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Postup

VétSinu stanovujeme tak, Ze analyt + néco nam da barevny komplex, jehoz absorbanci stanovujeme. Koncentraci
analytu ziskdme de facto troj¢lenkou - koncentrace standardu (znate)/absorbance standardu (zméfite) =
koncentrace analytu (neznate)/absorbance standardu (zmérite)

Nezapomerite, ze absorbance se vzdy méfi proti né¢emu - blanku aka slepému vzorku :)

Stanoveni koncentrace hemoglobinu v krvi

= Oxidace hemoglobinu na methemoglobin:
= HbFell + [Felll(CN)613- - HbFelll + [Fell(CN)6]4-

= Pfeména methemoglobinu na kyanmethemoglobin:
= HbFelll + CN- - HbFelllICN

Oxidace dvojmocného Zeleza v hemoglobinu hexakyanozelezitanem draselnym na trojmocné Zelezo. Vznikly

methemoglobin se s kyanidem draselnym preméni na stdly kyanmethemoglobin s jedinym Sirokym absorp¢nim
maximem ve viditelné oblasti pri 540 nm. Stanoveni fotometricky.

Hodnoceni
Referencni rozmezi pro dospélého muze je 130-180 g/l a pro zenu 120-160 g/I.

T Dehydratace

! Anemie

Stanoveni koncentrace celkové bilkoviny v séru.

Stanovujeme biuretovou reakci. V alkalickém prostredi v pritomnosti médnatych soli vytvari bilkoviny komplexni
slou¢eniny Cu2+ s ionty peptidovych vazeb - fialové zbarveni —» fotometrické stanoveni v oblasti 540-560 nm.

Hodnoceni
Referen¢ni rozmezi: Koncentrace celkové bilkoviny v séru (S-celkova bilkovina): 65-85 g/l

T Dehydratace

! Selhani jater

Stanoveni koncentrace celkového bilirubinu v séru.

Azokopulacni reakce s diazoniovou soli, nej¢astéji diazotovanou kyselinou sulfanilovou.
= Ta vznikd van den Berghovou diazoreakci - reakci kyseliny sulfanilové s dusitanem sodnym v HCI
= Cast bilirubinu, tzv. neprimy, je nekovalentné navazan na albumin, k jeho uvolnéni se pridava do reakce
akcelerator (alkoholy, benzoan sodny, kofein...)

= Pfimy (ten co nepotrebuje akcelerator) i neprimy bilirubin reaguje s diazoniovymi solemi za vzniku intenzivné
zbarvenych azosloucenin, které stanovujeme fotometricky.

Hodnoceni

Koncentrace celkového bilirubinu v séru (fS - celkovy bilirubin): do 17 umol/I

T ikterus - prehepatalni, hepatalni nebo posthepatalni

Stanoveni koncentrace triacylglycerolu v séru.



Nékolik po sobé jdoucich enzymovych reakci:

| Mydroyes raciglycanoi

= Lipoproteinova lipaza katalyzuje hydrolyzu triacylglycerold na glycerol a e —0-comn, Uit gimon
mastné kyseliny. M T
[Ep— T
= Uvolnény glycerol se prevadi plsobenim glycerolkindzy v pritomnosti 2 Foatorpace gyeersia
ATP na glycerol-3-fosfat, ktery je pomoci glycerol-3-fosfatoxidazy =0 e E
oxidovén na dihydroxyacetonfosfat. % o
Gtprerel Ghprersl- 1l ostal
= Soucasné vznikly peroxid vodiku je vyuzivédn v dalsi reakci katalyzované 3. Ot giycorol-S4outh s ek parcaids vk
peroxidazou k oxidacni kopulaci 4-aminoantipyrinu s derivatem fenolu. e S MR
Vznika chinoniminové barvivo, jehoz absorbance se odecita. o oo
Hodnoceni P
‘Q R
Koncentrace triacylglycerol@l v séru (fS-triacylglyceroly): 0,45-1,7 mmol/l );7" =
Ldrsarsianiy i
1 Zivotni styl Stanoveni triacylglyceroll

!l Nebyva - malnutrice?

