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1. REGULAMIN BHP

Studentom zabrania sie:
e spozywania positkéw i napojow oraz palenia tytoniu w sali ¢wiczen
e przeprowadzania jakichkolwiek doswiadczen niezwigzanych z tematykag
cwiczen
e wnoszenia i wynoszenia jakichkolwiek odczynnikéw z sali i do sali ¢wiczen
e wynoszenia z dygestorium stezonych kwasow i zasad
e samodzielnego zapalania palnikéw gazowych/spirytusowych

Studentom nakazuje sie:

e podczas przebywania w sali ¢wiczen nosi¢ adekwatng odziez ochronng

¢ natychmiast zawiadomié¢ asystenta o zdarzeniu moggcym zagrozi¢ zdrowiu
i zyciu studentow, a w razie zagrozenia pozarowego natychmiast zawiado-
mi¢ asystenta, a nastepnie w razie potrzeby takze straz pozarng

e pracowac wytgcznie pod wyciggiem, jezeli w czasie pracy mogg wydzielaé
sie lotne substancje toksyczne

e zachowacé szczegolng ostroznosc¢ podczas rozcienczania stezonych kwa-
sOw oraz ogrzewania cieczy

e natychmiast usungc¢ rozlany kwas lub zasade przez wielokrotne zbieranie,
w rekawicach ochronnych, zmoczong $cierkg

e utrzymywac przydzielone miejsce pracy i otoczenie w czystosci

e usuwac odpady state, roztwory soli metali ciezkich i substancje organiczne
do odpowiednich pojemnikow

e myc rece przed opuszczeniem laboratorium

NIEPRZESTRZEGANIE POWYZSZYCH ZASAD MOZE SPOWODOWAC
ZAGROZENIE DLA ZDROWIA, A NAWET ZYCIA | STWORZYC NIEBEZPIE-
CZENSTWO DLA OTOCZENIA!
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2. WSTEP

Choroby cywilizacyjne to niezakazne choroby przewlekte powszechnie wystepujgce w po-
pulacji. Zaliczamy do nich choroby ukfadu sercowo-naczyniowego (nadcidnienie tetnicze, cho-
robe niedokrwienng serca, zawat serca, udar mézgu), otytos¢, cukrzyce, choroby przewodu
pokarmowego, choroby psychiatryczne oraz nowotwory. Szacuje sie, ze choroby cywilizacyjne
sg gtdwng przyczyna niepetnosprawnosci oraz odpowiadajg za ponad 80% wszystkich zgonow
na swiecie. W ich patogenezie kluczowg role odgrywajg styl zycia oraz czynniki srodowiskowe,
w tym niska aktywnosc¢ fizyczna, niezbilansowana dieta, stosowanie uzywek, stres oraz zanie-
czyszczenie srodowiska (wody, powietrza i gleby). Dlatego tez niezbedne jest opracowanie
biomarkerow pozwalajgcych na wczesne wykrywanie choréb cywilizacyjnych, co zapewni ich
wiasciwe leczenie.

Zgodnie z definicjg National Institute of Health biomarker to ,cecha, ktéra daje sie obiektywnie
zmierzy¢ i moze byé zastosowana w ocenie fizjologicznych proceséw biologicznych, proceséw
patologicznych lub odpowiedzi organizmu na dziatania terapeutyczne”. Biomarker mierzony
dang metoda analityczng powinien charakteryzowaé sie duzg doktadnoscig (zgodnos¢ miedzy
wartoscig rzeczywistg a wynikiem pomiaru), precyzjg (zgodno$¢ miedzy pojedynczymi wyni-
kami dla wielu niezaleznych oznaczen biomarkera), powtarzalnoscig (precyzja oznaczen wy-
konanych w krotkim odstepie czasu, przez tego samego analityka i w tych samych warunkach),
odtwarzalnoscig (stopieh zgodnosci wynikdw uzyskanych pomiaréw w zmienionych warun-
kach pomiarowych), czutoscig (najmniejsza réznica w zawartosci biomarkera, jaka moze by¢
stwierdzona za pomocg danej metody analitycznej), selektywnoécig (stopien, w jakim dana
metoda analityczna moze byC¢ stosowana do oznaczenia biomarkera w obecnosci innych
sktadnikow préby bez wystgpienia interferencji) oraz specyficznoscig (100% selektywnosé).

Markery biologiczne stuzg jako swoisty wyznacznik ciggu zdarzen ,ekspozycja-choroba”, a ich
znaczenie we wspotczesnej medycynie jest ogromne. Nie dziwi wiec, ze biomarkery wykorzy-
stywane sg w prewenc;ji, diagnostyce oraz leczeniu choréb cywilizacyjnych. W praktyce kli-
nicznej najczesciej stosuje sie biomarkery efektu (skutkéw), czyli biochemiczne, fizjolo-
giczne (czynnosciowe) lub strukturalne zmiany zachodzgce wewnatrz organizmu, ktére wska-
zujg na mozliwos¢ wystgpienia uszkodzen (zmiany subkliniczne) lub juz swiadczg o chorobie
(zmiany kliniczne).
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3. BIOMARKERY CHOROB

UKLADU KRAZENIA
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3.1. TRIACYLOGLICEROLE

» Podstawy biochemiczne

Acyloglicerole to estry glicerolu i kwaséw tluszczowych pochodzgce z pokarmu lub synte-
tyzowane w watrobie. W czgsteczkach triacylogliceroli (TAG) przy pierwszym atomie we-
gla C1 wystepuje zwykle kwas ttuszczowy nasycony, przy C, — kwas nienasycony, a przy Cs
— rownie czesto kwas ttuszczowy nasycony, jak i nienasycony.

TAG sg magazynowane w tkance tluszczowej stanowigc podstawowe zrédto energii dla
organizmu cztowieka. We krwi TAG wystepujag gtéwnie w postaci potgczen z chylomikronami
lub lipoproteinami o bardzo matej gestosci (ang. very low density lipoproteins; VLDL).

Oznaczanie stezenia TAG w surowicy jest przydatne w profilaktyce i monitorowaniu choréb
metabolicznych, choréb uktadu sercowo-naczyniowego oraz do oceny funkcjonowania wa-
troby. Ocene przeprowadza sie po 12-14 h gtodzeniu. W medycynie, czesto zamiast TAG
uzywa sie niepoprawnej chemicznie nazwy triglicerydy (tréjglicerydy, TG).

» Wartosci referencyjne

Surowica
<150 mg/dl (1,7 mmol/l)
[mg/dl] = [mmol/l] x 88,5

<150 mg/dl (1,7 mmol/l) wartosci niskie
150-199 mg/dl (1,70-2,25 mmol/l) wysokie prawidtowe
200-499 mg/dl (2,26-5,64 mmol/l) wysokie
> 500 mg/dl (> 5,56 mmol/l) bardzo wysokie

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie TAG w surowicy moze swiadczy¢ o:
e nadmiernej podazy TAG w pokarmach
e nasilonej syntezie TAG w watrobie
wrodzona hiperlipoproteinemia
cukrzyca
zespot nerczycowy
przewlekta niewydolno$¢ nerek
dna moczanowa
o alkoholizm
e zmniejszonym spalaniu TAG
o niedoczynnos$¢ tarczycy

O O O O O
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dyslipidemii aterogennej
zespole chylomikronemii

Obnizone stezenie TAG w surowicy moze swiadczy¢ o:

zmniejszonej podazy TAG w pokarmach
niedozywieniu i wyniszczeniu
utracie TAG z katem
o zespot wadliwego trawienia i wchtaniania
o przewlekte zapalenie trzustki
o cholestaza
zaburzonej syntezie TAG w watrobie
o uszkodzenia hepatocytow
wzmozonym spalaniu TAG
o nadczynnosc tarczycy
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Ocena stezenia TAG zestawem BioSystems®

Odczynniki e odczynnik A (4-chlorofenol 6 mmol/l, chlorek magnezu 5 mmol/l, lipaza
> 100 U/, kinaza glicerolowa > 1,5 U/ml, oksydaza 3-fosfoglicerynowa
> 4 U/ml, peroksydaza > 0,8 U/ml, 4-aminoantypiryna 0,756 mmol/l, ATP 0,9
mol/l, pH 7,0)
o standard (glicerol odpowiadajgcy trioleinie 200 mg/dl (2,26 mmo/l))

Przygotowanie Gotowy do uzycia
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody Stezenie TAG w probkach surowicy ocenia sie kolorymetryczng metodg en-
zymatyczng. TAG obecne we krwi poddaje sie hydrolizie enzymatycznej
w obecnosci lipazy, a nastepnie oznacza sie posrednio zawarto$¢ glicerolu
poprzez pomiar ilosci uwolnionego nadtlenku wodoru.

lipaz
TAG + 3 H20 N glicerol + 3 kwasy ttuszczowe

kinaza glicerolowa

glicerol + ATP glicerolo-3-fosforan + ADP

. oksydaza 3—fosfoglicerolowa |
glicerolo-3-fosforan + Oz dihydroksyaceton-P + H202

roksydaz
2 H202 + 4-aminoantypiryna + fenol PR, chinonoimina + 4 H20

W ostatniej reakcji powstaje czerwono zabarwiona chinonoimina, ktorej nate-
zenie barwy przy 500 nm jest wprost proporcjonalne do stezenia TAG w bada-
nej probie.

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury pokojowej (16-25°C)
oznaczenia 2. Odpipetowac¢ do trzech oznaczonych kuwet:

a) Préba slepa: 1000 pl OR i 10 yl wody destylowanej

b) Standard: 1000 ul OR i 10 pl standardu

c) Préba badana: 1000 pl OR i 10 pl préby
3. Wymieszac zawartos¢ kuwet przy pomocy kohcowki pipety
4. Inkubowac kuwety przez 15 minut w temperaturze pokojowej lub przez
5 minut w temperaturze 37°C
5. Zarejestrowac absorbancje (A) standardu i préby badanej przy dtugosci
fali 500 nm wobec proby sSlepej

Obliczenia Stezenie TAG w prébie badanej obliczy¢ za pomocg wzoru ogdinego:
C Proby = ﬁ % C standardu
Jesli do kalibracji uzyto standardu triacylogliceroli:
C provy = ﬁ x 200 (mg/dl TAG)
C proby = ﬁ x 2,26 (mmol/l TAG)
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Budowa i wtasciwosci acylogliceroli ze szczegdlnym uwzglednieniem
triacylogliceroli

Synteza triacylogliceroli

Rozpad triacylogliceroli

Rozpad tluszczéw pokarmowych

Patogeneza otytosci

Omoéw proces resyntezy i reestryfikacji TAG

Omow role chylomikrondw w metabolizmie TAG

Opisz regulacje rozktadu TAG w komarce

Poroéwnaj synteze i rozktad TAG

Omow zaburzenia gospodarki lipidowej lezace u podtoza otytosci
Omow udziat TAG w patogenezie choréb cywilizacyjnych

. Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

. Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka labora-

toryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner

. Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:

PZWL

. Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |I.

Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

. Ktyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN
. Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm
. Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna

w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

. Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia

Harper. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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3.2. CHOLESTEROL

CALKOWITY

» Podstawy biochemiczne

Cholesterol jest pochodng cyklopentanoperhydrofenantrenu. Nalezy do steroli — alkoholi
posiadajgcych grupe hydroksylowg przy trzecim atomie wegla Cs oraz fancuch boczny za-
wierajgcy 8-10 atoméw wegla przy Cq7. Chociaz grupa -OH nadaje czasteczce staby cha-
rakter hydrofilowy, w postaci zestryfikowanej cholesterol nie posiada juz takich wtasciwo-
Sci.

Synteza cholesterolu jest procesem wieloetapowym zachodzgcym w cytosolu oraz sia-
teczce endoplazmatycznej. Czynnikiem ograniczajgcym tempo syntezy cholesterolu jest
gtéwnie reduktaza B-hydroksy-B-metyloglutarylo~S-CoA (HMG~S-CoA). Inhibitory kompe-
tycyjne HMG~S-CoA (statyny) wykorzystywane sg w farmakologicznym leczeniu hipercho-
lesterolemii.

Cholesterol jest sktadnikiem strukturalnym bton komérkowych, prekursorem kwaséw zofcio-
wych, hormonow steroidowych oraz witaminy D. W komodrkach krwi cholesterol wystepuje
w stanie wolnym, natomiast w osoczu — gtéwnie w formie zestryfikowanej. Okoto 50-75%
cholesterolu catkowitego zwigzane jest z frakcjg LDL (ang. low density lipoproteins), 20-35%
z frakcjg HDL (ang. high density lipoproteins), a niespetna 5% z frakcjg VLDL (ang. very low
density lipoproteins).

Ocena stezenia cholesterolu w surowicy jest przydatna w profilaktyce i monitorowaniu cho-

rob uktadu sercowo-naczyniowego oraz do oceny funkcjonowania watroby. Pomiar przepro-
wadza sie po 12-14 h gtodzeniu.

» Wartosci referencyjne

Surowica
114-190 mg/dl (3,0-4,9 mmol/l)
[mg/dI] = [mmol/l] x 38,5

<200 mg/dl (5,2 mmoll/l) wartosci pozgdane
200-239/dl (5,2-6,21 mmol/l) graniczne/wysokie
2 240 mg/dl (> 6,24 mmol/l) wysokie

Wyzej podane warto$ci referencyjne zostaty zaproponowane przez Amerykariski Narodowy
Program Edukacji Cholesterolowej do oceny zagrozenia chorobami wiencowymi.

Strona | 14



» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie cholesterolu catkowitego w surowicy moze swiadczy¢ o:
e wzmozonej wrodzonej biosyntezie cholesterolu
o hipercholesterolemia rodzinna
o hipercholesterolemia wielogenowa
o rodzinny defekt apoproteiny B-100
e wzmozonej nabytej biosyntezie cholesterolu
o zespot nerczycowy
o przewlekta niewydolnosci nerek
o alkoholizm
e uposledzonych przemianach biochemicznych cholesterolu
o niedoczynnos$¢ tarczycy
o choroby watroby przebiegajgce z cholestazg
e nadmiernej podazy cholesterolu w pokarmach

Obnizone stezenie cholesterolu catkowitego w surowicy moze swiadczy¢ o:
e niedozywieniu i wyniszczeniu
upos$ledzeniu wchtaniania cholesterolu z przewodu pokarmowego
o zespot wadliwego trawienia i wchtaniania
niedostatecznej syntezie cholesterolu
o wrodzony defekt biosyntezy cholesterolu
o zaawansowana marskosc¢ i inne ciezkie uszkodzenia migzszu watroby
zwiekszonym obrocie metabolicznym cholesterolu
o nadczynnosc tarczycy
sepsie
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Ocena stezenia cholesterolu catkowitego zestawem BioSystems®

Odczynniki e odczynnik A (cholan sodu 0,5 mmol/l, fenol 28 mmol/l, esteraza chole-
sterolowa > 0,2 U/ml, oksydaza cholesterolowa > 0,1 U/ml, peroksydaza
> 0,8 U/ml, 4-aminoantypiryna 0,5 mmol/l, pH 7,0)

» standard (cholesterol 200 mg/dl)

Przygotowanie Gotowy do uzycia
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody Stezenie cholesterolu catkowitego w prébkach surowicy ocenia sie kolory-
metryczng metodg enzymatyczng. W wyniku sprzezonych reakcji cholesterol
tworzy barwny kompleks z 4-aminoantypiryng i fenolem. Powstaje czerwono
zabarwiona chinonoimina, ktorej natezenie barwy przy 500 nm jest wprost pro-
porcjonalne do stezenia cholesterolu catkowitego w badanej prébce.

esteraza cholesterolowa
estry cholesterolu + H20 cholesterol + kwasy tluszczowe

oksydaza cholesterolowa
cholesterol + O2 cholest-4-en-3-on + H202

X . peroksydaza . L.
2H202 + 4-aminoantypiryna + fenol ———— chinonoimina + 4 H20

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury pokojowej (16-25°C)
oznaczenia 2. Odpipetowac do trzech oznaczonych kuwet:
a) Préba slepa: 1000 ul OR i 10 yl wody destylowanej
b) Standard: 1000 ul OR i 10 pl standardu
c) Préba badana: 1000 yl OR i 10 ul préby
3. Wymiesza¢ zawartos¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety
4. Inkubowac¢ kuwety przez 5 minut w temperaturze 37°C
5. Zarejestrowac absorbancje (A) standardu i préby badanej przy dtugosci
fali 500 nm wobec proby sSlepej

Obliczenia Stezenie cholesterolu catkowitego w probie badanej obliczyé za pomoca
wzoru ogoélnego:

A préb,
C Proby = C —— x C standardu
A standardu

Jezeli do kalibracji uzyto zatgczonego standardu cholesterolu:

Aprg m
—ZPréby  x 200 = =€ cholesterolu
AStandardu dl

Aprs mmol
——Préby  x 518 = cholesterolu
A standardu 1

Interferencje Bilirubina, hemoglobina

Zagadnienia 1. Budowa chemiczna cholesterolu
do opracowania 2. Wiasciwosci biologiczne cholesterolu
3. Regulacja syntezy cholesterolu
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Rozkfad cholesterolu

Znaczenie kliniczne oceny stezenia cholesterolu catkowitego w surowicy
Budowa i wiasciwosci lipoprotein osocza

Powstawanie i metabolizm lipoprotein

Zaburzenia przemiany lipoprotein

Budowa i wiasciwosci kwasow zétciowych

. Synteza oraz wydalanie kwasow zotciowych

Omoéw role cholesterolu w regulaciji ptynnosci bton komoérkowych
Dokoncz zdania dotyczgce biosyntezy cholesterolu:

a) Zrodiem atoméw wegla w czgsteczce cholesterolu jest...

b) Zrédtem atoméw wodoru w czgsteczce cholesterolu jest...

c) Zroédtem energii biologicznej w procesach biosyntezy cholesterolu

jest...

Omow proces biosyntezy cholesterolu. Ktére etapy zachodzg w cytozolu,
a ktore w siateczce endoplazmatycznej?
Oméw mechanizmy samoregulacji syntezy cholesterolu
Oméw mechanizm dziatania statyn
Omow podtoze oraz obraz kliniczny choroby tangierskiej
Omow jednostki chorobowe zwigzane z niedoborem acylotransferazy le-
cytyna:cholesterol
Omow role LDL w powstawaniu blaszki miazdzycowej
Opisz podtoze biochemiczne oraz obraz kliniczny pierwotnych zaburzen
metabolizmu lipidéw zwigzanych ze zwiekszong produkcjg LDL i VLDL
Opisz podtoze biochemiczne oraz obraz kliniczny wtérnych zaburzen me-
tabolizmu lipidéw zwigzanych ze zwiekszong produkcjg LDL i VLDL

. Opisz powstawanie i dziatanie biologiczne hormonéw steroidowych
. Omoéw udziat cholesterolu catkowitego w patogenezie choréb cywilizacyj-

nych

Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |I.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

Ktyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN
Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm
Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

Medycyna praktyczna (online)

Strona | 17



3.3. CHOLESTEROL HDL

» Podstawy biochemiczne

Lipoproteiny sg kulistymi kompleksami lipidéw oraz biatek (apoprotein) wystepujgcymi
w osoczu. Sposréd wszystkich lipoprotein, lipoproteiny o duzej gestosci (ang. high density
lipoproteins; HDL) wykazujg najmniejszg $rednice, zawierajg najmniej lipiddw oraz najwiecej
apoprotein. Wykazano, ze apoproteina A-l (apo A-l) stanowi 70% apoprotein HDL. Cza-
steczki HDL s3g syntetyzowane w watrobie oraz w Scianie jelita, a nastepnie uwalniane do
krgzenia drogg egzocytozy.

HDL sg krgzacym magazynem apo C-ll i apo E. Uczestniczg w wychwycie niezestryfikowa-
nego cholesterolu, w estryfikacji cholesterolu oraz w transporcie zwrotnym cholesterolu.
Cholesterol zawarty w HDL ma dziatanie przeciwmiazdzycowe, przez co okreslany jest jako
,dobry cholesterol”.

Ocena stezenia HDL w surowicy jest przydatna w profilaktyce i monitorowaniu chorob

uktadu sercowo-naczyniowego oraz do oceny funkcjonowania watroby. Pomiar przeprowa-
dza sie po 12-14 h gtodzeniu.

» Wartosci referencyjne

Surowica
> 45 mg/dl (1,2 mmol/l) kobiety
> 40 mg/dl (1 mmol/l) mezczyzni

[mg/dI] = [mmol/l] x 38,5

< 35 mg/dl (0,91 mmoll/l) wysokie ryzyko
> 60 mg/dl (> 1,56 mmol/l) niskie ryzyko

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartos$ci referencyjnych

Podane wyzej wartosci graniczne stuzg do roznicowania os6b o niskim i wysokim ryzyku
wystgpienia choroby wiencowej.

