zkumavky preinkubujte asi 10 minut p¥i 37°C ve vodni 14zni.

Priprava jaterniho extraktu (enzymového preparatu)

Asi 1 cm? jaterni tkané (pfipraveno na pracovnim stole) rozdrt’te v tieci misce, pfidejte 5 ml
fosforecnanového pufru a jesté chvili pokracujte v homogenizaci. Cely obsah tfeci misky
(,,homogenat®) preneste do centrifugatni zkumavky a zkumavku odevzdejte laborantce.
Supernatant pouZijete jako enzymovy preparat.

Do vlastnich ,,pokusnych‘ zkumavek ptidejte ziskany enzymovy preparét (jaterni extrakt):

jaterni extrakt 0,10 ml - 0,10 ml -

Vsechny 4 zkumavky inkubujte 30 minut pii 37°C, pak pfidejte do vSech zkumavek roztok
dinitrofenylhydrazinu:

dinitrofenylhydrazin 0,50 ml 0,50 ml 0,50 ml 0,50 ml

Obsah zkumavek promichejte a nechte stat 15 minut.
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Do vSech zkumavek napipetujte roztok NaOH:

NaOH 5,00 ml 5,00 ml 5,00 ml 5,00 ml

Jaterni extrakt ptidejte i do porovndvacich zkumavek:

jaterni extrakt - 0,10 ml - 0,10 ml

Obsah zkumavek promichejte. Na spektrofotometru pii nastavené vlnové délce 506 nm
zmgéite absorbanci zkumavky €. 1 proti zkumavce ¢. 2 (odpovidé aktivit¢ ALT) a absorbanci
zkumavky ¢. 3 proti zkumavce €. 4 (odpovida aktivité¢ AST).

AALT

AAasT

Vyhodnoceni, zavér:
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d) Stanoveni a — amylazy v mo¢i (EPS)

Pro stanoveni enzymové aktivity a-amyldzy se pouZivd synteticky substrat 4-nitrofenyl-
maltoheptaosid-etyliden. o-amyldza jej Stépi na mensi oligosacharidy, které jsou
hydrolyzovany a-glukosiddzou za uvolnéni 4-nitrofenolu. Katalyticka koncentrace je urCena
stupném vzniku 4-nitrofenolu a méfi se piti 405 nm.

Provedeni

Fotometr ECOM E 6125 zapnéte hlavnim vypina¢em na zadni stran€ a zapnéte i tiskdrnu.
Pomoci tlac¢itka ABSORBANCE zvolte Sipkami vinovou délku 405rm a potvrd’te tlacitkem
ENTER.

Nékolikrét proplachnéte kyvetu fotometru destilovanou vodou.

Proved’te méteni slepého vzorku (destilovand voda) BLANK a potvrd’te tlacitkem ENTER.
Kyvetu opét proplachnéte destilovanou vodou.

Piiprava vzorku

Do zkumavky Eppendorf automatickou pipetou pipetujte:

20 pl vzorku moci a 1000 pl pracovniho roztoku, promichejte a vpravte do kyvety, na
stopkéch spust’te ¢as. Ve 2., 3., 4., 5. minuté stlacte tla¢itko ENTER (tisk — absorbance A),
respektive odectéte absorbanci na displeji fotometru.

Po méfeni vzorku moci jej odstraiite z kyvety a nékolikrat kyvetu proplachnéte destilovanou
vodou.

Zkontrolujte vytisténi vysledkl, vypnéte fotometr.

Vypocet

Ze ziskanych hodnot absorbanci vypocitejte primer AA/min a dosazenim do vzorce stanovte
aktivitu a-amylazy ve vzorku moc¢i (méfeni pii reakéni teploté 37°C).

AAl= A3 - A2
AA2= A4 — A3 [prﬁmér AA /min = % J
AA3= A5 — A4

pkat/l = AA /min x 105,9 (koeficient pfepoctu)
AMS pkat/1
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Vybrané klinicko-biochemické hodnoty

Obecnym vysledkem laboratorniho vySetfeni je naméfend hodnota, kterd miZe byt
fyziologickd, zvysena ¢i snizend. Abychom zjiSténou hodnotu mohli takto zafadit, je tfeba ji
porovnat s fyziologickym (referen¢nim) rozmezim hodnot. Referencni rozmezi ziskdme
meéfenim referencni (zdravé) populace. Ziskané hodnoty sefadime vzestupné a urcity podil
hodnotu, kterd v této fadé¢ ziistane, oznacujeme jako dolni respektive horni referencni mez. 95
% zdravych lidi v tomto pifipadé spada do referencniho rozmezi. Existuje tedy ale také 5 %
zdravych lidi, jejichZ hodnoty nebudou spadat do referencniho rozmezi fyziologickych
hodnot. Nicméné vyrazné odchylky byvaji témét vzdy spojené s patologickym stavem.
U n¢kterych latek jsou patologické stavy spojené s jakymkoli vyraznéjSim vybocenim
z fyziologického rozmezi (glukéza). Jiné latky predstavuji riziko pouze tehdy, pokud jejich
hladina ptfesahne urcitou mez nebo pod ni naopak poklesne — u takové latky staci znat pouze
horni respektive spodni referen¢ni hodnotu (cholesterol).