Stanoveni koncentrace celkového cholesterolu v séru.

Nékolik enzymovych reakci: S —
= vlastnimu stanoveni celkového cholesterolu predchazi hydrolyza ester(
cholesterolu na volny cholesterol a mastné kyseliny pomoci enzymu ° e —
cholesterolesterazy (CE). e R
= Nasleduje oxidace neesterifikovaného cholesterolu na 4-cholesten-3-on
za soucasného vzniku peroxidu vodiku v reakci katalyzované : L
cholesteroloxidazou (CHOD).
= Posledni reakce vyuziva peroxidu vodiku k oxidacni kopulaci 4- F—— o
aminoantipyrinu a fenolu v pritomnosti dalsiho enzymu peroxidazy o o "
(POD). Vzniké barevny produkt, jeho? absorbance je tmérna mnozstvi ™ e e
cholesterolu =6-m--=-m—w--mw
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Koncentrace celkového cholesterolu v séru (S-cholesterol celkovy): 2,9-5,0
mmol/I

Stanoveni celkového cholesterolu

1 Zivotni styl, diabetici, hypothyreoza - vysoky pfedstavuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni

! Malnutrice, hyperthyreéza

Stanoveni koncentrace mocoviny v séru.

= Pfi nepfimém stanoveni je mocovina nejprve plsobenim enzymu ureasy katalyticky rozstépena na oxid
uhli¢ity a amoniak, ktery ve vodném prostredi prechazi na amonny ion.

= Doporucéena rutinni metoda vyuziva pro stanoveni amonnych iontl vzniklych v ureasové reakci preménu a-
ketoglutardtu na glutamat. Reakce je katalyzovdna glutamatdehydrogensou, kterd je sprfazena s oxidaci
NADH na NAD+ (Warburglv opticky test).

Schéma reakce zde:

E Reakce katalyzovana uredzou: ,
. Mocovina + Hy0 + 2 H* — 2 NHg* + CO, i

E Reakce katalyzovand glutamdtdehydrogendzou: ,
1 2 NHg* + 2-oxoglutardt + NADH + H" — L-glutamdt + NAD* + H,0 i

Warburglv opticky test zde.
Hodnoceni

Sérova koncentrace (S-urea): 1,7-8,3 mmol/I
T hypoperfuze ledvin

! nizky prijem bilkovin
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Stanoveni koncentrace kyseliny mocové v séru.

= Neprimé stanoveni: enzym urikasa, ktery preménuje kyselinu mocCovou na allantoin, peroxid vodiku a
oxid uhlicity.

= Vznikly peroxid vstupuje do sprazené reakce, katalyzované peroxidasou, pfi ni oxidacni kopulaci 4-
aminoantipyrinu s derivatem fenolu vznikne chinoniminové barvivo, jehoz intenzita zbarveni je Umérnd
koncentraci kyseliny mocové ve vzorku.

(Pri stanoveni rusi kyselina askorbova. Proto je askorbatoxidasa v reakcni smési.)

Hodnoceni S
Koncentrace kyseliny mocCové v séru (fS-kyselina mocova): zeny 120-340 ﬂ]:'} L :i\_'I}a-w o
umol/l, muzi 120-420 umol/I Lk ;
bhbdita iz e
T vyssi prijem purinl ve stravé (maso, vnitfnosti, lusténiny), alkoholici, 3.0209winl apotacw Isincactioion s Yo ok

nizsi odpad ledvinami 2HD, 4 LARP + st foncl

4D & Bareeny bomplex

P .o M Stanoveni kyseliny mocové
! nizky prijem purinu v potravé

Stanoveni koncentrace glukozy v séru enzymaticky.