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Obnizone stezenie cholesterolu HDL w surowicy moze swiadczy¢ o:
o dyslipidemii aterogennej
e rodzinnej hipoalfalipoproteinemiai (niedobdr apo A-1)
e chorobie tangierskiej (niedobér wewnatrzkomérkowego biatka przenoszgcego estry
cholesterolu, ABC1)
e rodzinnym niedoborze acylotransferazy lecytyna:cholesterol
e chorobie rybich oczu (czesciowy niedobdr acylotransferazy lecytyna:cholesterol)
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Ocena stezenia cholesterolu HDL zestawem BioSystems®

Odczynniki e odczynnik A (bufor MES 100 mmol/l, polimery, 4-aminoantypiryna 0,5
mmol/l, detergent, pH 6,5)

e odczynnik B (bufor MES 50 mmol/l, esteraza cholesterolowa 1,0 U/ml,
peroksydaza 1,0 U/ml, oksydaza cholesterolowa 0,5 U/ml, N-etylo-N-(2-
hydroksy-3-sulfopropylo)-3-metyloanilina (TOOS) 4,5 mmol/l, detergent,
pH 5,5)

» standard (cholesterol 200 mg/dl)

Przygotowanie Gotowy do uzycia
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody Ocena stezenia HDL w prébkach surowicy przebiega w dwéch etapach.
W pierwszym z nich nastepuje oddzielenie HDL od pozostatych lipoprotein krwi
(VLDL i LDL), a nastepnie ocenia sie stezenie cholesterolu w uzyskanej frakciji
za pomocg kolorymetrycznej metody enzymatycznej. Detergent obecny w od-
czynniku B rozpuszcza cholesterol pochodzgcy z HDL. Nastepnie, w wyniku
sprzezonych reakcji cholesterol tworzy barwny kompleks z 4-aminoantypiryng
i fenolem. Powstaje czerwono zabarwiona chinonoimina, ktérej natezenie barwy
przy 500 nm jest wprost proporcjonalne do stezenia HDL w badanej prébce.

esteraza cholesterolowa
estry cholesterolu + H20 cholesterol + kwasy tluszczowe

oksydaza cholesterolowa
cholesterol + O2 cholest-4-en-3-on + H202

X i peroksydaza . L.
2 H202 + 4-aminoantypiryna + fenol ———— chinonoimina + 4 H20

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ odczynniki i spektrofotometr do temperatury pokojowej

oznaczenia (16-25°C)

2. Odpipetowac¢ do dwoch oznaczonych kuwet:

a) Proéba slepa: 750 pl odczynnika A i 7 ul wody destylowanej

b) Préba badana: 750 ul odczynnika A i 7 pl préby

3. Wymiesza¢ zawartos¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety

4. Inkubowaé kuwety przez 5 minut, a nastepnie zarejestrowac absorbancje
(A1) préby badanej przy dtugosci fali 535 nm wobec wody destylowanej

5. Odpipetowa¢ do kuwet a) oraz b) po 250 ul odczynnika B

6. Wymiesza¢ zawarto$¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety

7. Inkubowaé kuwety przez 5 minut w temperaturze pokojowe;j

8. Zarejestrowac absorbancje (A2) préby badanej przy dtugosci fali 500 nm
wobec préby Slepej

Obliczenia Stezenie HDL w badanej prébie obliczy¢ za pomoca wzoru ogélnego:

(A2—0,75 X A1) proby— (A2—0,75 X A1) proby slepej

% C standardu
(A2—0,75 X A1) standardu— (A2—0,75 X A1) proby slepej

C Proby =
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3.4. CHOLESTEROL LDL

» Podstawy biochemiczne

Lipoproteiny o matej gestosci (ang. low density lipoproteins; LDL) zawierajg mniej triacy-
logliceroli (TAG) niz ich prekursory — lipoproteiny o bardzo matej gestosci (ang. very low
density lipoproteins; VLDL). Posiadajg za to wiecej cholesterolu i jego estréw. Wykazano,
ze w LDL znajduje sie ponad 70% cholesterolu osocza. Cholesterol zawarty w LDL i VLDL
ma dziatanie promiazdzycowe (,zty cholesterol”).

Ocena stezenia LDL w surowicy jest przydatna w profilaktyce i monitorowaniu choréb uktadu
sercowo-naczyniowego oraz do oceny funkcjonowania watroby. Pomiar przeprowadza sie
po 12-14 h gtodzeniu.

Stezenie LDL (LDL-C) w surowicy mozna oceni¢ metodg enzymatyczng lub tez wyliczy¢ ze wzoru:

LDL-C = stezenie cholesterolu cathowitego - stezenie VLDL-C - stezenie HDL-C

Stezenie VLDL-C nalezy wyliczy¢ ze wzoru:

stezenie VLDL-C = stezenie TAG/5

» Wartosci referencyjne

Prawidtowe stezenie cholesterolu LDL zalezy od ryzyka sercowo-naczyniowego.

Surowica

[mg/dI] = [mmol/l] x 38,5

<100 mg/dl (2,59 mmol/l) wartosci optymalne
100-129 mg/dl (2,59-3,34 mmol/l) prawie optymalne
130-159 mg/dl (3,37-4,12 mmol/l) umiarkowane
160-189 mg/dl (4,14-4,90 mmol/l) wysokie

2 190 mg/dl (4,92 mmol/l) bardzo wysokie

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie cholesterolu LDL w surowicy moze swiadczy¢ o:
e rodzinnym defekcie apo B-100
e niedoczynnosci tarczycy
e zespole nerczycowym
e przewlektej chorobie nerek
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e chorobach watroby
e stosowaniu niektorych lekow (np. glukokortykoidy, progestageny)

Obnizone stezenie cholesterolu LDL w surowicy krwi moze swiadczy¢ o:
e nadczynnosci tarczycy
e chorobach watroby
o sepsie
* wyniszczeniu
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Ocena stezenia cholesterolu LDL zestawem BioSystems®

Odczynniki o odczynnik A (bufor MES > 30 mmol/l, esteraza cholesterolowa
< 1,5 u/ml, oksydaza cholesterolowa < 1,5 U/ml, 4-aminoantypiryna 0,5
mmol/l, oksydaza askorbinianowa < 3,0 U/I, peroksydaza > 1 U/ml, deter-
gent, pH 6,3)

e odczynnik B (bufor MES > 30 mmol/l, N,N-bis(4-sulfobutylo)-m-toluidyna
1 mmol/l, detergent, pH 6,3)

» standard (cholesterol 200 mg/dl)

Przygotowanie Gotowy do uzycia.
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody Ocena stezenia LDL w probkach surowicy przebiega w dwoch etapach
W pierwszym z nich nastepuje oddzielenie LDL od pozostatych lipoprotein krwi
(HDL), a nastepnie ocenia sie stezenie cholesterolu w uzyskanej frakcji za po-
mocg kolorymetrycznej metody enzymatycznej. Detergent obecny w odczyn-
niku B rozpuszcza cholesterol pochodzgcy z LDL. Nastepnie, w wyniku sprze-
zonych reakcji cholesterol tworzy barwny kompleks z 4-aminoantypiryng i feno-
lem. Powstaje czerwono zabarwiona chinonoimina, ktérej natezenie barwy przy
500 nm jest wprost proporcjonalne do stezenia LDL w badanej prébce.

esteraza cholesterolowa
estry cholesterolu + H20 cholesterol + kwasy tluszczowe

oksydaza cholesterolowa
cholesterol + O2 cholest-4-en-3-on + H20>

i X peroksydaza . L.
2 H202 + 4-aminoantypiryna + fenol ———— chinonoimina + 4 H20

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ odczynniki i spektrofotometr do temperatury 37°C
oznaczenia 2. Odpipetowac¢ do dwoch oznaczonych kuwet:
a) Préba slepa: 750 yl odczynnika A i 7 yl wody destylowanej
b) Préba badana: 750 ul odczynnika B i 7 ul préby badanej
3. Wymieszac¢ zawarto$¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety
Inkubowac¢ kuwety przez 5 minut w temperaturze 37°C
Zarejestrowac absorbancje (A1) proby badanej przy dtugosci fali 500 nm
wobec wody destylowane;j
Odpipetowac do kuwet a) oraz b) po 250 yl odczynnika B
Wymiesza¢ zawartos¢ kuwet przy pomocy koncéwki pipety
Inkubowac¢ kuwety przez 5 minut w temperaturze 37°C
Zarejestrowac absorbancje (A2) proby badanej przy diugosci fali 500 nm
wobec préby Slepej

oAl e

© o N

Obliczenia Stezenie LDL w probie badanej obliczy¢ za pomocg wzoru ogdinego:

Interferencje Kwas askorbinowy

(A2—A1) prob
C Proby = Y x C standardu

(A2—A1) standardu
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3.5. LIPAZA

» Podstawy biochemiczne

Lipaza trzustkowa (EC 3.1.1.3) nalezy do enzymow ekskrecyjnych trzustki. Dziatajac na
triacyloglicerole (TAG) odtgcza kwasy ttuszczowe przy C1 i Cs glicerolu — produktami reakc;ji
hydrolizy jest mieszanina 2-monoacylogliceroli i wolnych kwasow ttuszczowych. Lipaza sta-
nowi ok. 2-3% biatka catkowitego trzustki, przez co enzym ten jest bardzo wydajny kata-
litycznie.

Wiekszos¢ lipazy we krwi jest pochodzenia trzustkowego. Gradient stezen trzustka-suro-
wica wynosi nawet 20 000 : 1, a pozostata czes¢ enzymu we krwi pochodzi z gruczotow
Slinowych, zotadka, jelit oraz ptuc. Z uwagi na matg mase czgsteczkows, lipaza ulega cat-
kowitej reabsorpcji w kanalikach nerkowych i nie wystepuje w moczu.

Lipaza jezykowa i zotadkowa hydrolizuje gtéwnie TAG zawierajgce kwasy ttuszczowe
o krétkiej lub Sredniej dtugosci tancucha (< 12 at. C). Wystepujg one w tluszczach mleka,
przez co lipaza jezykowa i zotgdkowa odgrywa wazna role w trawieniu lipidéw u niemowlat.
Niewielkie ilosci lipazy powstajg takze w jelitach.

Znaczenie diagnostyczne lipazy jest podobne jak a-amylazy z wytgczeniem choréb $linia-
nek. Lipaza wykazuje natomiast wigkszg swoisto$¢ narzgdowg w odniesieniu do trzustki.

» Wartosci referencyjne

Surowica
13-60 U/l (0,22-1,00 pkat/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wiasny zakres wartosci referencyjnych

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszona aktywno$c lipazy w surowicy moze swiadczy¢ o:
e zapaleniu trzustki
e niedroznos¢ jelit
e perforacji wrzodu dwunastnicy i zapalenie otrzewnej
e niedroznosci przewodu trzustkowego
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Ocena aktywnosci lipazy zestawem BioSystems®

Odczynniki « odczynnik A (bufor Tris 40 mmol/l, kolipaza 1 mg/l, deoksycholan mmol/l,
taurodesoksykolatan 7,0 mmol/l, pH 8)

e odczynnik B (bufor winianowy 15 mmol/l, ester (6-metylorezorufiny)
kwasu 1,2-O-dialuril-rac-glicerol-3- glutarowego 0,7 mmol/l, jony wapnia
1 mmol/l, pH 4)

o standard (standard lipazy)

Przygotowanie Gotowy do uzycia
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody Aktywnos¢ (stezenie katalityczne) lipazy w probkach surowicy ocenia sie ko-
lorymetryczng metodg enzymatyczna. Lipaza katalizuje hydrolize syntetycz-
nego substratu (ester 6-metylo-rezorufinowy kwasu 1,2-O-dilaurylo-glicerolo-3-
glutarowego), w wyniku ktorej otrzymuje sie 1,2-O-dilaurylo-glicerol i nietrwaty
produkt przejsciowy — kwas glutarowy-(6-metylorezorufina). W roztworze zasa-
dowym dochodzi do spontanicznego rozktadu produktu na kwas glutarowy i me-
tylorezorufine.

lipaz
ester 6-metylo-rezorufinowy kwasu 1,2-O-dilaurylo-glicerolo-3-glutarowego i

1,2-O-dilaurylo-glicerol + kwas glutarowy-(6-metylorezorufina)

H,0
kwas glutarowy-(6-metylorezorufina) - kwas glutarowy + metylorezorufina

Szybkos¢ powstawania metylorezorufiny mierzona przy dtugosci fali 560 nm
jest wprost proporcjonalna do aktywnosci lipazy w badanej prébie.

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ odczynniki i spektrofotometr do temperatury pokojowej
oznaczenia (16-25°C)
2. Odpipetowac do dwdch oznaczonych kuwet:
a) Standard: 1000 pl odczynnika A i 10 pl standardu
b) Préba badana: 1000 pyl odczynnika A i 10 ul préby
3. Wymiesza¢ zawartos¢ kuwet przy pomocy kohcowki pipety
4. Inkubowac kuwety przez 1 minute w temperaturze pokojowej
5. Odpipetowa¢ do kuwet a) oraz b) po 200 pl odczynnika B
6. Wymieszac zawartos¢ kuwet przy pomocy kohcowki pipety
7. Inkubowac¢ kuwety przez 3 minuty w temperaturze pokojowe;j
8. Zarejestrowac absorbancje poczatkowg (A1) przy dtugoéci fali 560 nm
i wykonac 3 kolejne pomiary w odstepach jednominutowych
9. Obliczyc¢ réznice absorbancji pomiedzy kolejnymi pomiarami oraz Srednig
réznic absorbancji na minute (AA/min)

Obliczenia Stezenie katalityczne lipazy obliczy¢ za pomocg wzoru ogdlnego:

AA/min prgpy

———  — % C standardu
AA/min standardu

Aktywnosc lipazy [U/l] =
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3.6. KREATYNINA

» Podstawy biochemiczne

Kreatynina (gr. kreas, migso) powstaje w wyniku przemian biochemicznych kreatyny
— zwigzku azotowego znajdujgcego sie gtdwnie w miesniach szkieletowych i sciegnach. Kre-
atyna wytwarzana jest w watrobie w reakcji transamidynacji glicyny z udziatem argininy
(przeniesienie grupy amidynowej), a nastepnie metylacji powstatego guanidynooctanu za
pomocg S-adenozylometioniny. Fizjologiczna rola kreatyny polega na wigzaniu reszty fos-
foranowej pochodzacej z ATP — powstaje fosfokreatyna warunkujgca czynnosc¢ skurczowg
miesni (rezerwuar energii). Reszta fosforanowa z ATP zostaje nastepnie przeniesiona na
kreatyne (w spoczynku), tworzgc fosfokreatyne i ADP oraz odtwarza ATP, przenoszac fos-
foran z fosfokreatyny na ADP (w okresie wzmozonej czynnosci skurczowej miesni). Reakcje
te katalizuje kinaza kreatynowa (CK). Fosfokreatyna niewykorzystana do celow energetycz-
nych ulega nieenzymatycznej cyklizacji z odtgczeniem fosforanu nieorganicznego. Powstaje
kreatynina. Produkt ten nie ulega dalszej biotransformaciji i w tej formie zostaje wydalany
wraz z moczem.

Kreatynina jest waznym wskaznikiem diagnostycznym funkciji nerek. Zwigzek ten nie ulega
absorpcji zwrotnej w kanalikach nerkowych i jest wydalany drogg przesaczania kiebusz-
kowego. Kreatynina obecna w surowicy jest gidwnie metabolitem miesni szkieletowych.
Znaczny wzrost jej stezenia we krwi obserwuje sie przy spadku przesgczenia ktebuszko-
wego dopiero o ponad 50%. Podwyzszone stezenie kreatyny w surowicy jest natomiast wy-
nikiem pierwotnego (dystrofia miesniowa) lub wtérnego (nadczynnosé tarczycy, zespot Cus-
hinga) uszkodzenia migéni szkieletowych.

Stezenie kreatyniny w surowicy wykorzystywane jest do obliczenia wskaznika filtracji kte-
buszkowej (ang. glomerular fliltration rate, GFR). GFR to cze$¢ krwi przeptywajgca przez
nerki, ktéra ulega przefiltrowaniu przez ktebuszki obu nerek. GFR wynosi okoto 10% obje-
tosci krwi przeptywajacej przez nerki, czyli okoto 80—120 ml/min. W praktyce klinicznej, GFR
podaje sie w przeliczeniu na pole powierzchni ciata i wynosi prawidtowo = 90 ml/min/1,73
m?.

» Wartosci referencyjne

Surowica
0,6-1,3 mg/dl (53-115 pmol/l)
[mg/dI] = [umol/1}/88

Metoda Jaffé'go bez kompensacji Metoda Jaffé’go z kompensacjg
mezczyzni 0,9-1,3 mg/dl (80-115 pmol/l) 0,7-1,2 mg/dl (62-106 pmol/l)
kobiety 0,6-1,1 mg/dl (53-97 umoll/l) 0,5-0,9 mg/dl (44-80 umol/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych
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» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie kreatyniny w surowicy (kreatyninemia) swiadczy o upo$ledzeniu
funkcji wydalniczej nerek (ostrej lub przewlektej niewydolnosci nerek)

Obnizone stezenie kreatyniny w surowicy moze Swiadczy¢ o:

» odwodnieniu

» niedozywieniu

» chorobach prowadzacych do zaniku miesni

o dystrofia miesniowa

matej masie miesni szkieletowych (np. po amputacji konczyn)
chorobach watroby
cigzy

vV VYV
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Ocena stezenia kreatyniny zestawem BioSystems®

Odczynniki » odczynnik A (wodorotlenek sodu 0,4 mol/l)
e odczynnik B (kwas pikrynowy 25 mmol/l)
o standard (kreatynina 2 mg/dl)

Przygotowanie 1. Do kuwety odpipetowac réwne objetosci odczynnika A i odczynnika B
odczynnika 2. Wymieszac¢ zawarto$¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety
roboczego (OR)

Zasada metody Stezenie kreatyniny w probkach surowicy ocenia sie kolorymetryczng metodg
Jaffe’go. Metoda polega na reakcji kreatyniny z kwasem pikrynowym w $rodo-
wisku zasadowym, co powoduje powstanie barwnego kompleksu o maksimum
absorpcji przy dtugosci fali 500 nm. Reakcja Jaffe’go jest niespecyficzna. W celu
ograniczenia wptywu innych biatek krwi na wynik badania, mierzy sie szybko$¢
tworzenia wspomnianego kompleksu w krotkich okresach poczagtkowych. Wynik
badania jest dodatkowo korygowany poprzez odjecie statej wartosci (tzw. me-
toda Jaffé’go z kompensacjg).

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury 37°C
oznaczenia 2. Odpipetowac do dwdch oznaczonych kuwet:
a) Standard: 1000 pl OR i 100 pl standardu
b) Préba badana: 1000 pul OR i 100 pl préby
Wymiesza¢ zawartos¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety
Umiesci¢ kuwety w spektrofotometrze i rozpocza¢ pomiar czasu
5. ZarejestrowacC absorbancje poczatkowg (A1) standardu wobec préby
Slepej przy dtugosci fali 500 nm i wykonac kolejny pomiar (A2) po upty-
wie 90 sekund od wymieszania OR z préba/standardem

BN

Obliczenia Stezenie kreatyniny w probie badanej obliczy¢ za pomocag wzoru ogdélnego:

(A2-A1) prs . . ., . .
C proby = ————PIY ¢ C giandarau X WspOtczynnik rozcienczenia proby

(A2-A1) standardu

Jezeli do kalibracji uzyto dostarczonego standardu kreatyniny:

Metoda Jaffé’'go Metoda Jaffé’'go
bez kompensac;ji z kompensacja
(Az — A1) prevy x 2 = mg/dl x 2-0,37 = mg/d|
(AZ - Al) Standardu x 177 = |.Im0|/| x 177'33 = |.|m0|/|
Interferencje Lipemia, hemoliza, hiperbilirubinemia, zwigzki redukujgce
Zagadnienia 1. Przemiany argininy i glicyny
do opracowania 2. Wihasciwosci, metabolizm oraz znaczenie biologiczne kreatyny, fosfokrea-

tyny i kreatyniny
3. Znaczenie kliniczne oceny stezenia kreatyniny we krwi i moczu
4. Podstawy fizjologiczne filtracji ktebuszkowej
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5. Znaczenie kliniczne GFR

Pytania 1. Oméw udziat kreatyny w metabolizmie energetycznym mies$ni szkieleto-

kontrolne wych

2. Omow czynniki wptywajgce na wielko$c filtracji ktebuszkowej

3. Omow znaczenie kliniczne oceny stezenia kreatyniny we krwi oraz
wskaznika filtracji ktebuszkowej

4. Omow udziat kreatyniny w patogenezie choréb cywilizacyjnych

Bibliografia 1. Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
. Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

3. Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner

4. Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

5. Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

6. Ktyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN

7. Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm

8. Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

9. Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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3.7. MOCZNIK

» Podstawy biochemiczne

Mocznik (ang. urea; diamid kwasu weglowego, karbamid; CO(NH.).) jest gltdbwnym produk-
tem metabolizmu biatek u organizmow ureotelicznych. Powstaje z amoniaku i dwutlenku
wegla w reakcjach cyklu mocznikowego (ornitynowego). Bilans tego cyklu przedstawia row-
nanie:

NH; + CO- + asparaginian + 3 ATP — mocznik + fumaran + 2 ADP + 2 Pi + AMP + PPi

Choc¢ przy jednym obrocie cyklu zuzywane sg 3 czgsteczki ATP, to rozpad jednej z nich do
AMP i PPi jest rownowazny rozpadowi dwoch czgsteczek ATP do ADP i Pi. Dlatego tez
synteza 1 czasteczki mocznika zuzywa 4 czasteczki ATP.