Referen¢ni populace, laboratorni ¢inidla ¢i metodiky méfeni, se mohou mezi jednotlivymi
laboratofemi do urcité miry liSit. Z tohoto divodu jsou riznymi laboratofemi pouZzivany
ponckud odlisné referencni hodnoty. Nasledujici seznam ma za tkol sezndmit studenty
s nejdilezitéjSimi referencnimi hodnotami, tak jak je v soucasnosti pouziva FN Plzen. N¢ktera
referencni rozmezi pfihlizeji 1 napfiklad k véku pacienta ¢i k jeho pohlavi. V takovych
piipadech jsme se snazili pro potieby vyuky rozmezi zjednodusit, aby poskytovalo alespoi
obecnou predstavu o primérnych hodnotach u zdravych dospé€lych jedincti.

Stejné metabolity se mohou v riznych télnich tekutinidch vyskytovat v odliSné koncentraci.
Proto je zvykem u metabolitu oznacit zkratkou i vySetfovany materidl. Pro koncentrace
nckterych latek v konkrétni télni tekutiné je zvykem pouZivat specidlni ndzev. Napiiklad
glykémie se tyka glukézy v krvi, glykorrhachie v mozkomisnim moku a glykosurie glukézy
vmoci. Pii sniZzeni hladiny glukézy v krvi pod fyziologickou mez pak mluvime
o hypoglykémii, pfi jejim vzestupu o hyperglykémii.

Napr-.:

B_glukoza: (B= blood) - glukoza v plné krvi

S_glukoza: (S= serum) - glukoza v séru

P_glukéza: (P= plasma) - glukoza v plazmeé

Csf_glukoza: (Csf= cerebrospinal fluid) - glukoza v mozkomisnim moku

U_glukoza: (U= urine) - glukoza v moci
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Referencni hodnoty k zapamatovani

Parametr Fyziologické rozmezi
ABR (arterialni krev)
pH 7,36 - 7,44
pCO; 4,8 - 5,8 kPa
pO2 nad 9,6 kPa
HCO5 22 - 26 mmol/l
Base Excess (BE) + 2,5 mmol/l
Anion Gap (AG) 14 - 18 mmol/l
Krev
Osmolalita 275 - 295 mmol/kg H,O
Na* 136 - 144 mmol/l
K* 3,8 - 5,2 mmol/l
Viépnik celkovy 2,2 - 2,6 mmol/l
Viépnik ionizovany 1,1 -1,3 mmol/l
Hoicik 0,7 - 0,9 mmol/l
Chloridy 98 - 109 mmol/l
Fosfor anorganicky 0,7 - 1,6 mmol/l
Zelezo 6 - 35 pmol/l
Laktat do 2,2 mmol/l

S/P_glukdza

Glykovany hemoglobin (HbAIc)

oGTT interpretace
Normadlni glukézové tolerance, vylouceni DM
Porusend glukézova tolerance
Diabetes mellitus

3,6 - 5,6 mmol/l
20 - 42 mmol/mol

do 7,8 mmol/l
7,8 - 11,0 mmol/l
nad 11,1 mmol/l
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Bilirubin celkovy
Bilirubin konjugovany
Cholesterol celkovy
Triacylglyceroly

LDL cholesterol

HDL cholesterol

Mocovina
Kyselina moc¢ova

Kreatinin

B_Amoniak

Alfa-amyldaza (AMS)
Aspartataminotransferaza (AST)
Alaninaminotransferaza (ALT)
Alkalicka fosfataza (ALP)
Laktatdehydrogenaza (LD)
Gama-glutamyltransferaza (GGT)

C-reaktivni protein (CRP)
Celkova bilkovina séra
Albumin
Elfo frakce bilkovin séra
Albumin
Alfa,; globulin
Alfa, globulin
Beta globulin
Gama globulin

do 25 umol/l

do 8 umol/l

do 5 mmol/l

do 1,7 mmol/l

do 3 mmol/l

& nad 1 mmol/l

Q nad 1,2 mmol/l
3 - 8 mmol/l

4 210 - 450 umol/l
Q 140 - 360 umol/1
34 60 -100 umol/l
Q50 - 90 umol/1l
do 50 pmol/l

do 2,0 pkat/l
do 0,8 pkat/l
do 0,8 pkat/l
0,7 - 2,2 ukat/l
do 4,0 pkat/l
& do 1,2 pkat/l
Q do 0,7 pkat/l

do 5 mg/l
63 -80 g/l
37-52¢g/

0,530 (53%) - 0,650 (65%)
0,020 (2%) - 0,040 (4%)
0,080 (8%) - 0,130 (13%)
0,090 (9%) - 0,160 (16%)
0,115 (11,5%) - 0,19 (19%)
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MozkomiS$ni mok

Bilkoviny
Glukoéza
Laktat

do 0,5 g/l
2,7 -4,5 mmol/l
1,2 - 2,2 mmol/l

Specifickd hmotnost

pH

Alfa-amylaza (AMS)
Clearance kreatininu

1010 - 1030 g/dm’
4,5-8

do 8,0 pkat/l

1,6 - 2,7 ml/s
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