= enzym glukézaoxiddaza katalyzuje oxidaci glukézy vzdusnym kyslikem za vzniku kyseliny glukonové, ktera
prechazi ve vnitfni ester glukonolakton. Jako vedlejsi produkt glukézaoxidazové reakce vznikd peroxidu
vodiku

= V reakci katalyzované peroxidazou reaguje vznikajici peroxid vodiku s 4-aminoantipyrinem, ktery se oxiduje
na reaktivni meziprodukt, a ten s dalsi ldtkou kopuluje na stélé rozpustné barvivo jehoz absorbance se méri.

Hodnoceni
3,9-5,6 mmol/l nala¢no a po jidle nizsi nez 10 mmol/Il

T Diabetes

! 3 hodiny praktik chemie bez svaciny

Stanoveni koncentrace vapniku v séru.

Spektrofotometrické méreni barevnych komplext, které vznikaji reakci komplexotvornych latek s kalciem. Napf.
o-kresolftalexon v alkalickém prostredi s vapenatymi ionty poskytuje fialové zbarveny komplex, jehoz intenzita
zbarveni je Umérna koncentraci vapenatych iontl. Pouziva se téz arsenaso-lll

Hodnoceni

Sérové kalcium: 2,25-2,75 mmol/I

Vy$si nebo nizsi hodnoty mohou byt disledkem dysproteinémie.

Stanoveni koncentrace zeleza v séru.

Reakce Zeleza s komplexotvornou latkou.

= Uvolnéni Fe3+ z vazby na transferin pomoci kyselin, napr. HCI

= Redukce Fe3+ na Fe2+ kyselinou askorbovou

= Reakce Fe2+ s komplexotvornym cinidlem (ferrozin) obsahujicim reaktivni skupiny -N=C-C=N- za vzniku
barevného komplexu

Hodnoceni

muzi: 9-29 umol/I
zeny: 7-28 pmol/I

T hemochromatéza, hemolyza

l krevni ztraty, narusena absorpce
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Stanoveni katalytické koncentrace ALT v séru.

B pPodobné jako v pripadé AST vyzaduje pracovni postup 5-15 minutovou preinkubaci
séra v reakéni smési bez 2-oxoglutardtu. Reakce je startovana 2-oxoglutardtem.

= ALT katalyzuje reakci alaninu na pyruvat.

= Priddnim NADH a laktadtdehydrogendzy se pyruvat redukuje na laktat.
Redukce je provdzena Ubytkem NADH, coz se projevi poklesem

elxbsvorb/ance pri 334, 340 nebo 365nm. Katalyticka koncentrace ALT je = oo—c—c'—j—coo w,-_3=_ij-_£|!_uuu-
umeérna poklesu absorbance. gt a
Hodnoceni
muzi do 0,8 a Zeny do 0,6 ukat/l (pamatujte si Zze pod 1) e—g—co0 He—E—coo
Zvysené hodnoty odrazi poskozeni jaternich bunék. p.:: LD el
NADH + H" WAD®

Hy Hy

HiC==C =CO00"

N\

Stanoveni katalytické koncentrace ALT. LD -
laktédtdehydrogendaza

Stanoveni katalytické koncentrace AST v séru.

= AST katalyzuje reakci, pfi které se tvori oxalacetat

= Vznikly oxalacetdt je maldtdehydrogendzou redukovédn na maldt za
soucasné oxidace NADH na NAD+. Aktivitu AST stanovime kineticky e oiae
na zakladé rychlosti Gbytku NADH v priibéhu reakce mérenim S
absorbance pfi 334, 340 nebo 365nm. Katalytickd koncentrace AST je A >‘“_T< T
dmérna poklesu absorbance. o _

= Reakce startuje po preinkubaci pridanim 2-oxoglutaratu a po kratké voc—C'—C"——000 e
lag fazi monitorujeme zménu absorbance nékolik minut v minutovych oot a
intervalech. Protoze pocatecni absorbance reakéni smési ma vyssi
hodnotu, doporucuje se provadét odecet proti slepé zkousce, kterou
mdze byt napr. roztok dvojchromanu draselného.