Wytwarzanie mocznika w watrobie jest procesem ciggtym — jest to mozliwe dzieki mechani-
zmowi aktywaciji allosterycznej i indukcji substratowej oraz odtwarzaniu ornityny.

Stezenie mocznika w surowicy zalezy od podazy biatek z dieta, rozpadu endogennych bia-
tek oraz czynnos$ci wydalniczej nerek. Znaczny wzrost stezenia mocznika we krwi obserwuje
sie przy spadku przesgczenia kiebuszkowego o ponad 50%.

» Wartosci referencyjne

Surowica

15-40 mg/dl (2,5-6,7 mmol/l)
[mg/dI] = [mmol/1}/0,166

azot mocznika (BUN, blood urea nitrogen) 7-18,8 mg/dl (5-13,4 mmol/l)
[mg/dI] = [mmol/I}/0,36

Stezenie mocznika w okresie noworodkowym jest nizsze, a u 0séb po 60 roku zycia wyzsze
niz u dorostych. Stezenie jest réwniez nieco wyzsze u mezczyzn niz u kobiet.

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie mocznika w surowicy $wiadczy o uposledzonej czynnosci wydalni-
czej nerek

Obnizone stezenie mocznika w surowicy moze swiadczy¢ o:
e niedozywieniu
e zespole ztego wchifaniania i trawienia
e chorobach watroby

e cCigzy
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Ocena stezenia mocznika zestawem BioSystems®

Odczynniki o odczynnik A (TRIS 100 mmol/l, a-ketoglutaran 5,6 mmol/l, ureaza
> 140 U/ml, dehydrogenaza glutaminianowa > 140 U/ml, glikol etylenowy
220 g/, azydek sodu 0,95 g/, pH 8,0)

e odczynnik B (NADH 1,5 mmol/l, azydek sodu 9,5 g/l)

o standard (g/lukoza 100 mg/dl, mocznik 50 mg/dl (8,3 mmol/l, BUN 23,3
mg/dl), kreatynina 2 mg/dl))

Przygotowanie 1. Do kuwety odpipetowac cztery objetosci (4V) odczynnika A i jedng ob-
odczynnika jetos¢ (1V) odczynnika B
roboczego (OR) 2. Wymiesza¢ zawarto$¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety

AL GER G Stezenie mocznika w probach surowicy oznacza sie kolorymetryczng metodg
enzymatyczng, ktéra wykorzystuje nastepujgce reakcje:

ureaza
mocznik + H2O «—— NH4" + CO>

dehydrogenaza
glutaminianowa
—

2 NH4" + 2 NADH + H* + a-ketoglutaran L-glutaminian + 2 NAD* + 2 H* + H20

Spadek absorbancji NADH + H* przy 340 nm jest wprost proporcjonalny
do stezenia mocznika w badanej prébie.

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury 37°C

oznaczenia 2. Odpipetowac¢ do dwoch oznaczonych kuwet:
a. Standard: 1500 pl OR i 10 pl standardu
b. Préba badana: 1500 ul OR i 10 pl préby

Wymiesza¢ zawartos¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety

Umiesci¢ kuwety w spektrofotometrze i rozpoczgé pomiar czasu

5. Zarejestrowac absorbancje poczagtkowg (A1) przy dtugosci fali 340 nm po
uptywie 30 sekund i wykonaé kolejny pomiar (A2) po 90 sekundach od
wymieszania OR z préba/standardem

e

Obliczenia Stezenie mocznika w badanej prébie obliczy¢ za pomocg wzoru ogdinego:

(A1-A2) pro . . ., . A
C proby = ———LBY_ % C gtangarau X WspStczynnik rozcienczenia proby

(A1—-Az)standardu

Jezeli do kalibracji uzyto dostarczonego wzorca mocznika:

Surowica i osocze
x 50 = mg/dl mocznika
x 23,3 = mg/dl BUN
x 8,3 = mmol/l mocznika

(Al - AZ) Préby
(Al - AZ)Standardu

Interferencje Hemoliza, amoniak
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Zagadnienia
do opracowania

Pytania
kontrolne

Bibliografia
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Reakcje cyklu mocznikowego

Regulacja cyklu mocznikowego

Pozawagtrobowe powstawanie mocznika

Defekty syntezy mocznika

Znaczenie kliniczne oceny stezenia mocznika we Kkrwi

Wymien reakcje odwracalne cyklu mocznikowego

Omow bilans energetyczny cyklu mocznikowego

Omoéw regulacje cyklu mocznikowego

Omow role mocznika w reabsorpcji wody w kanalikach nerkowych
Omoéw udziat mocznika w patogenezie chordb cywilizacyjnych

Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

Ktyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN
Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm
Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)



3.8. KWAS MOCZOWY

» Podstawy biochemiczne

Kwas moczowy (ang. uric acid; 2,6,8-trioksypuryna) to pochodna zasad purynowych, czyli
zasad azotowych zbudowanych ze skondensowanych pierscieni pirymidyny i imidazolu
(adenina i guanina) wchodzacych w sktad kwaséw nukleinowych. Kwas moczowy powstaje
w reakcjach katalizowanych przez oksydaze ksantynowg (EC 1.17.3.2):

hipoksantyna + H,O + O, — ksantyna + H.O
ksantyna + H,0 + O, — kwas moczowy + H;0;

Ksantyna moze takze powstawac¢ z guaniny w reakcji katalizowanej przez deaminaze gua-
ninowa.

U czlowieka i matp cztekoksztattnych kwas moczowy jest kohcowym produktem metabo-
lizmu puryn, podczas gdy u innych organizméw utlenia sie do allantoiny, kwasu alantoino-
wego, mocznika, a nawet amoniaku. Stezenie kwasu moczowego we krwi zalezy w wiek-
szym stopniu od syntezy de novo puryn/rozpadu kwasow nukleinowych niz od pokarmowej
podazy zasad purynowych. Stezenie kwasu moczowego zalezy tez od pici i jest wieksze
u mezczyzn. Okoto 75% kwasu moczowego jest wydalane wraz z moczem. Reszta prze-
chodzi do przewodu pokarmowego, gdzie rozktadana jest przez bakterie jelitowe i wydalana
wraz z katem.

Stezenie kwasu moczowego w surowicy zalezy od:
e endogennej syntezy puryn
e podazy puryn wraz z dietg
» nerkowego klirens kwasu moczowego.

W $rodowisku kwasnym, szczegdlnie podczas hiperurykemii, kwas moczowy tworzy trudno
rozpuszczalne w wodzie krysztaty moczanu sodu, ktéore mogg odktadac¢ sie w tkankach
i narzadach. W lecznictwie stosuje sie inhibitory oksydazy ksantynowej (np. allopurynol),
ktore hamujg wytwarzanie kwasu moczowego. W wyniku ich dziatania zwigksza sie nerkowe
wydalanie hipoksantyny i ksantyny, co zmniejsza ryzyko tworzenia ztogdw moczanu sodu
w nerkach i miesniach.

Kwas moczowy jest gtdbwnym antyoksydantem krwi — ma zdolno$¢ ,wymiatania” anionorod-
nikéw ponadtlenkowych, rodnikéw hydroksylowych, nadtlenku wodoru oraz nadtlenoazo-
tynu. Stanowi okoto 55-60% pojemnosci antyoksydacyjnej osocza oraz okoto 70% po-
jemnosci antyoksydacyjnej sliny. W wysokich stezeniach ma jednak dziatanie prooksy-
dacyjne — moze generowac wolne rodniki (np. rodnik aminokarbolynowy) w reakcji z nadtle-
noazotynem. Aktywnosc¢ proutleniajgca kwasu moczowego moze ttumaczyc¢ dlaczego hipe-
rurykemia jest znaczgcym czynnikiem ryzyka choréb ukfadu sercowo-naczyniowego.
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» Wartosci referencyjne

Surowica
3-7 mg/dl (180-240 pmol/l)
[mg/dI] = [umol/I}/60

mezczyzni 3,5-7,2 mg/dl (210-420 pmol/l)
kobiety 3-6 mg/dl (180-350 pmol/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie kwasu moczowego w surowicy (hiperurykemia) moze swiadczy¢ o:
e wzmozonej biosyntezie kwasu moczowego
o pierwotna dna moczanowa
o choroba Lescha-Nyhana
e nadmiernej podazy zasad purynowych w pokarmach (najwieksza ilo$¢ puryn wyste-
puje w produktach bogatych w biatko (tj. mieso, wedliny, nabiat, rosliny strgczkowe))
e uposledzonym wydalaniu kwasu moczowego wraz z moczem
o ostrai przewlekta niewydolnos¢ nerek
o stosowanie diuretykéw
o niedoczynnos$¢ tarczycy
o zatrucie czadem lub zwigzkami otowiu
e zwiekszonym obrocie metabolicznym kwasu moczowego
o niedokrwistos¢ hemolityczna wywotana talasemig lub hemoglobinopatig S
o tuszczyca
o biataczki
gwaltownym rozktadzie komérek (zwtaszcza bogatych w jgdra)
o zespot lizy nowotworowej podczas chemioterapii

Obnizone stezenie kwasu moczowego w surowicy (hipourykemia) krwi moze $wiadczy¢ o:
e wrodzonym niedoborze oksydazy ksantynowe;j
e przyjmowaniu inhibitoréw oksydazy ksantynowej (np. allopurynol, febuksostat)
e wzmozonym wydalaniu kwasu moczowego przez nerki
o uposledzone wchtanianie zwrotne kwasu moczowego przez cewki nerkowe
(wrodzone lub nabyte tubulopatie)
o stosowanie lekdw urykozurycznych (moczanopednych), np. salicylanéw czy
glukokortykoidow
e cigzy
e nieadekwatnym wydzielaniu ADH i akromegalii
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Ocena stezenia kwasu moczowego zestawem BioSystems®

Odczynniki e odczynnik A (fosforan sodu100 mmol/l, detergent 1,5 g/I, dwuchlorofe-
nylosulfonian 4 mmol/l, urykaza > 0,12 U/ml, oksydaza askorbinowa > 5
U/ml, peroksydaza >1 U/ml, 4-aminoantypiryna 0,5 mmol/l, pH 7,8)

o standard (kwas moczowy 6 mg/dl)

Przygotowanie Gotowy do uzycia
odczynnika
roboczego (OR)

AL GER GG Stezenie kwasu moczowego w probach surowicy oznacza sig koloryme-
tryczng metodg enzymatyczng wykorzystujgcg ponizsze reakcije:

urykaza .
kwas moczowy + Oz + 2 H2O —— alantoina + CO2 + H202

X . peroksydaza . L.

2 H20:2 + fenol + 4-aminoantypiryna ———— chinonoimina + 4 H20
Powstaje czerwono zabarwiona chinonoimina, ktérej natezenie barwy przy 500
nm jest wprost proporcjonalne do stezenia kwasu moczowego w badanej
prébce.

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury pokojowej (16-25°C)
oznaczenia 2. Odpipetowac¢ do trzech oznaczonych kuwet:
a) Préba slepa: 1000 pl OR i 25 pl wody destylowanej
b) Standard: 1000 ul OR i 25 ul standardu
c) Préba badana: 1000 pl OR i 25 pl préby
3. Wymiesza¢ zawartos¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety
4. Inkubowaé kuwety przez 5 minut w temperaturze 37°C
5. Zarejestrowac absorbancje (A) standardu i préby badanej przy dtugosci
fali 500 nm wobec proby Slepej

Obliczenia Stezenie kwasu moczowego w badanej probie obliczy¢ za pomocg wzoru
ogolnego:

Aprg a A B2 R .
C proby = ——=Y_ x C standardu X WSPOtczynnik rozcieficzenia proby

A standardu

Jezeli do kalibracji uzyto zatgczonego standardu kwasu moczowego:

A proby x 6 = mg/dl kwasu moczowego
A giandardu x 357 = ymol/l kwasu moczowego

Interferencje Hemoglobina, bilirubina, lipemia

Rozpad zasad purynowych i pirymidynowych

Zaburzenia metabolizmu nukleotydéw

Budowa, wtasciwo$ci biologiczne oraz przemiany kwasu moczowego
Podtoze biochemiczne hiperurykemii

Zagadnienia
do opracowania

= e
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5. Hiperurykemia jako przyczyna chorob uktadu sercowo-naczyniowego
oraz choréb metabolicznych

Pytania 1. Omow wiasciwosci antyoksydacyjne i prooksydacyjne kwasu moczo-
kontrolne wego

2. Poréwnaj przyczyny pierwotnej i wtdérnej dny moczanowej

3. Omoéw farmakologiczne metody leczenia hiperurykemii

4. Omoéw udziat kwasu moczowego w patogenezie choréb cywilizacyjnych

Bibliografia 1. Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
. Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

3. Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner

4. Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

5. Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

6. Kiyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN

7. Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm

8. Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

9. Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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4. BIOMARKERY CHOROB
METABOLICZNYCH
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Podstawy biochemiczne

Glukoza (D-glukoza; CsH1206) jest monosacharydem nalezgcym do aldoheksoz.
W organizmach ro$linnych powstaje w procesie fotosyntezy:

Swiatto stoneczne
6 CO; + 6 HLO ————— > CgH1206 + 6 O21
Glukoza wystepuje w duzych ilosciach w owocach winogron (stgd nazwa cukier gronowy)
oraz w miodzie. W organizmach roslinnych magazynowana jest w postaci skrobi.

Do organizmu cztowieka dostarczana jest wraz z dietg oraz magazynowana w miesniach,
watrobie i tkance ttuszczowej w postaci glikogenu. Glukoza stanowi podstawowy substrat
energetyczny dla osrodkowego ukfadu nerwowego (OUN). Neurony nie potrafig magazy-
nowa¢ zadnych substratow energetycznych, dlatego tez, wtasciwe funkcjonowanie OUN
uzaleznione jest od systematycznego doptywu glukozy.

Glukoza przeksztatcana jest w glikolizie do pirogronianu lub mleczanu, a nastepnie w cyklu
kwasow trikarboksylowych (TCA) do CO», i H»O. Synteza glukozy z substratéw nie cukro-
wych nosi natomiast nazwe glukoneogenezy i zachodzi gtéwnie w watrobie i korze nerki.

Stezenie glukozy we krwi okresla sie mianem glikemii. Parametr ten jest dobrym wskazni-
kiem gospodarki weglowodanowej. Glikemia zalezy od:
podazy weglowodandéw w pokarmach
nasilenia glukoneogenezy, glikogeneolizy i glikolizy, ktore pozostajg pod wptywem
czynnikdw hormonalnych (ACTH (hormon adrenokortykotropowy), hormon wzro-
stu, hormony tarczycy, adrenalina i glukagon podwyZszajg stezenie glukozy we
krwi, natomiast insulina obniza stezenie glukozy we krwi)
stopnia zuzycia glukozy przez poszczegdlne narzady
utraty glukozy wraz z moczem (glukozuria).

Wartosci referencyjne

Osocze
[mg/dl] = [mmol/l] x 18
dzieci, dorosli 70-100 mg/dl (3,9-5,5 mmol/l)
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Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie glukozy w osoczu (hiperglikemia) moze swiadczyc¢ o:
niedoborze insuliny
cukrzyca typu 1
zaburzeniach sygnalizacji insulinowej
insulinoopornosc¢
cukrzyca typu 2
zespot metaboliczny
przewlekte stany zapalne
nowotwory
odktadanie ztogdw hemosyderyny
wzmozonej sekrecji hormondéw pobudzajgcych glukoneogeneze i glikogenolize
hypercorticismus
glucagonoma
pheochromocytoma
hyperthyerosis
acromegalia
przewlektej lub ostrej mocznicy
zawale miesnia sercowego
zatruciu tlenkiem wegla
wstrzgsie
przyjmowaniu niektérych lekow, np. diuretykdw czy doustnych lekdéw antykoncepcyij-
nych
stresie

Zgodnie z wytycznymi Swiatowej Organizaciji Zdrowia (WHO) cukrzyce rozpoznaje sie po
stwierdzeniu = 1 z ponizszych kryteriow:
glikemia na czczo = 126 mg/dl (7 mmol/l; dwukrotnie w innych dniach)
jezeli stezenie glukozy w osoczu wynosi 100-125 mg/dl (5,6-6,9 mmol/l) nalezy
wykona¢ doustny test obcigzenia glukozg (OGTT; test tolerancji 75 g glukozy z po-
miarem glikemii na czczo i po 2 h); glikemia po 2 h w OGTT 2 200 mg/dl (11,1
mmol/l) upowaznia do rozpoznania cukrzycy
glikemia przygodna = 200 mg/dl (11,1 mmol/l) z typowymi objawami hiperglikemii
(pragnienie, wielomocz, ostabienie, kwasica ketonowa)
hemoglobina glikowana (HbA1c) = 6,5% (48 mmol/mol)

Obnizone stezenie glukozy w osoczu (hipoglikemia) moze $wiadczy¢ o:
niedostatecznej podazy weglowodandw z pokarmem
gtodzenie
jadtowstret
uposledzonym wchtfanianiu glukozy z przewodu pokarmowego
zespoét wadliwego wchfaniania
nadmiernym zuzyciu glukozy
wzmozony wysitek fizyczny
nowotwory
upos$ledzonej glukoneogenezie
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uszkodzenie migzszu watroby
niedobor hormonu wzrostu, glukokortykoidéw czy hormonoéw tarczycy
wzmozonej glikogenolizie
glikogenozy
wzmozonej glikogenogenezie
insulinoma
przyjmowanie doustnych lekdéw przeciwcukrzycowych, propranololu czy sali-
cylanéw
wrodzonych defektach metabolicznych
nietolerancja fruktozy
galaktozemia
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Ocena stezenia glukozy zestawem BioSystems®

Odczynniki

Przygotowanie
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody

Wykonanie

oznaczenia

Obliczenia

Zagadnienia
do opracowania

odczynnik A (fosforan sodu 100 mmol/l, fenol 5 mmol/l, oksydaza gluko-
zowa > 10 U/ml, peroksydaza > 1 U/ml, 4-aminoantypiryna 0,4 mmol/l,

pH 7,5)

standard (glukoza 100 mg/dl)

Gotowy do uzycia

Stezenie glukozy w prébkach osocza oznacza sie kolorymetryczng metoda en-
zymatyczng. Glukoza pod wptywem oksydazy glukozowej utlenia sie do kwasu
glukonowego. Produkt uboczny reakcji utleniania, nadtlenek wodoru, reaguje
nastepnie z fenolem i 4-aminoantypiryng. Powstaje czerwono zabarwiona chi-
nonoimina, ktorej natezenie barwy przy 500 nm jest wprost proporcjonalne do
stezenia glukozy w badanej prébce.

oksydaza glukozowa
glukoza + H20 + O2 ———  — kwas glukonowy + H202

X i peroksydaza . L.
2 H20:2 + fenol + 4-aminoantypiryna ———— chinonoimina + 4 H20

. Doprowadzi¢ odczynniki i spektrofotometr do temperatury pokojowej

(16-25°C)
Odpipetowa¢ do trzech oznaczonych kuwet:
a) Préba slepa: 1000 pl OR 10 pl wody destylowanej
b) Standard: 1000 pul OR i 10 pl standardu
c) Préba badana: 1000 pl OR i 10 yl préby badanej
Wymieszac zawartos¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety
Inkubowac kuwety przez 10 minut w temperaturze pokojowej lub przez
5 minut w temperaturze 37°C
Zmierzy¢ absorbancje (A) standardu i préby badanej wobec préby sSlepej
przy dtugosci fali 500 nm

Stezenie glukozy w prébie badanej obliczy¢ za pomocg ponizszego wzoru:

s Pt LA

A prsb
C Proby = — _ x C Standardu

A standardu

Interferencje Kwas askorbinowy, kwas moczowy, mannoza, galaktoza

Budowa i wiasciwosci cukrow prostych
Reakcje charakterystyczne monosacharydéw
Glikoliza tlenowa

Glikoliza beztlenowa

Regulacja glikolizy

Metaboliczne losy pirogronianu

Wrodzone defekty glikolizy

Cykl Krebsa
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Glukoneogeneza
Choroby spichrzania glikogenu (glikogenozy)
Zasada dziatania glukometru paskowego

Wymien reakcje odwracalne i nieodwracalne zachodzgce podczas gliko-
lizy i cyklu Krebsa

Wymien reakcje fosforylacji substratowej zachodzgce podczas glikolizy
i cyklu Krebsa

Poréwnaj regulacje metaboliczng glikolizy i cyklu Krebsa

Omow regulacje metaboliczng glukoneogenezy

Dlaczego skutki niedoboru enzyméw glikolizy sg najbardziej dotkliwe dla
erytrocytow?

Oméw powigzania cyklu Krebsa z innymi przemianami biochemicznymi
Poréwnaj podtoze biochemiczne oraz obraz kliniczny 8 typéw glikogenoz
Oméw kryteria diagnostyczne cukrzycy

Oméw zasade dziatania glukometru paskowego

Omow udziat glukozy w patogenezie choréb cywilizacyjnych

Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

Ktyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN
Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm
Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

Medycyna praktyczna (online)



Podstawy biochemiczne

Hemoglobina glikowana (niepoprawna nazwa glikohemoglobina lub hemoglobina glikozy-
lowana) powstaje w wyniku nieenzymatycznego przytgczania czgsteczek glukozy do wolne;j
grupy aminowej lub do obu N-koncowych reszt waliny fancucha B-globiny. Istniejg rézne
rodzaje hemoglobiny glikowanej. W medycynie laboratoryjnej zastosowanie znalazta jedy-
nie HbAC.

Przytaczanie czgsteczek glukozy do hemoglobiny prowadzace do powstania HbA1C jest
procesem nieodwracalnym. Okres pottrwania hemoglobiny jest rowny przezyciu krwinki
czerwonej (okoto 120 dni), przez co hemoglobina glikowana obrazuje $rednie stezenie
glukozy we krwi z ostatnich kilku miesiecy. Zawarto§¢ hemoglobiny glikowanej przed-
stawia sie jako procent HbA:C do catkowitej ilosci hemoglobiny. Stezenie HbA1C informuje
0 skutecznosci leczenia cukrzycy, pomaga w planowaniu dalszego leczenia oraz pozwala
oszacowac ryzyko wystgpienia powiktan choroby podstawowe;.

Wartosci referencyjne
Ponizsze wartosci referencyjne zostaty ustalone przez Diabetes Control and Complications

Trial Research Group (DCCT) i zostaly zaakceptowane dla populacji oséb bez cukrzycy oraz
do oceny stopnia kontroli poziomu glukozy we krwi u pacjentéw z cukrzyca.

Surowica
IFCC (mmol/mol) NGSP-DCCT (%)
<39 >5,7 wartosci docelowe
39-46 5,7-6,4 stan przedcukrzycowy
> 48 > 6,5 cukrzyca

IFCC - International Federation of Clinical Chemistry
NGSP-DCCT - National Glycohemoglobin Standarization Program- Diabetes Control and Complications Trial

Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie HbA{C w surowicy moze swiadczy¢ o zle wyréwnanej cukrzycy
i wysokim prawdopodobienstwie wystgpienia ciezkich powiktan naczyniowych
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Ocena stezenia hemoglobiny glikowanej zestawem BioSystems®

Odczynniki « odczynnik A (zawiesina czgsteczek lateksu, azydek sodu 0,95 g/I, pH 8,0)
+ odczynnik B (przeciwciata anty-HbA:C, konserwanty, pH 6,0)
« standard (HbA/C)

Uwaga! Surowica uzyta do przygotowania standardu byta ujemna pod wzgledem antygenu HBs oraz przeciwciat anty-HCV
i anty-HIV. Do tego wzorca nalezy jednak podchodzi¢ ostroznie, poniewaz jest on potencjalnie zakazny

Przygotowanie Gotowy do uzycia
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody Stezenie HbAC w probkach surowicy ocenia sie metodg aglutynacji wykorzy-
stujacg reakcje antygenow HbA:{C ze specyficznymi przeciwciatami anty-
HbA:C. Metoda polega na zmieszaniu hemolizatu krwi z zawiesing czastek la-
teksu, a nastepnie dodaniu do mieszaniny przeciwciat anty-HbA:C. Hemoglo-
bina glikowana obecna w hemolizacie jest adsorbowana na powierzchni cza-
stek lateksu w proporcji odpowiadajgcej jej stezeniu w badanej prébce. Dodatek
przeciwciat powoduje tworzenie aglutynatéw o maksimum absorbcji 670 nm.
Produkcja aglutynatéw jest wprost proporcjonalna do stezenia HbA1C w bada-
nej probce.

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ odczynniki i spektrofotometr do temperatury pokojowej

oznaczenia (16-25°C)

2. Przygotowac¢ hemolizat krwi: odpipetowa¢ do kuwety 1000 ul wody de-
stylowanej i 10 pl krwi

3. Wytrzasngc¢ delikatnie kuwete, unikajgc tworzenia piany

4. Inkubowac kuwete przez 5 minut w temperaturze pokojowe;j

5. Do kuwety dodac¢ trzy objetosci (3V) préby, sto dziewiecdziesiat objetosci
(190V) odczynnika A i czterdziesci objetosci (40V) odczynnika B

6. Zarejestrowac absorbancje standardu i préby badanej wobec proby sle-
pej przy dtugosci fali 670 nm

Obliczenia Stezenie HbA1C w probie badanej obliczy¢ za pomocg wzoru ogélnego:
HbA:C - NGSP - DCCT (%) = 0,0915 x HbAC - IFCC (mmol/mol) + 2,15

Interferencje Brak

Zagadnienia Budowa hemoglobiny
do opracowania 2. Glikacja biatek
Znaczenie kliniczne hemoglobiny glikowanej

-—

w

Wymien wczesne, posrednie oraz pézne produkty glikacji biatek
Oméw mechanizm glikacji biatek

Omow efekty stymulacji receptora RAGE przez AGE

Oméw kryteria diagnostyczne cukrzycy

Omoéw zastosowanie lekéw o dziataniu antyglikacyjnym w lecznictwie

Pytania

kontrolne

aOpRrowbd-=
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_ 6. Omoéw udziat hemoglobiny glikowanej w patogenezie choréb cywilizacyj-
nych
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Podstawy biochemiczne

Poza hemoglobing, glikacji ulegajg takze inne biatka osocza. Fruktozamina jest miarg gli-
kacji pozostatych biatek krwi (gtéwnie albumin). Fruktozamina powstaje w reakcji glukozy
z grupg g-aminowg reszt lizynowych tych biatek, a jej stezenie w osoczu odzwierciedla
srednig glikemie z ostatnich 2-3 tygodni (biatka osocza charakteryzuje krotszy
(w porownaniu do HbA1C) okres pottrwania wynoszacy 15-20 dni).

Ze wzgledu na duze wahania wynikdw zwigzane z roznymi stanami klinicznymi (utrata al-
bumin, choroby watroby, choroby tarczycy) oznaczanie stezenia fruktozaminy nie jest tak
czeste jak ocena stezenia HbA1C. Pomiar stezenia fruktozaminy powinno sie wykonywac
w przypadku braku mozliwosci oceny HbA1C lub kiedy nie jest ona wiarygodna (hemoglobi-
nopatie, zéttaczka hemolityczna, zaburzenia glikacji hemoglobiny), u kobiet ciezarnych oraz
u pacjentdéw z chwiejnym przebiegiem cukrzycy.

Wartosci referencyjne

Surowica
1,9-2,9 mmol/l

Podane zakresy majg jednie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

Wartoséci sg nieco nizsze (5%) u dzieci. Wartosci referencyjne fruktozaminy zalezg od ste-
zenia albumin.

Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie fruktozaminy w surowicy moze swiadczy¢ o zle wyréwnanej cu-
krzycy i wysokim prawdopodobienstwie wystgpienia ciezkich powiktan naczyniowych.
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Odczynniki « odczynnik A (bfekit nitrotetrazolowy (NBT) 0,25 mmol/l, bufor weglanowy
0,2 mol/l, pH 10,35)
« standard (fruktozamina)

Przygotowanie Gotowy do uzycia
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody Stezenie fruktozaminy w probach surowicy ocenia sie metodg koloryme-
tryczna. Glikowane biatka krwi sg redukowane do soli tetrazoliowych za pomoca
btekitu nitrotetrazolowego (NBT) w Srodowisku zasadowym. Szybkos¢ tworze-
nia fruktozaminy przy 530 nm jest wprost proporcjonalna do stezenia glikowa-
nych biatek w badanej prébce.

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury pokojowej (16-25°C)
oznaczenia 2. Odpipetowaé do dwoch oznaczonych kuwet:
a) Standard: 1000 pl OR i 50 pl standardu
b) Préba badana: 1000 ul OR i 50 pl préby badanej
3. Wymiesza¢ zawartos¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety
4. Inkubowaé kuwety przez 10 minut w temperaturze 37°C
5. Zmierzy¢ absorbancje (A) standardu i préby badanej przy dtugosci fali
530 nm w odniesieniu do préby slepej (woda destylowana)

Obliczenia Stezenie fruktozaminy w probie badanej obliczy¢é przy pomocy wzoru ogél-
nego:

Interferencje Brak

Zagadnienia . Budowa i wtasciwosci biatek osocza
do opracowania 2. Glikacja biatek
Znaczenie kliniczne fruktozaminy

(A2—-Aq) Proby

% C standardu
(A2—A1) standardu

C Proby =

-—

=

Wymieh wczesne, posrednie oraz pézne produkty glikacji biatek
Omow mechanizm glikacji biatek

Omow role produktéw Amadori w procesie glikacji biatek

Omow kryteria diagnostyczne cukrzycy

Omoéw zastosowanie lekéw o dziataniu antyglikacyjnym w lecznictwie
Omoéw udziat fruktozaminy w patogenezie chordb cywilizacyjnych

Pytania

kontrolne

R
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5. BIOMARKERY

CHOROB PRZEWODU
POKARMOWEGO
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5.1. AMINOTRANSFERAZA

ASPARAGINIANOWA

» Podstawy biochemiczne

Aminotransferaza asparaginianowa (ang. aspartate transaminase; L-asparaginian:2-ok-
soglutaran aminotransferaza; AST, ASAT, ASPAT, GOT; EC 2.6.1.1) jest narzadowo niespe-
cyficznym enzymem indykatorowym (wskaznikowym) biorgcym udziat w metabolizmie bia-
tek. Nalezy do transferaz, ktére w reakcjach transaminacii przenoszg grupy a-aminowe ami-
nokwasow na a-ketokwasy. AST katalizuje odwracalng reakcje przeniesienia grupy a-ami-
nowej L-asparaginianu na a-ketoglutaran z utworzeniem L-glutaminianu i szczawiooctanu.
Kofaktorem AST jest fosforan pirydoksalu.

AST jest pochodzenia cytoplazmatycznego i mitochondrialnego. AST wystepuje gtéwnie
w komérkach watroby, miesniach poprzecznie prgzkowanych (w tym w sercu), $cianach ce-
wek nerkowych, mézgu oraz erytrocytach. Enzym ten nie jest wydzielany do krwi, dlatego
kazdy wzrost aktywnosci AST w surowicy jest wynikiem uszkodzenia btony komérkowej lub
Smierci komérek. Uszkodzenie migzszu watroby przez czynnik zakazny lub toksyczny skut-
kuje wzrostem aktywnosci AST nawet 20-50 razy powyzej wartosci referencyjnych. Co
wazne, aktywnos¢é AST w surowicy jest proporcjonalna do rozlegtoéci uszkodzenia narzadu.
W diagnostyce laboratoryjnej wykorzystuje sie wskaznik de Ritisa, ktéry jest ilorazem aktyw-
nosci AST do aktywnosci aminotrasferazy alaninowej (ALT). W warunkach fizjologicznych
wskaznik ten jest wyzszy od 1, a w chorobach migzszu watroby < 1.

U 1-3% populacji, AST wystepuje w formie makroenzymu, ktéry tworzy potgczenia z gliko-
proteinami, lipoproteinami oraz immunoglobulinami. W sytuacjach patologicznych, makro-
enzymy wystepujg najczesciej u osob z chorobami autoimmunologicznymi i nowotworo-
wymi.

» Wartosci referencyjne

Surowica
37°C 30°C
bez fosforanu pirydoksalu <40 U/l = 0,67 pkat/l <25 U/l =0,42 pkat/l
z fosforanem pirydoksalu <50 U/l = 0,83 pkat/l <30 U/l = 0,50 pkat/l

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych
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» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszona aktywnos¢ AST w surowicy moze swiadczy¢ o:
e uszkodzeniu watroby
o wirusowe zapalenie watroby
polekowe lub toksyczne zapalenie watroby
alkoholowa choroba watroby
niealkoholowe sttuszczenie watroby
cholestaza watrobowa
o rak watroby
e martwicy miesnia sercowego
o zawat miesnia sercowego
e uszkodzeniu miesni szkieletowych
o rabdomioliza (spowodowana np. zatruciem statynami, czadem czy etanolem)
o dystrofia migsniowa
o miopatia tyreotoksyczna
o intensywny wysitek fizyczny
e uszkodzeniu mézgu
o udar moézgu
e ostrym zapaleniu trzustki
e mononukleozie zakaznej
¢ hemochromatozie
e hemolizie

O O O O
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Ocena aktywnosci AST zestawem BioSystems®

Odczynniki

A [ (LT[
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody

Wykonanie
oznaczenia
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e odczynnik A (TRIS 121 mmol/l, L-asparaginian 362 mmol/l, dehydroge-
naza jabfczanowa > 460 U/, pH 7,8)

e odczynnik B (NADH 1,9 mmol/l, a-ketoglutaran 75 mmol/l, wodorotlenek
sodu 148 mmol/l, azydek sodu 9,5 g/l)

e odczynnik C (fosforan pirydoksalu 10 mmol/l)

A. Metoda bez fosforanu pirydoksalu:
1. Do kuwety doda¢ cztery objetosci (4V) odczynnika A i jedng objetosc
(1V) odczynnika B
2. Wymieszac¢ zawarto$¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety
B. Metoda z fosforanem pirydoksalu:
1. Do kuwety doda¢ 100 objetosci (100V) OR (odczynnik z punktu A)
i jedng objetos¢ (1V) odczynnika C
2. Wymieszac¢ zawarto$¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety

Aktywnos¢ (stezenie katalityczne) AST w probkach surowicy oznacza sie ko-
lorymetryczng metodg enzymatyczng wykorzystujgcg nastepujgce reakcje:

. . AST . . .
L-asparginian + a-ketoglutaran —— L-glutaminian + szczawiooctan

. . dehydrogenaza jabiczanowa | .
szczawiooctan + NADH + H jabfczan + NAD

Spadek absorbancji NADH + H* mierzony przy dtugosci fali 340 nm jest wprost
proporcjonalny do aktywnosci AST w badanej prébie.

1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury reakc;ji
2. Do kuwety odpipetowac¢ w zaleznosci od temperatury reakcji:

Temperatura reakcji 37°C 30°C
OR 1000 pl 1000 pl
Proba badana 50 ul 100 pl

3. Wymiesza¢ zawartos¢ kuwety przy pomocy koncdwki pipety i rozpoczgé
pomiar czasu

4. Zarejestrowac absorbancje poczatkowg (A1) przy dlugosci fali 340 nm po
uptywie 1 minuty od wymieszania OR z probg i wykona¢ 3 kolejne po-
miary w odstepach jednominutowych

5. Obliczy¢ roznice absorbanciji pomiedzy kolejnymi pomiarami oraz Srednig
réznic absorbancji na minute (AA/min)




Obliczenia Aktywnos¢ (stezenie katalityczne) AST w badanej probie obliczy¢ za pomoca
wzoru ogoélnego:

U Vt x10° AA

—_ e X —

I &eXxIXxVs min
Molowy wspétczynnik absorpciji (€) NADH przy dtugosci fali 340 nm wynosi 6300, droga optyczna (1) — 1 cm, catkowita objeto$¢

reakcji (Vt) — 1,05 ml przy temperaturze 37°C i 1,1 ml przy 30°C, objeto$¢ préby badanej (Vs) — 0,05 ml przy 37°C i 0,1 ml
przy 30°C, a 1 U/l réwna sie 0,0166 pkat/|

Obliczy¢ stezenie katalityczne AST za pomoca nastepujacych wzoréw:

37°C 30°C
x 3333 = U/l x 1746 = U/l
x 55,55 = pkat/l  x 29,1 = pkat/l

AA/min

Interferencje Lipemia

Zagadnienia 1. Enzymologia: miejsce aktywne enzymu, mechanizm biokatalizy, aktyw-

do opracowania nos¢ enzymu, inhibicja enzymow, regulacja aktywnos$ci enzymatycznej,
enzymy wielofunkcyjne, podziat enzymow pod kagtem klinicznym

2. Metabolizm aminokwaséw: transaminacja, cykl alaninowy, deaminacja

3. Znaczenie kliniczne oceny aminotransferaz w surowicy
Pytania 1. Omow role fosforanu pirydoksalu w reakcji katalizowanej przez AST
kontrolne 2. Oméw znaczenie biologiczne cyklu alaninowego

3. Omow znaczenie kliniczne oceny aktywnosci AST w surowicy

4. Omoéw udziat AST w patogenezie choréb cywilizacyjnych
Bibliografia 1. Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

2. Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

3. Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner

4. Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

5. Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

6. Klyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN

7. Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm

8. Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

9. Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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5.2. AMINOTRANSFERAZA

ALANINOWA

» Podstawy biochemiczne

Aminotransferaza alaninowa (ang. alanine transaminase; L-alanina:2-oksoglutaran ami-
notransferaza; ALT, ALAT, GPT,; EC 2.6.1.2) jest narzgdowo niespecyficznym enzymem in-
dykatorowym (wskaznikowym) biorgcym udziat w metabolizmie biatek. Nalezy do transferaz,
ktére w reakcjach tfransaminacji przenoszg grupy a-aminowe aminokwasow na a-ketokwasy.
ALT katalizuje odwracalng reakcje przeniesienia grupy aminowej L-alaniny na a-ketogluta-
ran z utworzeniem L-glutaminianu i pirogronianu. Kofaktorem ALT jest fosforan pirydoksalu.

Wyrodznia sie dwa izoenzymy aminotransferazy alaninowej: ALT-1 i ALT-2. Enzym ten wyste-
puje gtdwnie w cytoplazmie komoérek watroby (ALT-1). W mniejszych ilosciach zlokalizowany
jest takze w miegsniach poprzecznie prgzkowanych (ALT-2), sercu (ALT-1), Scianach cewek
nerkowych (ALT-1), mézgu oraz erytrocytach. ALT nie jest wydzielany do krwi, dlatego kazdy
wzrost aktywnosci enzymu w surowicy jest wynikiem uszkodzenia btony komorkowej lub
Smierci komérek. W diagnostyce laboratoryjnej wykorzystuje sie wskaznik de Ritisa, ktory
jest ilorazem aktywnos$ci aminotransferazy asparaginianowej (AST) do aktywnosci ALT.
W warunkach fizjologicznych wskaznik ten jest wyzszy od 1, a w chorobach migzszu wa-
troby < 1. ALT jest bardziej swoistym markerem uszkodzenia watroby niz AST.

» Wartosci referencyjne

Surowica
37°C 30°C
bez fosforanu pirydoksalu <40 U/l = 0,67 pkat/l <25 U/l = 0,42 pkat/l
z fosforanem pirydoksalu <50 U/l = 0,83 pkat/l <30 U/l = 0,50 pkat/l

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszona aktywno$¢ ALT w surowicy moze swiadczyc¢ o:
e uszkodzeniu watroby
o wirusowe zapalenie watroby

polekowe lub toksyczne zapalenie watroby
alkoholowa choroba watroby
niealkoholowe sttuszczenie watroby
cholestaza watrobowa

o rak watroby
e martwicy miesnia sercowego

o zawat miesnia sercowego

O O O O
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uszkodzeniu miesni szkieletowych
o rabdomioliza (spowodowana np. zatruciem statynami, czadem czy etanolem)
o dystrofia miesniowa
o miopatia tyreotoksyczna
o intensywny wysitek fizyczny
uszkodzeniu moézgu
o udar mézgu
ostrym zapaleniu trzustki
mononukleozie zakaznej
hemochromatozie
hemolizie
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Ocena aktywnosci ALT zestawem BioSystems®

Odczynniki

A [ (LT[
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody

Wykonanie
oznaczenia

Obliczenia
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e odczynnik A (TRIS 121 mmol/l, L-alanina 362 mmol/l, dehydrogenaza
mleczanowa > 660 U/, pH 7,8)

e odczynnik B (NADH 1,9 mmol/l, a-ketoglutaran 75 mmol/l, wodorotlenek
sodu 148 mmol/l, azydek sodu 9,5 g/l)

e odczynnik C (fosforan pirydoksalu 10 mmol/l)

A. Metoda bez fosforanu pirydoksalu:
1. Do kuwety dodac cztery objetosci (4V) odczynnika A i jedng objetosé
(1V) odczynnika B
2. Wymieszac¢ zawarto$¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety
B. Metoda z fosforanem pirydoksalu:
1. Do kuwety doda¢ 100 objetosci (100V) OR (odczynnik z punktu A)
i jedng objetos¢ (1V) odczynnika C
2. Wymieszaé zawarto$¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety

Aktywnos¢é (stezenie katalityczne) ALT w probkach surowicy oznacza sie ko-
lorymetryczng metodg enzymatyczng wykorzystujgcg nastepujgce reakcje:

ALT
L-alanina + a-ketoglutaran —— L-glutaminian + pirogronian

dehydrogenaza mleczanowa

pirogronian + NADH + H* mleczan + NAD*

Spadek absorbancji NADH + H* mierzony przy dtugosci fali 340 nm jest wprost
proporcjonalny do aktywnos$ci ALT w badanej probie.