H: H
TOC—C EI: CO
NF
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'00C—C —G—COo0r
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Hodnoceni

onalaceil malii

‘\ MD /
N\

MNADH +H* NAD"

muzi do 0,85 pkat/l, zeny do 0,60 upkat/l (pamatujte si ze pod 1)

Zvysené hodnoty odrazi poskozeni jaternich bunék ale také bunék

, A Stanoveni katalytické koncentrace AST.MD -
myokardu, kosternich svall apod.

maldtdehydrogenaza

Stanoveni katalytické koncentrace y-glutamyltransferazy v séru.

Stanoveni kopiruje reakci, kterou GGT katalyzuje v organismu: prenos y- .
glutamylového zbytku ze substratu (L-y-glutamyl-p-nitroanilid nebo L-y- e
glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid) na akceptor glycylglycin. V prébéhu X
reakce se po prenosu y-glutamylového zbytku na akceptor uvolfuje 8 o
barevny p-nitroanilin (ze substratu L-y-glutamyl-p-nitroanilidu) nebo 5- -2 M coom
amino-2-nitrobenzoat (ze substratu L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilidu), e VN
jejichz prirlstek je prfimo Umérny aktivité GGT ve vySetfovaném vzorku. oa) - /

Hodnoceni " . I Y

R—E—C=0 o
T Hy Wy

HH; =E=C -G -G -000

—z—0x

Fyziologické hodnoty fS-GGT: muzi 0,14-0,84 pkat/l, zeny 0,14-0,68 pkat/I
(pamatujte si, ze pod 1)

iminokyscling, peptid, prolcin y-plutamylaminok yschina, peptid, probein

Reakce katalyzovana GGT

Zvysené GGT znaci obstrukci ve zlu¢ovych cestach a zvysSené je rovnéz pri
abusu alkoholu

Stanoveni katalytické koncentrace alkalické fosfatazy v séru.

Principem reakce je katalyza $tépeni 4-nitrofenylfosfatu na 4-nitrofenol a fosfore¢nan, kdy sledujeme nardst
absorbance na spektrofotometru pfi 405nm v nékolika minutovych intervalech, kterd je pfimo Umérna pribytku
mnozstvi 4-nitrofenolu a tudiz prfimo Gmérnd aktivité ALP.

Hodnoceni

muzi 0,7-2,1 pkat/l a zeny 0,9-2,2 ukat/|

Stejné jako GGT je ALP marker cholestazy. ZvySend je také u nékterych kostnich chorob
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Spektrofotometrie mozkomisniho moku.

obsahleji v originalnim navodu zde (https://el.If1.cuni.cz/p92772110/)

Spektrofotometrie mozkomisniho moku ve viditelné ¢asti spektra (370-600nm) umoziuje rozlisit na zdkladé

rozdilnych absorp¢nich maxim:
= oxyhemoglobin (pri 415nm)

= methemoglobin (pri 405nm)
= bilirubin (pri 420-460nm)

Hodnoceni

= Fyziologicky - plochd nebo mirné klesajici krivka
= Oxyhemoglobin
= Absorpcni maximum pri 415nm a dva mensi vrcholy pfi 540 a
575nm
= Cerstvé subarachnoidalni krvaceni
= Methemoglobin
= Maximum pfi 415nm se posouvd smérem ke kratSim vinovym
délkdm s maximem pfi 406nm. Nalézame ho jako soucast
sumacnich krivek, kde se absorbance jednotlivych pigment(
prekryvaji. D& se vsak prokazat pridavkem KCN do vzorku.
Pokud je pritomen methemoglobin, vznikne kyanmethemoglobin
s absorpcnim maximem v oblasti 419nm; v pripadé, Zze se
nevyskytuje, ke zméné nedojde.
= Znamka starsich zmén hemoglobinu
= Bilirubin
= Absorbcni maximum pfi 460nm, konjugovany bilirubin ma max v
oblasti 420nm
= Starsi krvaceni do likvorovych cest

Duyhemaglobin

/

S0 nm 578 nen

Mormdini
hiivka

Spektrofotometricka krivka oxyhemoglobinu

Spektrofotometrickd sumacni krivka

bl .
______

Spektrofotometrickd krivka bilirubinu
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