1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury reakcji
Do kuwety odpipetowac w zaleznosci od temperatury reakc;ji:

Temperatura reakg;ji 37°C 30°C
Odczynnik roboczy 1000 I 1000 pi
Proba badana 50 pl 100 pl

3. Wymieszac¢ zawartos¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety i rozpoczg¢
pomiar czasu

4. Zarejestrowac absorbancje poczagtkowa (A1) przy dtugosci fali 340 nm po
uptywie 1 minuty od wymieszania OR z prébg i wykona¢ 3 kolejne po-
miary w odstepach jednominutowych

5. Obliczyc¢ réznice absorbancji pomiedzy kolejnymi pomiarami oraz Srednig
réznic absorbancji na minute (AA/min)

Aktywnos$¢ ALT w badanej probie obliczy¢é za pomocg wzoru ogélnego:
U_VeEx10°  AA
1 exIxVs ~ min

Molowy wspoétczynnik absorpciji (€) NADH przy dtugosci fali 340 nm wynosi 6300, droga optyczna (1) — 1 cm, catkowita objeto$¢
reakcji (Vt) — 1,05 ml przy temperaturze 37°C i 1,1 ml przy 30°C, objeto$¢ préby badanej (Vs) — 0,05 ml przy 37°C i 0,1 ml
przy 30°C, a 1 U/l réwna sie 0,0166 pkat/|



Zagadnienia
do opracowania

Pytania
kontrolne

Bibliografia

Obliczy¢ stezenie katalityczne za pomoca nastepujgcych wzoréw:

Interferencje Lipemia

hooN =

37°C 30°C
Amin X 3333 =U1 x 1746 = U/l
x 55,55 = pkat/l  x 29,1 = pkat/|

Enzymologia: miejsce aktywne enzymu, mechanizm biokatalizy, aktyw-
nos¢ enzymu, inhibicja enzymaow, regulacja aktywnosci enzymatycznej,
enzymy wielofunkcyjne, podziat enzyméw pod katem klinicznym
Metabolizm aminokwasow: transaminacja, cykl alaninowy, deaminacja
Znaczenie kliniczne oceny aminotransferaz w surowicy

Omow role fosforanu pirydoksalu w reakcji katalizowanej przez AST
Omow znaczenie biologiczne cyklu alaninowego

Oméw znaczenie kliniczne oceny aktywnosci ALT w surowicy
Omow udziat ALT w patogenezie chordb cywilizacyjnych

Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |I.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

Ktyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN
Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm
Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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5.3. GAMMA-GLUTAMYLO-

TRANSFERAZA

» Podstawy biochemiczne

Gamma-glutamylotransferaza (ang. gamma glutamyl tranferase; (5-glutamyl)-peptyd:amino-
kwas 5-glutamylotransferaza; transpeptydaza gamma-glutamylowa, y-GT, GGTP; EC 2.3.2.2)
jest enzymem ekskrecyjnym z klasy transferaz katalizujgcym przeniesienie grupy y-glutamylo-
wej glutationu lub innego y-glutamylopeptydu na akceptor, ktérym moze by¢ wolny aminokwas
lub peptyd. y-GT katalizuje tez hydrolize potgczen y-glutamylowych oraz reakcje autotranspep-
tydaciji. Uczestniczy przez to w przenoszeniu aminokwaséw przez btony komérkowe w cyklu y-

glutamylowym.

W duzych ilosciach enzym ten wystepuje w cewkach proksymalnych nefronéw oraz w rabku
szczoteczkowym jelit. Z organizmu y-GT wydalana jest gtéwnie przez przewod pokarmowy
z z0fcia.

Wzrost aktywnosci y-GT w surowicy jest wskaznikiem:
e cholestazy
e dziatania induktoréw mikrosomalnych (barbiturany, leki przeciwpadaczkowe, alkohol)
e intensywnego procesu nowotworowego.

» Wartosci referencyjne

Surowica
ten:z:liac}iura mezczyzni kobiety
U/l pkat/l u/l ukat/l
25°C <22 <0,37 <15 <0,25
30°C <35 <0,59 <24 <0,40
37°C <55 <0,92 <38 < 0,64

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszona aktywnos$¢ y-GT w surowicy moze swiadczy¢ o:
e uposledzonym wydalaniu y-GT z z6icig
o zoltaczka zastoinowa
o cholestaza wewnatrzwatrobowa
e nasilonej syntezie y-GT
o stosowanie lekéw przeciwpadaczkowych
o alkoholowa choroba watroby
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o toksyczne uszkodzenie watroby

o nowotwory watroby
e intensywnym procesie nowotworowym

o nowotwory o duzym potencjale wzrostu
e ostrym i przewleklym zapaleniu trzustki
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Ocena aktywnosci y-GT zestawem BioSystems®

Odczynniki e odczynnik A (glicyloglicyna 25 mmol/l, wodorotlenek sodu 130
mmol/l, pH 7,9)
o standard (y-glutamylo-3-karboksy-4-nitroanilid 32,5 mmol/l)

Przygotowanie 1. Do kuwety dodaé cztery objetosci (4V) odczynnika A i jedng objetos¢
odczynnika (1V) odczynnika B
roboczego (OR) 2. Wymieszaé zawartos¢ kuwety przy pomocy koncéwki pipety

Zasada metody Aktywnos¢ (stezenie katalityczne) y-GT w probkach surowicy oznacza sie ko-
lorymetryczng metodg enzymatyczng. 3-karboksy-4-nitroanilina uwalniana jest
w reakcji przeniesienia grupy y-glutamylowej z y-glutamylo-3-karboksy-4-nitro-
anilidu na glicyloglicyne, katalizowanej przez y-GT.

-G
y-glutamylo-3-karboksy-4-nitroanilid + glicyloglicyna e,

y-glutamyloglicyloglicyna + 3-karboksy-4-nitroanilina

Szybkos¢ powstawania 3-karboksy-4-nitroaniliny mierzona przy dtugosci fali
405 nm jest wprost proporcjonalna do aktywnosci y-GT.

-_—

Wykonanie Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury reakciji
oznaczenia 2. Dodac¢ do dwéch oznaczonych kuwet:
a) Standard: 1000 pl OR i 100 pl standardu
b) Préba badana: 1000 yl OR i 100 ul préby badanej
Wymieszac zawartos¢ kuwet przy pomocy koncéwki pipety
Umiesci¢ kuwety w spektrofotometrze
Zarejestrowac absorbancje poczatkowg (A1) przy dtugoéci fali 405 nm
i wykonac 3 kolejne pomiary w odstepach jednominutowych
6. Obliczy¢ réznice pomiedzy kolejnymi pomiarami absorbancji oraz $red-
nig réznic absorbancji na minute (AA/min)

LUl o

Obliczenia Aktywnosc¢ (stezenie katalityczne) y-GT obliczy¢ za pomocg wzoru ogdlnego:
6
2= x AA/min
L exIxVs
Molowy wspétczynnik absorpcji (€) 3-karboksy-4-nitroaniliny przy 405 nm wynosi 9900, droga optyczne (I) — 1 cm, catkowita
objetos¢ reakcji (Vt) — 1,1 ml, objeto$¢ proby badanej (Vs) — 0,1 ml, a 1 U/l réwna sie 16,67 nkat/l

Stezenie katalityczne y-GT obliczy¢ za pomocg nastepujgcych wzoréw:

A §)
Xllll:T

min

AAX1852— kat/1
min 52 = pkat/

Interferencje Hemoglobina, bilirubina, lipemia
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Zagadnienia
do opracowania

Pytania
kontrolne

Bibliografia

R

B W N

Enzymologia: miejsce aktywne enzymu, mechanizm biokatalizy, aktyw-
no$¢ enzymu, inhibicja enzymow, regulacja aktywnosci enzymatycznej,
enzymy wielofunkcyjne, podziat enzymow pod kgtem klinicznym
Przemiany cyklu y-glutamylowego

Metabolizm i znaczenie biologiczne glutationu

Znaczenie kliniczne oceny aktywnosci y-GT w surowicy

Omoéw udziat y-GT w metabolizmie glutationu

Omoéw znaczenie biologiczne glutationu zredukowanego i utlenionego
Omow znaczenie stosunku GSH/GSSG w metabolizmie komoérki
Omoéw udziat y-GT w patogenezie chordb cywilizacyjnych

Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka labora-
toryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

Ktyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN
Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: Med-
Pharm

Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia
Harper. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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5.4. KINAZA KREATYNOWA

» Podstawy biochemiczne

Kinaza kreatynowa (ang. creatine kinase, ATP:kreatyna N-fosfotransferaza; CK, CPK; EC
2.7.3.2) jest narzgdowo niespecyficznym enzymem indykatorowym (wskaznikowym) katali-
zujgcym odwracalng reakcje przenoszenia reszty fosforanowej z fosfokreatyny na ADP:

fosfokreatyna + ADP — kreatyna + ATP

Reakcja ta jest 2-6 razy szybsza niz reakcja fosforylacji kreatyny. Nie dziwi wiec, ze w tkan-
kach o duzym zapotrzebowaniu energetycznym zawartos¢ fosfokreatyny znacznie przewyz-
sza stezenie ATP.

CK wystepuje w postaci trzech izoenzymoéw bedgcych dimerami jednakowych badz réz-
nych podjednostek typu B (ang. brain — mdzg) i M (ang. muscle — migsien). Wyrdznia sie:
e CK-BB (CK-1) — wystepujgcy gtéwnie w mdzgu
¢ CK-MB (CK-2) — wystepujacy gtdwnie w sercu
e CK-MM (CK-3) — wystepujgcy w migsniach szkieletowych.

Numery przypisane poszczegdélnym izoenzymom CK wynikajg z ich ruchliwosci elektrofore-
tycznej — CK-1 wedruje najszybciej, a CK-3 najwolniej w kierunku anody.

Wzrost aktywnosci CK w surowicy jest zawsze wskaznikiem martwicy komérek. Szczegolnie
cenne diagnostycznie sg izoenzymy:
e CK-MB - biomarker zawatu miesnia sercowego, ostrej niewydolnosci serca i urazéw
serca
e CK-MM — biomarker uszkodzenia miesni szkieletowych.

» Wartosci referencyjne

Surowica
terr:z:lii}r ra mezczyzni kobiety
Uil pkat/l u/i pkat/l
25°C 10-65 167-1084 7-55 117-917
30°C 15-105 250-750 10-80 167-1334
37°C 38-174 633-2900 26-140 433-2334

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

U dzieci aktywnos$¢ CK w surowicy jest wyzsza niz u dorostych.
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» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszona aktywnos¢ CK w surowicy moze swiadczy¢ o:
e chorobach miesni szkieletowych (szczegdinie wzrost aktywnosci CK-MM)

o

O O O O

toksyczne, zapalne lub urazowe uszkodzenie migesni szkieletowych
dystrofia miesniowa

iniekcje domiesniowe

intensywny wysitek fizyczny

rabdomioliza spowodowana hipokaliemig, statynami, neuroleptykami, cza-
dem, etanolem lub hipertermig

e uszkodzeniu miesnia sercowego (szczegolnie wzrost aktywnosci CK-MB)

@)
@)
@)
o

zawat serca

zapalenie miesnia sercowego

ostra niewydolnos¢ serca

urazy serca (resuscytacja, kardiowersja)

e uszkodzeniu osrodkowego uktadu nerwowego (OUN)

o
o

zmiany zapalne i nowotworowe OUN
epilepsja

e uszkodzeniu innych narzgdéw

o
o

zatorowos¢ ptucna
niedoczynnos¢ tarczycy
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Ocena aktywnosci CK zestawem BioSystems®

Odczynniki e odczynnik A (imidazol 125 mmol/l, EDTA 2 mmol/l, octan magnezu 12,5
mmol/l, D-glukoza 25 mmol/l, N-acetylocysteina 25 mmol/l, heksokinaza
6000 U/I, NADP* 2,4 mmol/l, pH 6,7)

e odczynnik B (fosfokreatyna 250 mmol/l, ADP 15 mmol/l, AMP 25 mmol/l,
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa 8000 U/I)

Przygotowanie 1. Do kuwety dodac¢ cztery objetosci (4V) odczynnika A i jedng objetos¢ (1V)

odczynnika odczynnika B
roboczego (OR) 2. Wymieszac zawartos¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety

Zasada metody Aktywnos¢ (stezenie katalityczne) CK w prébkach surowicy oznacza sie kolo-
rymetryczng metodg enzymatyczng. Metoda polega na pomiarze szybkosci po-
wstawania NADPH + H* w wyniku nastepujgcych sprzezonych reakc;ji:

©
fosfokreatyna + ADP —— kreatyna + ATP

heksokinaza
ATP + glukoza — ADP + glukozo-6-fosforan

dehydrogenaza glukozo—6-fosforanowa

glukozo-6-fosforan + NADP*
lakton kwasu 6-fosfoglukonowego + NADPH + H*

Szybkos¢ powstawania NADPH + H* mierzona przy dtugosci fali 340 nm jest
wprost proporcjonalna do aktywnosci CK.

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury reakc;ji

oznaczenia 2. Do kuwety odpipetowaé 1000 ul OR i 50 ul préby badanej

3. Wymieszac¢ zawartos¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety i rozpoczgc
pomiar czasu

4. Zarejestrowac absorbancje poczatkowg (A1) przy diugosci fali 340 nm po
uptywie 3 minut od wymieszania OR z probg i wykonac 3 kolejne pomiary
w odstepach jednominutowych

5. Obliczyc¢ réznice absorbancji pomiedzy kolejnymi pomiarami oraz srednig
réznic absorbancji na minute (AA/min)

Obliczenia Aktywnos¢é (stezenie katalityczne) CK w prébie badanej obliczy¢ za pomocag
wzoru ogélnego:
U Vi x 106
— = —F——X AA/min
1 & XxIx Vg /
Molowy wspétczynnik absorpcji (€) NADPH przy 340 nm wynosi 6300, droga optyczna (I) — 1 cm, catkowita objetos$¢ reakcji

(Vt) — 1,05 ml, objetos¢ préby badanej (Vs) — 0,05 ml, a 1 U/l réwna si¢ 16,67 nkat/|
Obliczy¢ stezenie katalityczne CK za pomoca nastepujgcych wzoréw:
AA/min x 3333 = U/l

AA/min X 55561 = pkat/I
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Interferencje Lipemia

Zagadnienia 1. Enzymologia: miejsce aktywne enzymu, mechanizm biokatalizy, aktyw-

do opracowania nos¢ enzymu, inhibicja enzyméw, regulacja aktywnos$ci enzymatycznej,
enzymy wielofunkcyjne, podziat enzyméw pod katem klinicznym

2. Metabolizm fosfokreatyny

3. Znaczenie kliniczne oceny aktywnosci CK w surowicy

Pytania 1. Omow wykorzystanie CK-MB i CK-MM w diagnostyce klinicznej
kontrolne 2. Omow udziat CK w patogenezie choréb cywilizacyjnych

Bibliografia 1. Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
. Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

3. Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner

4. Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

5. Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

6. Ktyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN

7. Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm

8. Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

9. Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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5.5. FOSFATAZA ZASADOWA

» Podstawy biochemiczne

Fosfataza zasadowa (ang. alkaline phosphatase, fosfataza alkaiczna, fosfohydrolaza mo-
noestruortofosforanowego (z optimum alkaicznym); ALP; EC 3.1.3.1) jest enzymem ekskre-
cyinym z klasy hydrolaz katalizujgcym defosforylacje estréw fosforanowych w silnie zasa-
dowym Srodowisku (pH 9-10). Wystepuje jako biatko zewnetrznej btony plazmatycznej lub
w postaci komplekséw z innymi biatkami btonowymi.

Wyroznia sie 4 izoenzymy ALP:
e izoenzym tkankowo-niespecyficzny (ALPL) — wystepuje w praktycznie kazdej
tkance. Wyréznia sie 3 izoformy réznigce sie profilem glikozylacii:
o izoforma kostna
o izoforma watrobowa (frakcja zétciowa i makromolekularna)
o izoforma nerkowa
e izoenzym jelitowy (Kasahara, ALPI)
e izoenzym komorek zarodkowych (Nagao, ALPPL2)
e izoenzym tozyskowy (Regan’a, ALPP).

Chociaz fizjologiczna rola ALP nie jest znana, przypuszcza sie, ze enzym ten uczestniczy
w procesach kostnienia, jak rowniez w transporcie reszt fosforanowych przez btonge komor-
kowg, wchianianiu lipidéw w przewodzie pokarmowym oraz transporcie immunoglobulin IgG
z krwi matki do ptodu.

W surowicy oséb zdrowych wystepuje gtéwnie fosfataza pochodzenia kostnego (ok. 50-
60%), jelitowego (ok. 30%) oraz watrobowego (ok. 10-20%). Nalezy jednak pamietac,
ze zawartos¢ poszczegolnych izoenzymow ALP zmienia sie wraz z wiekiem oraz zalezy od
grupy krwi. Aktywnos¢ ALP u dzieci jest duzo wyzsza niz u dorostych.

» Wartosci referencyjne

Surowica
temperatura reakcji mezczyzni kobiety
25°C <75 U/l =1,25 pkat/l <68 U/l =1,13 pkat/l
30°C < 87 U/l = 1,45 pkat/l <80 U/l =1,33 pkat/l
37°C <115 U/l = 1,92 pkat/l <105 U/l = 1,75 pkat/l

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

U dorastajgcych dzieci aktywnos¢é ALP w surowicy jest wyzsza i bardzo zmienna.
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» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszona aktywnos¢ ALP w surowicy moze swiadczy¢ o:

e nadmiernej aktywnosci osteoblastéw
o choroba Pageta
o nadczynnos¢ przytarczyc
o nowotwory kosci
o niedobdr witaminy D

e uposledzonym wydalaniu ALP przez drogi zotciowe
o cholestaza (cholestaza polekowa, niedroznos¢ przewodéw zotciowych)
o choroby watroby (zapalenie watroby, marskos¢ watroby, sarkoidoza, gruz-

lica)

e wzmozonej biosyntezie ALP
o choroby nowotworowe

o przewlekiej niewydolnosci nerek

e niewydolnosci serca
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Odczynniki

Przygotowanie
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody

Wykonanie
oznaczenia

Obliczenia

Ocena aktywnosci ALP zestawem BioSystems®

e odczynnik A (2-amino-2-metylo-1-propanol (AMP) 0,4 mol/l, siarczan
cynku 1,2 mmol/ll, kwas N-hydroksyetyloetylenodiaminooctowy 2,5
mmol/l, octan magnezu 2,5 mmol/l, pH 10,4)

e odczynnik B (4-nitrofenylofosforan 60 mmol/l)

1. Do kuwety doda¢ cztery objetosci (4V) odczynnika A i jedng objetosé
(1V) odczynnika B
2. Wymieszac reagenty przy pomocy koncéwki pipety

Aktywnos¢ (stezenie katalityczne) ALP w prébkach surowicy oznacza sie ko-
lorymetryczng metodg enzymatyczng mierzgc szybkosci tworzenia sie 4-nitro-
fenolu. 4-nitrofenol to produkt uwalniany w wyniku przeniesienia reszty fosfora-
nowej z 4-nitrofenylofosforanu na 2-amino-2-metylo-1-propanol (AMP) w Srodo-
wisku zasadowym w reakcji katalizowanej przez ALP. Szybkos$ci powstawania
4-nitrofenolu mierzona przy dtugosci fali 405 nm jest wprost proporcjonalna do
aktywnosci ALP.

1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury reakc;ji
Do kuwety doda¢ 1000 pl OR i 20 pl préby badanej

3. Wymieszac reagenty przy pomocy koncowki pipety i umiesci¢ kuwete
w spektrofotometrze

4. Zarejestrowac absorbancje poczgtkowg (A1) przy dtugosci fali 405 nm
i wykonac¢ 3 kolejne pomiary w odstepach jednominutowych

5. Obliczy¢ réznice absorbancji pomiedzy kolejnymi pomiarami oraz Srednig
réznic absorbancji na minute (AA/min)

Aktywnos¢ (stezenie katalityczne) ALP w badanej prébie obliczy¢é za pomocg
wzoru ogoélnego:

U AA Wt x 106

=—X—
I min eXI XVs

Molowy wspétczynnik absorpgiji (€) 4-nitrofenolu przy dtugosci fali 405 nm wynosi 18450, droga optyczna (I) — 1 cm, catkowita
objetos¢ reakgji (Vt) — 1,02 ml, objetos¢ préby badanej (Vs) — 0,002 ml, a 1U/I réwna sie 0,0166 pkat/L

Obliczyé¢ stezenie katalityczne ALP za pomoca nastepujgcych wzoréw:
AA/min x 2764 = U/|
AA/min x 46,08 = pkat/l

Interferencje Hemoglobina

Zagadnienia
do opracowania
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1. Enzymologia: miejsce aktywne enzymu, mechanizm biokatalizy, aktyw-
no$¢ enzymu, inhibicja enzyméw, regulacja aktywnosci enzymatyczne;,
enzymy wielofunkcyjne, podziat enzymdw pod katem klinicznym

2. Budowa, wiasciwosci oraz znaczenie kliniczne izoenzyméw i izoform ALP



Pytania 1. Omoéw wykorzystanie ALP w diagnostyce klinicznej
kontrolne 2. Omow udziat ALP w patogenezie chorob cywilizacyjnych

Bibliografia 1. Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
. Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

3. Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner

4. Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

5. Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |I.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

6. Kiyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN

7. Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm

8. Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

9. Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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5.6. DEHYDORGENAZA

MLECZANOWA

» Podstawy biochemiczne

Dehydrogenaza mleczanowa (ang. /actate dehydrogenase, L-mleczan:NAD+ oksydore-
duktaza; LDH; EC 1.1.1.27) jest enzymem indykatorowym (wskaznikowym) z klasy oksydo-
reduktaz. Katalizuje odwracalng reakcje redukcji pirogronianu do mleczanu.

LDH wystepuje w postaci pieciu izoenzymow réznigcych sie sktadem podjednostkowym.
Kazdy z nich zbudowany jest z czterech réznych lub jednakowych podjednostek typu H
(ang. heart — serce) i M (ang. muscle — miesien):

e LDH-1 (H4)

e LDH-2 (H3M)

e LDH-3 (H2M2)

e LDH-4 (HM3)

e LDH-5(M4).

LDH wystepuje w cytoplazmie wszystkich komoérek organizmu. Najwiekszg aktywnos¢ wy-
kazuje w narzadach o wysokim metabolizmie energetycznym (watroba, miesnie szkiele-
towe, serce, nerki) oraz w ptucach, mézgu i erytrocytach. Izoenzymy LDH-1 i LDH-2 wyste-
pujg gtéwnie w miesniu sercowym, podczas gdy LDH-4 i LDH-5 w mieéniach szkieletowych
i watrobie. Wyrdznia sie takze szdsty izoenzym LDH-X, ktéry wystepuje wytgcznie w jgdrach
i plemnikach po osiggnieciu dojrzato$ci ptciowe;.

W warunkach prawidtowych, aktywnos¢ LDH-2 w surowicy jest wyzsza niz LDH-1. Wzrost
aktywnosci LDH we krwi wskazuje na martwice komérek lub zwiekszong przepuszczalnosc
bton komorkowych.

» Wartosci referencyjne

Surowica
temperatura reakcji u/ pKat/l
25°C 105-210 1,70-3,50
30°C 140-280 3,30-4,70
37°C 207-414 3,40-6,80

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych
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» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszona aktywnos$¢ LDH w surowicy moze Swiadczy¢ o:
e chorobach krwi (szczegodlnie wzrost aktywnosci LDH-1 i LDH-2)
o niedokrwisto$¢ hemolityczna
o ostre biataczki
o mononukleoza
e chorobach serca (szczegolnie wzrost aktywnosci LDH-1)
o zawat serca
o zapalenie miesnia sercowego
o choroby watroby
¢ infekcyjne, toksyczne lub nowotworowe uszkodzenie hepatocytéw
e chorobach miesni szkieletowych
o wzrost aktywnosci LDH-4 i LDH-5)
o miopatie wrodzone i nabyte
e chorobach ptuc
o zawal ptuc
o nowotwory ptuc
e chorobach nowotworowych (szczegdlnie wzrost aktywnosci LDH-3)
o nowotwory o duzym potencjale wzrostu (zwlaszcza nowotwory ukfadu
krwiotwdrczego i chionnego)

e hipoksji
o hipotensja
o wstrzas

o niewydolnos$¢ oddechowa
e hemolizie
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Odczynniki

Przygotowanie
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody

Wykonanie
oznaczenia

Obliczenia

Ocena aktywnosci LDH zestawem BioSystems®

e odczynnik A (TRIS 100 mmol/l, pirogronian 2,75 mmol/l, chlorek sodu
222 mmol/l, pH 7,2)
e odczynnik B (NADH 1,55 mmol/l, azydek sodu 9,5 g/l)

1. Do kuwety doda¢ cztery objetosci (4V) odczynnika A i jedng objetos¢
(1V) odczynnika B
2. Wymieszaé¢ zawartos¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety

Aktywnos¢ (stezenie katalityczne) LDH w probkach surowicy oznacza sie ko-
lorymetryczng metodg enzymatyczng wykorzystujgcg nastepujgca reakcje:

pirogronian + NADH + H* i mleczan + NAD*

Spadek absorbancji NADH+ + H* mierzony przy dtugosci fali 340 nm jest wprost
proporcjonalny do aktywnosci LDH w badanej probie.

1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury reakc;ji

2. Odpipetowac do kuwety 1000 yl OR i 20 pl proby badanej

3. Wymieszaé zawartos¢ kuwety przy pomocy kohcowki pipety i rozpo-
czg¢ pomiar czasu

4. Zarejestrowac¢ absorbancje poczatkowg (A1) przy dtugosci fali 340 nm
po uptywie 30 sekund od wymieszania OR z probg i wykonaé 3 kolejne
pomiary w odstepach jednominutowych

5. Obliczyc¢ réznice absorbancji pomiedzy kolejnymi pomiarami oraz sred-
nig réznic absorbancji na minute (AA/min)

Aktywnos$¢é LDH w badanej prébie obliczy¢ za pomocg wzoru ogdlnego:

U Vt x10° A
—_— = ———— X min
Il eXxIXVs
Molowy wspétczynnik absorpcji (€) NADH przy 340 nm wynosi 6300, droga optyczna (I) — 1 cm, catkowita objetos¢ reakcji

(Vt) — 1,02 ml, objetos¢ proby badanej (Vs) — 0,02 ml a 1 U/l réwna sie 0,0166 pl

Stezenie katalityczne LDH obliczy¢ za pomocg nastepujgcych wzorow:
AA/min x 8095 = U/
AA/min x 135 = pkat/I

Interferencje Hemoliza

Zagadnienia
do opracowania
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1. Enzymologia: miejsce aktywne enzymu, mechanizm biokatalizy, aktyw-
no$¢ enzymu, inhibicja enzyméw, regulacja aktywnosci enzymatyczne;,
enzymy wielofunkcyjne, podziat enzymow pod kgtem klinicznym

2. Budowa, wtasciwosci oraz znaczenie kliniczne izoenzyméw LDH



Pytania 1. Omow wykorzystanie LDH w diagnostyce klinicznej
kontrolne 2. Wyjasnij, dlaczego LDH moze by¢ uzywana jako biomarker apoptozy
3. Omow udziat LDH w patogenezie chordb cywilizacyjnych

Bibliografia 1. Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
. Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

3. Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner

4. Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

5. Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |I.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

6. Ktyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN

7. Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm

8. Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

9. Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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95.7. a-AMYLAZA

» Podstawy biochemiczne

a-amylaza (4-glukanohydrolaza 1,4-a-D-glukanu, diastaza; AMY; EC 3.2.1.1) jest endoa-
mylazg katalizujgcg hydrolize wigzah a-1,4-glikozydowych w polisacharydach zawieraja-
cych co najmniej trzy reszty D-glukozy potaczone wigzaniami a-1,4. Substratami dla a-amy-
lazy sg skrobia (amyloza i amylopektyna), glikogen i maltotrioza, a powinowactwo enzymu
do substratu zwieksza sie wraz ze wzrostem dtugosci fancucha. Rozktad polisacharydéw
katalizowany przez a-amylaze zachodzi stopniowo, a jego szybkos¢ jest odwrotnie propor-
cjonalna do zawartosci wigzan a-1,6-glikozydowych w czgsteczce cukru. W pierwszym eta-
pie hydrolizy powstajg dekstryny zawierajgce zwykle jedno wigzanie a-1,6-glikozydowe. Na-
stepnie, zwigzki te sg rozktadane do maltozy, maltotriozy oraz glukozy.

Czagsteczka a-amylazy zawiera jon wapnia, ktory stabilizuje strukture enzymu, ale nie
uczestniczy w tworzeniu kompleksu enzym-substrat. Dziatanie a-amylazy aktywowane jest
przez jony chlorkowe.

Narzgdami odpowiedzialnymi za produkcje a-amylazy sg gtéwnie S$linianki (a-amylaza sli-
nowa, S-AMY), a w mniejszym stopniu trzustka (a-amylaza trzustkowa, P-AMY). a-amylaza
wystepuje w formie 5 izoenzyméw. W sliniankach wystepujg trzy z nich (AMY1A, AMY1B,
AMY1C) o optimum pH réwnym 5,6-6,9. a-amylaza slinowa uczestniczy nie tylko we wstep-
nym trawieniu cukrow. Odpowiada za tworzenie kompleksu glikoproteinowego btonki naby-
tej, ktory tworzy sie bezposrednio na umytych zebach. S-AMY ma wysokie powinowactwo
do bakterii, przez co skuteczni chroni twarde tkanki zeba przed prochnicg. Ponadto, aktyw-
nos¢ a-amylazy slinowej koreluje z czynnoscig sekrecyjna/syntezg biatka w gruczofach $li-
nowych, przez co S-AMY stanowi najlepszy nieinwazyjny biomarker uszkodzenia $linianek.

W trzustce wystepujg dwa kolejne izoenzymy (AMY2A, AMY2B). Sg one wydzielane sg do
jelit i dziatajg w pH réwnym 6,5-8,0. Najwazniejszymi narzgdami wydalania a-amylazy
z ustroju sg natomiast nerki oraz przewod pokarmowy.

U 1-3% populacji, a-amylaza wystepuje w formie makroenzymu, ktéry tworzy potgczenia
z glikoproteinami, lipoproteinami oraz immunoglobulinami. W sytuacjach patologicznych,
makroenzymy wystepujg najczesciej u 0sob z chorobami autoimmunologicznymi i nowotwo-
rowymi.
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» Wartosci referencyjne

Surowica
temperatura reakcji u/i Hkat/l
25°C 12-45 0,21-0,75
30°C 17-60 0,28-1,00
37°C 22-80 0,37-1,33

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszona aktywnos¢ a-amylazy w surowicy moze swiadczy¢ o:

uwalnianiu a-amylazy z uszkodzone;j trzustki i $linianek (stany zapalne i nowotwo-
rowe oraz obturacja przewodu trzustkowego lub drog wyprowadzajgcych slineg)
o ostre i przewlekte zapalenie trzustki
o ostre i przewlekte zapalenie $linianek
o brodawkowate nowotwory Sluzowe trzustki
o guzy Slinianek
o stosowanie opioidow
przenikaniu a-amylazy z tresci jelitowej do krwi poprzez uszkodzong bfone sluzowg
jelit
o zawat jelita
o hiedroznos¢ jelit
uszkodzeniu nerek
o niewydolnos¢ nerek
o kamienie nerkowe
uszkodzeniu watroby
chorobach drog zétciowych
makroamylazemii
o choroba trzewna
o gammapatie monoklonalne
o chtoniaki
chorobach nowotworowych (hiperamylazemia paranowotworowa)
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Ocena aktywnosci a-amylazy zestawem BioSystems®

Odczynniki e odczynnik A (bufor MES 50 mmol/l, chlorek wapnia 5 mmol/,
chlorek sodu 300 mol/l, tiocyjanian sodu 450 mmol/l, 2-chloro-4-nitrofe-
nylo-a-D-maltotriozyd (CNPG3) 2,25 mmol/l, pH 6,1)

Przygotowanie Gotowy do uzycia
odczynnika

roboczego (OR)

Zasada metody Aktywnos¢ (stezenie katalityczne) a-amylazy w probkach surowicy oznacza
sie kolorymetryczng metodg enzymatyczna. a-amylaza katalizuje hydrolize syn-
tetycznego substratu (2-chloro-4-nitrofenylo-a-D-maltotriozyd; CNPG3), w wy-
niku ktérej powstaje 2-chloro-4-nitrofenol (CNP), 2-chloro-4-nitrofenylo-a-D-
maltozyd (CNPG2), maltotrioza (G3) oraz glukoza (G):

a—amylaza

10 CNPG3 ———————> 9 CNP + CNPG2+G3 + G
Szybkos¢ powstawania CNP mierzona przy 405 nm jest wprost proporcjonalna

do aktywnosci a-amylazy w badanej prébie.

Wykonanie
oznaczenia

Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury reakciji

Odpipetowaé do kuwety 1000 pl odczynnika A i 20 pl préoby badanej
Wymieszac¢ zawartos¢ kuwety przy pomocy koncédwki pipety

Umiesci¢ kuwete w fotometrze

Zarejestrowac absorbancije (A) przy dtugosci fali 405 nm i wykona¢ 3 ko-
lejne pomiary w odstepach jednominutowych

6. Obliczy¢ roznice absorbanciji pomiedzy kolejnymi pomiarami oraz Srednig
réznic na minute (AA/min)

pal e ) 2

Obliczenia Aktywnos¢ a-amylazy w badanej prébie obliczy¢ za pomoca wzoru ogélnego:
6
%= AA/min x Y220
1 eXIxVg

Molowy wspétczynnik absorpcji (€) CNP przy 405 nm wynosi 15490 a droga optyczna (I) 1 cm. Dla oznaczen w surowicy

catkowita objeto$¢ reakgcji (Vt) wynosi 1,02 ml przy temperaturze 37°C i 1,05 ml przy 25-30°C, a objeto$¢ badanej (Vs) wynosi
0,02 ml przy 37°C i 0,05 ml przy 25-30°C

Stezenie katalityczne a-amylazy obliczy¢ za pomoca nastepujacych wzoréw:

37°C 25-30°C
AAmin > 3292 = Ul x 1355 = U/l
x 54,9 = pkat/l x 22,6 = pkat/l
Interferencje Hemoliza
Zagadnienia 1. Enzymologia: miejsce aktywne enzymu, mechanizm biokatalizy, aktyw-
do opracowania nos¢ enzymu, inhibicja enzyméw, regulacja aktywnos$ci enzymatycznej,

enzymy wielofunkcyjne, podziat enzymow pod kgtem klinicznym
2. Budowa, wtasciwosci oraz trawienie disacharyddw i polisacharydow
3. Budowa, wtasciwosci oraz znaczenie kliniczne a-amylazy
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kontrolne
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Strona | 79






6. INNE BIOMARKERY
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6.1. BIALKO CALKOWITE

» Podstawy biochemiczne

Biatka stanowig okoto 17% masy ustroju dorostego cztowieka. Wigkszosc¢ biatek surowicy
(oprécz hemoglobiny i globuliny) jest syntetyzowana w watrobie. Biatka krwi petnig funkcje
strukturalne, uczestniczg w procesach enzymatycznych, krzepnieciu krwi oraz transporcie
bioczgsteczek. Regulujg takze cisnienie onkotyczne oraz pH krwi.

Zawartosc¢ biatka catkowitego w surowicy wynosi okoto 6-8%, z czego 60% stanowig albu-
miny, 4% a1-globuliny, 8% a2-globuliny,10% B-globuliny i 18% y-globuliny. Stezenie biatka
catkowitego we krwi zalezy gtdéwnie od réwnowagi miedzy syntezg i degradacjg albumin
i immunoglobulin. Do czynnikow nasilajgcych synteze biatek zalicza sie: insuline, hormon
wzrostu, insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1), androgeny, estrogeny oraz aktywacje
uktadu wspotczulnego. Do czynnikéw zwiekszajgcych katabolizm biatek nalezg: spadek pH
krwi, duze wahania stezenia hormondw tarczycy, glikokortykoidéw i progesteronu oraz hi-
pokalioza.

Znaczenie kliniczne ma nie tylko ocena stezenia biatka catkowitego, ale takze pomiar po-
szczegolnych frakcji metodg elektroforezy (proteinogram). Zaburzenia w stezeniach albu-
min, a1-globulin, a2-globulin, B-globulin i y-globulin okresla sie jako dysproteinemie. Poja-

wienie sie biatka patologicznego okresla sie jako paraproteinemie.

a-globuliny

B-globuliny

y-globuliny

Przyktady

- nosniki biatkowe dla

Cu?* (ceruloplazmina,
haptoglobina, tyrok-
syna, witamina B12)

- al- i a2-antytrypsyny
- al-i a2-lipoproteiny
- a2-makroblobuliny

- B-lipoproteiny

- plazminogen

- transferryna

- czesciowo immuno-

globuliny klasy IgM
i IgA

- immunoglobuliny
klasy IgG, IgM i IgA

Wartosci referen-
cyjne (surowica)

- al-globuliny 1,3 — 2,8

g/l (0,13 — 0,28 g/dI)

- az2-globuliny 3,8 -7

g/l (0,38 — 0,7 g/dI)

6,511 gl
(0,65 - 1,1 g/dI)

5-12gll
(0,5 1,2 g/dl)

Wzrost stezenia

- ostry proces zapalny
- martwica tkanek (za-

wat serca, nowo-
twory)

- zespot nerczycowy

(Ta2)

- przewlekly proces

zapalny

- nadprodukcja lipo-

protein (zespét ner-
czycowy, choroby
watroby, nowotwory,
cigza)

- nadprodukcja para-

protein (szpiczak
mnogi, makroglobuli-
nemia Walden-
strdma, choroby no-
wotworowe)

- przewlekly proces

zapalny pochodze-
nia bakteryjnego
(np. gruzlica, zapa-
lenie szpiku kost-
nego), niebakteryj-
nego (np. reumatoi-
dalne zapalenie sta-
wow, przewlekte za-
palenie watroby) i
pasozytniczego (np.
malaria, bilharcjoza)

- sarkoidoza
- choroby nowotwo-

rowe
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- gammapatie mono-

klonalne IgA lub IgM
(np. szpiczak pla-
zmocytowy)

Spadek stezenia

- defekty syntezy biatek
nosnikowych produkcji IgA lub IgM
- uszkodzenia watroby (np. hipotransferyne-
- niedobor at-antytryp- ~ mia)
syny (Ya1) - nabyte defekty pro-
dukciji IgA lub IgM
(np. przewlekte
uszkodzenie migz-
szu watroby)

- wrodzone defekty

- wrodzone defekty

produkcji immuno-
globulin (np. zespdt
niedoboru immuno-
globulin)

- nabyte defekty pro-

dukcji immunoglobu-
lin (np. przerzuty no-
wotworowe do kosci,

stosowanie lekow
immunosupresyj-
nych np. glikokorty-
koidéw)

- nadmierna utrata
biatek przez prze-
wod pokarmowy (np.
enteropatia wysie-
kowa) lub nerki (ze-
spot nerczycowy)

» Wartosci referencyjne

Surowica
60-80 g/l (6-8 g/dl)

Stezenie biatka catkowitego w surowicy jest nizsze u dzieci w poréwnaniu do dorostych.
Stezenie biatka catkowitego w osoczu jest 0 2 do 4 g/l wyzsze niz w surowicy z powodu
obecnosci fibrynogenu, jak i innych sladowych obecnosci biatek.

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Hiperproteinemia prawdziwa moze by¢ spowodowana:
e wzmozong syntezg biatek fizjologicznych
o przewlekte stany zapalne
o kolagenoza
o marskos¢ watroby
e wzmozong syntezg biatek patologicznych
o szpiczak mnogi
o makroglobulinemia Waldenstroma
o choroby nowotworowe

Hiperproteinemia rzekoma moze by¢ spowodowana:
e odwodnieniem

Hipoproteinemia prawdziwa moze by¢ spowodowana:
e niedostateczng podaza biatka

Strona | 83



o niedozywienie lub wadliwe odzywianie
o jadtowstret
e uposledzonym wchianianiu biatka z przewodu pokarmowego
o zaburzenia wchtaniania i trawienia
e nadmierng utratg biatka przez
o przewod pokarmowy (enteropatia wysiekowa, przewlekte stany zapalne jelit)
o nerki (zespot nerczycowy)
o skore (oparzenia i stany zapalne skory z wysiekiem)
o ptuca (rozstrzenie oskrzeli)
e niedostateczng syntezg biatka
o uszkodzenia watroby
e wzmozonym katabolizmie biatek
o nadczynnosc tarczycy
o posocznica
o nowotwory

Hipoproteinemia rzekoma moze by¢ spowodowana:
e przewodnieniem
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Ocena stezenia biatka catkowitego zestawem BioSystems®

Odczynniki e odczynnik A (octan miedzi (ll) 6 mmol/l, jodek potasu 12 mmol/l, wodo-
rotlenek sodu 1,15 mol/l, detergent)
e standard (albumina wotowa)

Przygotowanie Gotowy do uzycia
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody Zawartos¢ biatka catkowitego w prébkach surowicy oznacza sie koloryme-
tryczng metoda biuretowg. Atomy azotu wigzania peptydowego -CO-NH -biatka
reagujg w $rodowisku alkalicznym z jonami miedzi (ll) zawartymi w odczynniku
biuretowym tworzac barwny, granatowo-fioletowy kompleks o maksimum ab-
sorpcji 545 nm. Intensywno$¢ powstatego zabarwienia jest wprost proporcjo-
nalna do liczby wigzan peptydowych, a tym samym do stezenia biatka w bada-
nej probce. Ze wzgledu na alkaiczne srodowisko reakcji metoda ta jest szcze-
golnie przydatna do oznaczania stezenia biatka w ptynach biologicznych czy
homogenatach tkankowych.

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury pokojowej (16-25°C)
oznaczenia 2. Do trzech oznaczonych kuwet odpipetowac:

a) Proéba slepa: 1000 pl OR i 20 pl wody destylowanej

b) Standard: 1000 yl OR i 20 ul standardu

c) Préba badana: 1000 pl OR i 20 pl préby
Wymiesza¢ zawartos¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety
Inkubowa¢ kuwety przez 10 minut w temperaturze pokojowej
Zarejestrowac absorbancje (A) standardu i proby badanej przy dtugosci
fali 545 nm wobec proby Slepej

EEEE

Obliczenia Stezenie biatka w badanej prébie obliczy¢ za pomocg wzoru ogélnego:

Interferencje Hemoglobina, lipemia

Zagadnienia 1. Aminokwasy powszechnie wystepujgce w biatkach, symbolika aminokwa-
do opracowania séw, biologiczne znaczenie aminokwaséw

Wigzanie peptydowe. Nazewnictwo peptydow

Peptydy biologicznie aktywne

Struktury biatek

Wrodzone defekty struktury biatek

Wiasciwosci biatek w roztworach

Izolacja i oczyszczanie biatek z materiatu biologicznego

Funkcje biologiczne biatek

Sktad, wiasciwosci i znaczenie kliniczne biatek surowicy

A préb
C proby = ———— x C standardu

Standardu

Lo Lo R D o B
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Pytania 1. Opisz rozdziat biatek metoda elektroforezy
kontrolne

Bibliografia 1. Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
. Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

3. Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner

4. Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

5. Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |I.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

6. Klyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN

7. Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm

8. Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

9. Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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6.2. ALBUMINA

» Podstawy biochemiczne

Albumina jest biatkiem syntetyzowanym w watrobie. Jej okres pottrwania wynosi ok. 20 dni
i rozkltadana jest w przewodzie pokarmowym, watrobie oraz nerkach. Albumina jest gltéwnym
skfadnikiem krwi odpowiedzialnym za cisnienie koloidoosmotyczne. Stanowi rowniez biatko
nosnikowe dla wolnych kwasow ttuszczowych, niektérych hormondw, bilirubiny, jonow metali
oraz lekéw. Ponadto, albumina wykorzystywana jest jako endogenne zrédio aminokwaséw
do syntezy biatek w komérkach pozawatrobowych.

» Wartosci referencyjne

Surowica
35-50 g/l (3,5-5 g/dl)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie albuminy w surowicy (hiperalbuminemia) moze swiadczy¢ o:
e odwodnieniu
e nadcis$nieniu tetniczym

Obnizone stezenie albuminy w surowicy (hipoalbuminemia) moze swiadczy¢ o:
e wrodzonym defekcie biosyntezy
o analbuminemia
niedostatecznej podazy biatka
o niedozywienie lub wadliwe odzywianie
o jadtowstret
e uposledzonym wchianianiu biatka z przewodu pokarmowego
o zaburzenia wchtaniania i trawienia
e nadmiernej utracie biatka przez
o przewod pokarmowy (enteropatia wysiekowa, przewlekte stany zapalne jelit)
o nerki (zesp6t nerczycowy)
o skoére (oparzenia i stany zapalne skory z wysiekiem)
o ptuca (rozstrzenia oskrzeli)
e niedostatecznej biosyntezie biatka
o uszkodzenia watroby
e wzmozonym katabolizmie biatka
o nadczynnosc tarczycy
o posocznica
o nowotwory
e przewodnieniu
e Cigzy
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Odczynniki

Przygotowanie
odczynnika
roboczego (OR)

Zasada metody

Wykonanie
oznaczenia

Obliczenia

Ocena stezenia albuminy zestawem BioSystems®

odczynnik A (bufor octanowy 100 mmol/l, zieler bromokrezolowg
0,27 mmol/l, detergent, pH 4,1)
standard (albumina bydleca)

Gotowy do uzycia

Stezenie albuminy w prébach surowicy oznacza sie kolorymetryczng metodg
BCG. W srodowisku kwasnym albumina reaguje z zielenig bromokrezolowg
(BCG) tworzac barwny kompleks o maksimum absorpcji 630 nm. Natezenie
barwy powstatego kompleksu jest wprost proporcjonalne do stezenia albuminy
w badanej prébce.

o ko

Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury pokojowej (16-25°C)
Do trzech oznaczonych kuwet odpipetowac:

a) Préba slepa: 1000 ul OR i 10 yl wody destylowanej

b) Standard: 1000 ul OR i 10 pl standardu

c) Préba badana: 1000 yl odczynnika A i 10 ul préby
Wymieszac zawartosé kuwet przy pomocy koncowki pipety
Inkubowac¢ kuwety przez 1 minute w temperaturze pokojowej
Zarejestrowac¢ absorbancje (A) standardu i proby badanej przy dtugosci
fali 630 nm wobec proby sSlepej

Stezenie albuminy w badanej probie obliczy¢ za pomocg wzoru ogdlnego:

A préb,
C Proby = ———Y  x C standardu

A standardu

Interferencje Bilirubina, lipemia, hemoglobina

Zagadnienia
do opracowania
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Aminokwasy powszechnie wystepujgce w biatkach, symbolika amino-
kwasow, biologiczne znaczenie aminokwasow

Wigzanie peptydowe. Nazewnictwo peptydow

Peptydy biologicznie aktywne

Struktury biatek

Wrodzone defekty struktury biatek

Wiasciwosci biatek w roztworach

Izolacja i oczyszczanie biatek z materiatu biologicznego

Funkcje biologiczne biatek

Sktad, wiasciwosci i znaczenie kliniczne biatek surowicy

. Znaczenie kliniczne albuminy glikowanej (GA) i albuminy modyfikowanej

hipoksjg (IMA)

11. Albumina jako biatko modelowe w badaniach biochemicznych



Pytania 1. Omow znaczenie kliniczne albuminy glikowanej (GA) i albuminy modyfi-

kontrolne kowanej hipoksjg (IMA)

2. Omoéw zastosowanie albuminy jako biatka modelowego w badaniach bio-
chemicznych

Bibliografia 1. Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
. Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

3. Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner

4. Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

5. Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |I.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

6. Ktyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN

7. Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm

8. Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

9. Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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6.3. BILIRUBINA

» Podstawy biochemiczne

Bilirubina to produkt rozpadu porfiryn (gtdéwnie hemoglobiny) powstajacy w watrobie, Sle-
dzionie i szpiku kostnym. Bilirubina wigze sie z biatkami osocza (gtéwnie albuming) dajac
bilirubine posrednig (nierozpuszczalna w wodzie). Jest ona transportowana do watroby,
gdzie ulega sprzeganiu z kwasem B-D-glukuronowym dajgc diglukuronid bilirubiny (biliru-
bina bezposrednia, sprzezona; rozpuszczalna w wodzie). W tej postaci bilirubina wydalana
jest do zotci. Bilirubina sprzezona reaguje bezposrednio z odczynnikiem diazowym (diazo-
wany kwas sulfanilowy) dajgc czerwono-fioletowe zabarwienie (odczyn van den Bergha bez-
posredni), natomiast bilirubina niesprzezona daje posredni odczyn van den Bergha.

Stezenie bilirubiny w surowicy zalezy od:
e klirensu watrobowego zaleznego od stopnia ukrwienia tego narzadu
e zdolnoéci komorek watrobowych do estryfikacji bilirubiny kwasem B-D-glukurono-
wym i kwasem siarkowym
e droznosci drég zétciowych.

Wzrost stezenia bilirubiny we krwi prowadzi do jej odkladania w tkankach, co objawia sie
w postaci zazétcenia biatkdwek oczu oraz skéry. Stan ten nosi nazwe zoéttaczki i jest obja-
wem réznych stanéw chorobowych.

Zottaczka
Hemolityczna Migzszowa Zastoinowa
(przedwatrobowa) (watrobowa) (pozawatrobowa)
Bilirubina catkowita Normalna lub 1 1 i
I'3|I|rul_)|na bezp.o- Normalna ' T
$rednia (sprzezona)
B|_I|rub|na_ posrednia Normalna lub 1 0 Normalna
(niesprzezona)
Mocz Normalny Ciemny Ciemny
Kat Normalny Jasny Jasny

» Wartosci referencyjne

Surowica

[mg/dl] = [umol/1}/17

bilirubina catkowita 0,3-1,2 mg/dl (5,1-20,5 mol/l)
bilirubina bezposrednia (sprzezona) 0,1-0,4 mg/dl (1,7-6,8 moll/l)
bilirubina posrednia (niesprzezona) 0,2-0,8 mg/dl (3,4-13,7 mol/l)
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» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie bilirubiny (hiperbilirubinemia) w surowicy moze swiadczy¢ o:
e uszkodzeniu hepatocytow
o wirusowe lub toksyczne uszkodzenie watroby
o niedokrwienie watroby
e cholestazie wewnatrzwatrobowe;j
o uszkodzenie bieguna zoétciowego hepatocytow lub wiosniczek zétciowych za
pomocg lekow, toksyn bakteryjnych czy nowotworéw
e  obturacji drég zotciowych
o kamica zotciowa
o nowotwory
e uposledzeniu procesow estryfikacji bilirubiny
o o charakterze wrodzonym (zesp6t Gilberta, zespot Crigela-Najjara)
o o charakterze nabytym (po podaniu ryfampicyny)
e hemolizie
o niedokrwisto$¢ hemolityczna
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Odczynniki A. Bilirubina catkowita:
e odczynnik AT (kwas sulfanilowy 29 mmol/l, kwas solny 0,2 mol/l,
ceramid 50 mmol/l)
e odczynnik BT (azotyn sodu 11,6 mmol/l)
B. Bilirubina posrednia:
e odczynnik AD (kwas sulfanilowy 35 mmol/l, kwas solny 0,2 mol/l)
e odczynnik BD (azotyn sodu 3,5 mol/l)

Przygotowanie A. Bilirubina catkowita:

odczynnika 1. Do kuwety dodac¢ jedng objetos¢ (1V) odczynnika BT i cztery ob-
roboczego (OR) jetosci (4V) odczynnika AT

2. Wymieszaé zawartos¢ kuwety przy pomocy kohcowki pipety

B. Bilirubina posrednia:
1. Do kuwety dodac jedng objeto$¢ (1V) odczynnika BD i cztery ob-
jetosci (4V) odczynnika AD
2. Wymieszac zawartos¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety

Zasada metody Stezenie bilirubiny w prébkach surowicy oznacza sie metodg koloryme-
tryczna. Bilirubina w kwasnym pH ulega reakcji azowania z odczynnikiem dia-
zowym (diazowany kwas sulfanilowy) dajgc czerwono-fioletowg azobilirubine
0 maksimum absorpcji 540 nm. W reakcji tej mozliwe jest rozréznienie bilirubiny
bezposredniej, reagujacej bez udziatu akceleratora (ceramid), i bilirubiny po-
Sredniej, ktéra reaguje w jego obecnosci. Natezenie barwy powstatego kom-
pleksu jest wprost proporcjonalne do stezenia bilirubiny w badanej prébce.

Wykonanie A. Bilirubina catkowita:

oznaczenia 1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury pokojowej (16-
25°C)

2. Do czterech oznaczonych kuwet odpipetowac:
e Préba slepa: 1000 pl OR i 100 ul wody destylowanej
e Préba slepa surowicy: 1000 ul odczynnika AT i 100 pl préby
e Préba badana: 1000 pul OR i 100 pl préby
e Standard: 1000 yl OR i 100 pl standardu

3. Wymieszaé zawartos¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety

4. Inkubowac kuwety przez 2 minuty w temperaturze pokojowej

5. Zarejestrowac absorbancje préb slepych surowicy przy dtugoéci fali
540 nm wobec wody destylowanej

6. Zarejestrowac¢ absorbancje (A) préb badanych i standardu przy dtu-
gosci fali 540 nm wobec proby slepej odczynnikowe;j

B. Bilirubina bezposrednia:
1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury pokojowej (16-
25°C)
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2. Do oznaczonych kuwet odpipetowac:
e Proéba slepa: 1000 ul OR i 100 pl wody destylowanej
e Proéba slepa surowicy: 1000 ul odczynnika AD i 100 pl préby
e Préba badana: 1000 ul OR i 100 ul préby

3. Wymieszaé zawartos¢ kuwet przy pomocy koncéwki pipety

Inkubowac kuwety przez 5 minut w temperaturze 37°C

5. Zarejestrowac absorbancje préb slepych surowicy przy dtugosci fali
540 nm wobec wody destylowanej

6. Zarejestrowac absorbancje (A) prob badanych i standardu przy diu-
gosci fali 540 nm wobec préby slepej odczynnikowej

P

Stezenie bilirubiny w badanej obliczy¢ przy pomocy wzoru ogélnego:

A Proby — A Proby slepej x C S

C Proby =
A standardu

W obliczeniach bilirubiny bezposredniej nalezy uzy¢ wartos¢ absorbancji uzy-
skang dla standardu w procedurze oznaczania bilirubiny catkowitej.

Interferencje Lipemia

. Budowa, witasciwosci i znaczenie biologiczne porfiryn (chem, chlorofil, ko-

balamina)
Synteza porfiryn
Porfirie

Rozktad hemu
Zottaczki

. Oméw powstawanie i rozktad bilirubiny

Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

Ktyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN
Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm
Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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» Podstawy biochemiczne

Caltkowita zawartos¢ magnezu w ustroju dorostego cztowieka wynosi ok. 35 g. Potowa tej
ilosci znajduje sie w kosciach w formie hydroksyapatytow, a jedynie 16% magnezu wyste-
puje w formie wymienialnej. Magnez jest gtéwnie kationem wewngtrzkomorkowym i uczest-
niczy w ponad 300 reakcjach enzymatycznych.

» Wartosci referencyjne

Surowica
[mg/dl] = [mmol/] x 2,4
1,7-2,4 mg/dl (0,66-1,07 mmol/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie magnezu w surowicy (hipermagnezemia) moze swiadczy¢ o:
e przedawkowaniu preparatéw magnezu
e nadmiernym wchifanianiu magnezu z przewodu pokarmowego
o choroby zapalne zotgdka
o choroby zapalne jelit
e uposledzonym wydalaniu magnezu przez nerki
o niewydolnosé nerek
o niedoczynnosc¢ tarczycy
o niedoczynnos¢ kory nadnerczy
e nadmiernym uwalnianiu magnezu z komérek
zespot lizy nowotworowe;j
o rabdomioliza
o hemoliza
o kwasica

o

Obnizone stezenie magnezu w surowicy (hipomagnezemia) moze swiadczy¢ o:
e niedostatecznej podazy magnezu z pokarmami
o dieta ubogomagnezowa
o naduzywanie alkoholu
o diugotrwate zywienie pozajelitowe
e zmniejszonym wchtanianiu magnezu z przewodu pokarmowego
o zespot uposledzonego wchifaniania
e nadmiernej utracie magnezu przez przewod pokarmowy
o wymioty
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o biegunka
o przetoki

nadmiernej utracie magnezu przez nerki
o hiperaldosteronizm

naduzywanie alkoholu

hiperkalcemia

hipokaliemia

stosowanie diuretykow

niewyrownana cukrzyca

przemieszczeniu magnezu z przestrzeni pozakomérkowej do komorek
o naduzywanie alkoholu

nadmiernym odkfadaniu magnezu w tkankach miekkich i kosciach
o ostre zapalenie trzustki
o zespot gtodnych kosci”

O O O O O
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Ocena stezenia magnezu zestawem BioSystems®

Odczynniki e odczynnik A (weglan sodu 0,1 mol/l, kwas etylenoglikol-O-O*“-bis(2-ami-
noetyl)-N,N,N*,N* tetraoctowy (EGTA) 0,1 mol/l, trietanoloamina 0,1 mol/l,
cyjanek sodu 7,7 mmol/l, azydek sodu 0,95 g/L)

e odczynnik B (glicyna 25 mmol/l, btekit ksylidylu 0,5 mmol/l, chloroaceta-
mid 2,6 g/L)

o standard (Mg®* 2 mg/dl)

Przygotowanie 1. Do kuwety doda¢ cztery objetosci (4V) odczynnika A i jedng objetos¢
odczynnika (1V) odczynnika B
roboczego (OR) 2. Wymiesza¢ zawarto$¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety

Zasada metody Stezenie magnezu w prébkach surowicy oznacza sie metodg kolorymetryczna.
W $rodowisku zasadowym jony Mg?* reagujg z biekitem ksylidylu tworzac
barwny kompleks o maksimum absorpcji 520 nm. Dodatek substancji chelatu-
jacej (EGTA) zmniejsza interferencje spowodowane jonami Ca?*. Natezenie
barwy fiotkowego kompleksu jest wprost proporcjonalne do stezenia magnezu
w badanej probce.

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury pokojowej (16-25°C)
oznaczenia 2. Odpipetowac¢ do oznaczonych kuwet:

a) Préba slepa: 1000 pl OR i 10 yl wody destylowanej

b) Standard: 1000 pul OR i 10 pl standardu

c) Préba badana: 1000 pl OR i 10 pl préby
Wymieszac zawartos¢ kuwet przy pomocy kohcowki pipety
Inkubowa¢ kuwety przez 2 minuty w temperaturze pokojowej
Zarejestrowac absorbancje (A) standardu i proby badanej przy dtugosci
fali 520 nm wobec proby Slepej

onh 0o

Obliczenia Stezenie magnezu w badanej prébie obliczy¢ za pomocg wzoru ogélnego:

A préb
C Proby = C —"Y x C standardu
A standardu

Jezeli do kalibracji uzyto zatgczonego standardu magnezu:

— g
A proby x 2 =~ magnezu
A standardu x (0,82 = mr:)ol magnezu
Interferencje Ca?
Zagadnienia 1. Makroelementy (séd, potas, wapn, magnez, fosfor, chlor): zawartos¢
do opracowania w organizmie, zapotrzebowanie, zrédta pokarmowe, funkcje biologiczne,

przemiany w ustroju, implikacje kliniczne (niedob6r oraz nadmiar)
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1.

2.

Poréwnaj wptyw jondw magnezu na transport przez btony w warunkach
fizjologicznych i patologicznych

Omow zaleznosci miedzy jonami magnezu i wapnia na poziomie komorki
i ptynu pozakomaérkowego

Bankowski E., 2020. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner

Dennis R. Ferrier 2018. Biochemia. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Dembinska-Kie¢ A., Naskalski J.W., Solnica B., 2022. Diagnostyka laborato-
ryjna z elementami biochemii klinicznej. Wroctaw: Edra Urban & Partner
Kokot F., Hyla-Klekot L., Kokot S., 2015. Badania laboratoryjne. Warszawa:
PZWL

Szutowicz A., Raszei-Szpecht A., 2009. Diagnostyka laboratoryjna. Tom |.
Gdansk: Gdanski Uniwersytet Medyczny

Ktyszejko-Stefanowicz L., 2013. Cwiczenia z biochemii. Warszawa: PWN
Kalinowski L., 2017. Przypadki laboratoryjno-kliniczne. Wroctaw: MedPharm
Scott M.G., Gronowski A.M., Eby C.S., 2007. Medycyna laboratoryjna
w praktyce —przypadki kliniczne. Wroctaw: MedPharm

Rodvel V., Bender D., Bodham K., Kennelly P., Weil P., 2018. Biochemia Har-
per. Warszawa: PZWL

10. Medycyna praktyczna (online)
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6.5. WAPN

» Podstawy biochemiczne

Prawie caty wapn w ustroju znajduje sie w przestrzeni pozakomorkowej. 99,85% wapnia
wystepuje w kosciach w formie hydroksyapatytow, a jedynie 0,05% w ptynie pozakomérko-
wym. Tylko 1% wapnia w ko$ciach tworzy szybko wymienialng pule wapniowa.

Stezenie wapnia w surowicy (kalcemia) zalezy od:
e podazy wapnia z pozywieniem oraz stopnia jego wchtaniania z przewodu pokarmo-
wego
e mobilizacji wapnia z kosci
e stopnia wydalania wapnia z moczem (kalciuria).

Kalcemia zalezy réwniez od zawartosci biatka (gtownie albuminy). Wzrost albuminemii
0 10 g/l zwieksza kalcemie o 0,2 mmol/l i odwrotnie.

Parathormon (PTH), witamina D (1,25-dihydroksycholekalcyferol), czynnik wzrostu fi-
broblastow 23 (FGF23) oraz biatko Klotho (kofaktor FGF23) zwiekszajg wchtanianie wap-
nia z pokarmem, stymulujg mobilizacje wapnia z kosci oraz hamujg wydalanie wapnia
z moczem. Przeciwstawne dziatanie wykazuje kalcytonina, ktéra pobudza odktadanie wap-
nia w kosciach. Wigzanie wapnia przez szczawiany, fosforany i kwasy ttuszczowe réw-
niez zmniejsza stezenie wapnia w surowicy.

W ostatnich latach coraz wiecej uwagi poswieca sie roli FGF23 w homeostazie wapnia.
Dziatanie FGF23 polega na blokowaniu sekrecji PTH oraz resorpcji fosforanéw w cewkach
proksymalnych nerek, co odpowiada za hipofosfatemie i hiperfosfaturie. FGF23 hamuje tez
hydroksylacje 25-hydroksycholekalcyferolu w pozycji 1 cholesterolu, natomiast stymuluje
hydroksylacje w pozycji 24 cholesterolu, co zaburza wchtanianie wapnia i fosforu z prze-
wodu pokarmowego.

» Wartosci referencyjne

Surowica

[mg/dl] = [mmol/l] x 4

wapn catkowity 9-11 mg/dl (2,25-2,75 mmol/l)
wapn zjonizowany 4-5,2 mg/dl (1-1,3 mmol/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych
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» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie wapnia w surowicy (hiperkalcemia) moze swiadczy¢ o:
e nadmiernym wchifanianiu wapnia z przewodu pokarmowego
o przedawkowanie witaminy D
o nadmierne wytwarzanie witaminy D przez ziarniniaki (sarkoidoza) lub chto-
niaki
o niedobdr czynnikow dziatajgcych antagonistycznie do PTH (hipokortyzole-
mia, hipokalcytoninemia)
e nadmiernej mobilizacji wapnia z kosci
o nadmierna sekrecja PTH (nadczynnos¢ przytarczyc), somatotropiny, hormo-
now tarczycy, adrenaliny i noradrenaliny
nowotwory kosci wytwarzajgce peptyd PTH-podobny (PTHrP)
nowotwory pozakostne wytwarzajgce czynnik pobudzajgcy osteoklasty
(OSF) lub prostaglandyne PGE-M
o hadczynno$¢ tarczycy
o hiperwitaminoza A
o dlugotrwate unieruchomienie
e zmniejszonym wydalaniu wapnia przez nerki
o stosowanie diuretykow lub teofiliny
e upos$ledzonym odktadaniu wapnia w kosciach
o adynamiczna choroba kosci u chorych dializowanych z przewlektg niewydol-
nosécig nerek
e  zatruciu glinem
e rodzinnej hipokalciurii hiperkalcemicznej (mutacje inaktywujace receptor kanatu
waphiowego)
e wrodzonym lub nabytym niedoborze FGF23 lub biatka Klotho

Obnizone stezenie wapnia w surowicy (hipokalcemia) moze $wiadczy¢ o:
e uposledzeniu biosyntezy lub sekrecji parathormonu
o niedoczynno$¢ przytarczyc
o opornos$¢ na PTH uwarunkowana niedoborem magnezu lub witaminy D
o oporno$¢ na PTH uwarunkowana nadmiarem kalcytoniny lub prostaglandyny
PGE
e niedostatecznej podazy wapnia z pokarmem
e zmniejszonym wchtanianiu wapnia z przewodu pokarmowego
o zespot uposledzonego wchianiania lub trawienia
o niedobdér witaminy D z pokarmem
¢ nadmiernym odkfadaniu wapnia w tkankach migkkich lub kosciach
o ostre zapalenie trzustki
o zespot gtodnych kosci”
przerzuty nowotworowe raka piersi i gruczotu krokowego
o stosowanie bisfosfonianéw
o hiperfosfatemia (wigzanie wapnia przez fosforany)
e nadmiernej utracie wapnia przez nerki
o stosowanie diuretykow
o kwasica

O
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e  zaburzeniach gospodarki witaming D

O
O
O
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niedostateczne naswietlanie skory

niedobdr witaminy D z pokarmem

zmniejszone wchtanianie witaminy D z pokarmem (zesp6t uposledzonego
wchtfaniania lub trawienia, zéttaczka cholestatyczna, niedobdor enzymoéw
trzustkowych)

zmniejszona 25-hydroksylacja witaminy D u chorych z migzszowym uszko-
dzeniem watroby

zmniejszona 1a-hydroksylacja witaminy D u chorych z ostrg lub przewlekig
niewydolnoscig nerek

przyspieszony metabolizm, a przez to nasilona inaktywacja witaminy D
u 0sob przyjmujgcych niektére leki przeciwpadaczkowe (pochodne kwasu
barbiturowego i hydantoiny)



Ocena stezenia wapnia zestawem BioSystems®

Odczynniki e odczynnik A (Arsenazo Ill 0,2 mmol/l, imidazol 75 mmol/l)
o standard (Ca*" 10 mg/dl)

Przygotowanie 1. Do kuwety doda¢ cztery objetosci (4V) odczynnika A i jedng objetos¢

odczynnika (1V) odczynnika B
roboczego (OR) 2. Wymieszac¢ zawarto$¢ kuwety przy pomocy koncéwki pipety

Zasada metody Stezenie wapnia w prébkach surowicy oznacza sie metodg kolorymetryczna.
Jony Ca?* reagujg w srodowisku lekko zasadowym z odczynnikiem Arsenazo Il
tworzgc purpurowy kompleks 0 maksimum absorpcji 650 nm. Dodatek imida-
zolu zmniejsza interferencje spowodowane jonami Mg?*. Natezenie barwy po-
wstatego kompleksu jest wprost proporcjonalne do stezenia wapnia w badanej

prébce.

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury pokojowej (16-25°C)
oznaczenia 2. Odpipetowac¢ do oznaczonych kuwet:

a) Préba slepa: 1000 pl OR i 15 pl wody destylowanej

b) Standard: 1000 ul OR i 15 ul standardu

c) Préba badana: 1000 yl OR i 15 ul préby badanej
Wymieszac zawartos¢ kuwet przy pomocy koncowek pipety
Inkubowac probdwki przez 2 minuty w temperaturze pokojowej
Zarejestrowac¢ absorbancje (A) standardu i proby badanej przy dtugosci
fali 650 nm wobec proby sSlepej

nh 0o

Obliczenia Stezenie wapnia w badanej prébie obliczy¢ za pomocg wzoru ogdlnego:

A prg a A 2 q .
C proby = C —2Y % C standarau * WspOStczynnik rozcienczenia proby
A standardu

Jezeli do kalibracji uzyto zatgczonego standardu wapnia:

A priby x 10 = =% wapnia
Astandardu x25= mIle wapnia
Interferencje Mg?*, hemoliza, lipemia
Zagadnienia 1. Makroelementy (séd, potas, wapn, magnez, fosfor, chlor): zawartos¢
do opracowania w organizmie, zapotrzebowanie, zrédta pokarmowe, funkcje biologiczne,

implikacje kliniczne (niedobér oraz nadmiar)

1. Omow dziatanie jondw wapnia jako wtérnych przekaznikow

2. Omow udziat jonéw wapnia w procesie krzepniecia krwi

3. Oméw hormonalng regulacje metabolizmu wapnia

4. Omow zaleznosci miedzy jonami wapnia i magnezu na poziomie komaorki
i ptynu pozakomdérkowego

5. Omow udziat wapnia w patogenezie osteoporozy

Pytania

kontrolne
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6.6. FOSFOR

» Podstawy biochemiczne

Catkowita zawartosc¢ fosforu w ustroju dorostego cztowieka wynosi ok. 750 g. Fosfor jest
skfadnikiem kwasow nukleinowych, nosnikdéw energetycznych, fosfolipidéw oraz fosfopro-
tein. Fosforany nieorganiczne (PO.%) sg najwazniejszym anionem srédkomaérkowym.

» Wartosci referencyjne

Surowica
[mg/dl] = [mmol/l] x 3,1

dzieci 4,0-7,0 mg/dI (1,29-2,26 mmol/l)
dorosli 2,5-4,5 mg/dI (0,81-1,45 mmol/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

» Odchylenia od normy

Podwyzszone stezenie fosforanéw w surowicy (hiperfosfatemia) moze swiadczy¢ o:
e nadmiernym wchtanianiu fosforandéw z przewodu pokarmowego
o spozywanie mleka bogatego w fosforany
o stosowanie srodkdw przeczyszczajgcych zawierajgcych fosforany
o stosowanie zywienia pozajelitowego
o nadmierna podaz witaminy D
e nadmiernym uwalnianiu fosforanéw z uszkodzonych tkanek
o faza kataboliczna u chorych z cigezkimi infekcjami lub urazami
nadmierny wysitek fizyczny
rabdomioliza
hemoliza
kwasica
hipertermia ztosliwa
o zespot lizy nowotworowej podczas chemioterapii
e zmniejszonym wydalaniu fosforanéw przez nerki
o niewydolnosé nerek
o nadmierna reabsorbcja zwrotna fosforanéw w cewkach nerkowych (niedobér
PTH lub FGF23, niedoczynno$¢ przytarczyc, nadprodukcja hormonu wzro-
stu)
e nadmiernej mobilizacji fosforanéw z kosSci
o dtugotrwate unieruchomienie

O O O O O

Hiperfosfatemia jest bezposrednig przyczyng hipokalcemii.
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Obnizone stezenie fosforanéw w surowicy (hipofosfatemia) moze swiadczy¢ o:
e niedostatecznej podazy fosforanéw z pokarmem
o dieta bogatobiatkowa
e zmniejszonym wchtanianiu fosforandw z przewodu pokarmowego

o wymioty

o biegunki

o stosowanie lekdw wigzacych fosforany (np. wodorotlenek glinu, weglan wap-
nia)

e przemieszczaniu fosforandw z przestrzeni pozakomorkowej do srodkomoérkowej
o faza anaboliczna u chorych oparzonych lub po ciezkich urazach
o zespot ,gtodnych kosci”
o zasadowica oddechowa
o zatrucie salicylanami
e nadmiernej utracie fosforandéw przez nerki
nadczynnosc¢ przytarczyc
niedobdr witaminy D
nadmierna podaz glukokortykosteroidow
nadmiar fosfatonin (w tym FGF23) wytwarzanych przez niektére nowotwory
lub w trakcie leczenia dozylnymi preparatami zelaza
o tubulopatie

O O O O
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e odczynnik A (kwas siarkowy 0,36 mol/l, chlorek sodu 154 mmol/l)
e odczynnik B (molibdenian amonu 3,5 mmol/l)
e standard (fosfor 5 mg/dl (1,61 mmo/L))

Przygotowanie 1. Do kuwety doda¢ siedem objetosci (7V) odczynnika A i trzy objetosci
odczynnika (3V) odczynnika B
roboczego (OR) 2. Wymieszac zawarto$¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety

Zasada metody Stezenie fosforu nieorganicznego w probkach surowicy oznacza sie metodag
kolorymetryczng Fiske-Subbarowa. Jony PO4* reagujg w $rodowisku kwasnym
z molibdenianem amonu tworzgc niebieski kompleks o maksimum absorpcji
340 nm. Natezenie barwy powstatego kompleksu jest wprost proporcjonalne do
stezenia fosforanéw w badanej prébce.

Wykonanie

Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury pokojowej (16-25°C)
oznaczenia . Odpipetowac do oznaczonych kuwet:

a) Préba slepa: 1000 pl OR i 10 pyl wody destylowanej

b) Standard: 1000 ul OR i 10 pl standardu

c) Préba badana: 1000 pl OR i 10 pl préby
Wymiesza¢ zawartos¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety
Inkubowac¢ kuwety przez 5 minut w temperaturze pokojowej
Zarejestrowa¢ absorbancje (A) standardu i proby badanej przy dtugosci
fali 340 nm wobec proby Slepej

N =

SR

Obliczenia Stezenie fosforanéw w badanej prébie obliczy¢ przy pomocy wzoru ogdl-
nego:

A priho—A prahy . , . o - 2
C proby = C —FRBY_—PIODYSCRY x G gangarau X WSpOtczynnik rozciefczenia proby
A standardu

Jezeli do kalibracji uzyto zatgczonego standardu fosforu:

A Proby — A Préby slepej x 5= % fosforu

A mm
Standardu 52 1,64 — lol fosforu
Interferencje Brak
Zagadnienia 1. Makroelementy (séd, potas, wapn, magnez, fosfor, chlor): zawarto$¢
do opracowania w organizmie, zapotrzebowanie, zrédta pokarmowe, funkcje biologiczne,

przemiany w ustroju, implikacje kliniczne (niedobdr oraz nadmiar)

Pytania 1. Omow przemiany fosforu nieorganicznego w procesach energetycznych
kontrolne komorki
2. Omow wzajemne zaleznosci miedzy metabolizmem fosforu i wapnia
w ustroju

3. Omow udziat fosforu w patogenezie osteoporozy
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6.7. ZELAZO

» Podstawy biochemiczne

Caltkowita zawartosc¢ zelaza w ustroju dorostego cztowieka wynosi ok. 3-4 g. Wiekszos¢ ze-
laza znajduje sie w porfirynach (hemoglobina, mioglobina, cytochromy, peroksydaza czy ka-
talaza), a pozostata cze$¢ w zwigzkach nieporfirynowych (ferrytyna, transferyna czy hemo-
syderyna).

Stezenie zelaza w surowicy zalezy od:
e podazy zelaza w pokarmach
e absorpcji zelaza w przewodzie pokarmowym
e utraty zelaza przez przewod pokarmowy, nerki czy narzgdy moczowo-ptciowe
e dystrybucji zelaza w ustroju

Oproécz oceny stezenia zelaza w surowicy, do oceny gospodarki zelazem stosuje sie pomiar:
e catkowitej zdolnosci surowicy do wigzania zelaza (TIBC, ang. total iron binding ca-
pacity), ktéra odzwierciedla stezenie transferyny
o stopnia wysycenia transferyny zelazem
e stezenia ferrytyny
e stopnia wydalania zelaza z moczem lub po podaniu desferoksaminy
e liczby syderoblastéw w szpiku lub liczby erytrocytdw hipochromicznych we krwi
e stezenia hepcydyny

» Wartosci referencyjne

Surowica
[pwg/dl] = [umol/l] x 5,45
60-280 pg/dl (11-33 pmoll/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

» Odchylenia od wartosci referencyjnych

Podwyzszone stezenie zelaza w surowicy (hipersyderemia) moze $wiadczy¢ o:

e nadmiernej podazy zelaza
o spozywanie pokarméw bogatych w zelazo
o spozywanie lekoéw lub suplementow diety zawierajgcych zelazo
o czeste transfuzje krwi

e nadmiernym wchtanianiu zelaza z przewodu pokarmowego
o hemochromatoza dziedziczna

e uposledzonym klirensowaniu zelaza osoczowego przez niewydolng watrobe
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o ostre i przewlekte stany zapalne watroby
e nadmiernym uwalnianiu zelaza z komoérek
o hemoliza
e nieprawidtowym rozmieszczeniu zelaza
o niedokrwistosci (syderoblastyczna, aplastyczna, megaloblastyczna, hemoli-
tyczna)
o porfirie
o zatrucie olowiem

Obnizone stezenie zelaza w surowicy (hiposyderemia) moze swiadczy¢ o:
e niedostatecznej podazy zelaza
o niezbilansowana dieta weganska lub wegetarianska
o niedozywienie
o wyniszczenie
e upos$ledzonym wchtanianiu zelaza z przewodu pokarmowego
o zespot uposledzonego wchianiania lub trawienia
zespot poresekceyjny
achlorhydria
przewlekle stany zapalne przewodu pokarmowego przebiegajgce z biegunkag
nadmierne spozycie kawy, herbaty, wapnia, fosforanow, szczawianow lub fi-
tynianow
e nadmiernej utracie zelaza
o przez przewod pokarmowy (krwawienia spowodowane przez stosowanie
NLPZ, nowotwory przewodu pokarmowego, zapalenie przetyku, choroby pa-
sozytnicze)
o przez nerki (krwiomocz, hemoglobinuria, hemosyderynuria)
o przez narzady ptciowe (obfite miesigczki, miesniaki)
e zwiekszonym zapotrzebowaniu na zelazo przy niedostatecznej podazy
o cigzailaktacja
o okres dojrzewania
o leczenie erytropoetyng
e nadmiernym odkfadaniu sie zelaza w tkankach (uktadzie siateczkowo-$rédbtonko-
wym)
o choroby zapalne
o nowotwory
e nadprodukcji hepcydyny lub defekcie matriptazy

O O O O
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Ocena stezenia zelaza zestawem BioSystems®

Odczynniki e odczynnik A (chlorek guanidyny 1,0 mol/l, bufor octanowy 0,4 mol/l,
pH 4,0)

e odczynnik B (ferrozyna 8 mmol/l, kwas askorbinowy 200 mmol/,
molibdenian amonu 3,5 mmol/l)

e standard (zelazo 200 ug/dl (35,8 umo/L), woda)

Przygotowanie 1. Do kuwety doda¢ cztery objetosci (4V) odczynnika A i jedng objetos¢
odczynnika (1V) odczynnika B
roboczego (OR) 2. Wymieszac zawarto$¢ kuwety przy pomocy koncowki pipety

Zasada metody Stezenie zelaza w probkach surowicy oznacza sie metodg kolorymetrycznag.
Jony Fe?* reagujg w $rodowisku kwasnym z ferrozyng tworzac barwny kom-
pleks o0 maksimum absorpcji 560 nm. Natezenie barwy powstatego kompleksu
jest wprost proporcjonalne do stezenia zelaza w badanej prébce.

Wykonanie 1. Doprowadzi¢ OR i spektrofotometr do temperatury pokojowej (16-25°C)
oznaczenia 2. Odpipetowac¢ do oznaczonych kuwet:
a) Préba slepa: 1000 yl OR i 200 ul wody destylowanej
b) Standard: 1000 yl OR i 200 ul standardu
c) Préba badana: 1000 yl OR i 200 ul préby
Wymiesza¢ zawartos¢ kuwet przy pomocy koncowki pipety
Inkubowac kuwety przez 5 minut w temperaturze pokojowej
5. Zarejestrowac absorbancje (A) proby badanej i standardu przy dtugo$ci
fali 560 nm wobec proby slepej

B @

Obliczenia Stezenie zelaza w prébie badanej obliczy¢ przy pomocy wzoru ogdinego:

Interferencje Hemoliza

Zagadnienia 1. Mikroelementy (zelazo, cynk, miedz, selen, mangan, molibden, chrom,
do opracowania jod, fluor): zawarto$¢ w organizmie, zapotrzebowanie, zrédta pokarmowe,
funkcje biologiczne, przemiany w ustroju, implikacje kliniczne (niedobor
oraz nadmiar)

A proby —A Préby slepej
C Préby = C y Y2228 x C standardu
A standardu

Pytania 1. Opisz biatka transportujgce i magazynujace zelazo
kontrolne 2. Omow procesy wchtaniania i wydalania zelaza z ustroju
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7. SPIS WARTOSCI
REFERENCYJYCH
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7.1. BIOMARKERY CHOROB

UKLADU KRAZENIA

7.1.1. TRIACYLOGLICEROLE

Surowica
<150 mg/dl (1,7 mmoll/l)
[mg/dIl] = [mmol/l] x 88,5

<150 mg/dl (1,7 mmol/l) wartosci niskie
150-199 mg/dl (1,70-2,25 mmol/l) wysokie prawidtowe
200-499 mg/dl (2,26-5,64 mmol/l) wysokie
> 500 mg/dl (> 5,56 mmol/l) bardzo wysokie

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

7.1.2. CHOLESTEROL CALKOWITY

Surowica
114-190 mg/dl (3,0-4,9 mmol/l)
[mg/dI] = [mmol/l] x 38,5

<200 mg/dl (5,2 mmoll/l) warto$ci pozgdane
200-239/dl (5,2-6,21 mmol/l) graniczne/wysokie
2 240 mg/dl (> 6,24 mmol/l) wysokie

Wyzej podane wartosci referencyjne zostaty zaproponowane przez Amerykanski Narodowy
Program Edukacji Cholesterolowej do oceny zagrozenia chorobami wiehcowymi.

7.1.3. CHOLESTEROL HDL

Surowica
> 45 mg/dl (1,2 mmoll/l) kobiety
> 40 mg/dl (1 mmol/l) mezczyzni

[mg/dI] = [mmol/l] x 38,5

< 35 mg/dl (0,91 mmoll/l) wysokie ryzyko
> 60 mg/dl (> 1,56 mmol/l) niskie ryzyko

Podane zakresy maja jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

Podane wyzej wartosci graniczne stuzg do réznicowania oséb o niskim i wysokim ryzyku
wystgpienia choroby wiehcowe.
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7.1.4. CHOLESTEROL LDL

Prawidtowe stezenie cholesterolu LDL zalezy od ryzyka sercowo-naczyniowego.

Surowica

[mg/dl] = [mmol/l] x 38,5

<100 mg/dl (2,59 mmol/l) wartosci optymalne
100-129 mg/dl (2,59-3,34 mmol/l) prawie optymalne
130-159 mg/dl (3,37-4,12 mmol/l) umiarkowane
160-189 mg/dl (4,14-4,90 mmol/l) wysokie

2190 mg/dl (4,92 mmol/l) bardzo wysokie

Podane zakresy maja jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

7.1.5. LIPAZA

Surowica
13-60 U/I (0,22-1,00 pkat/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

7.1.6. KREATYNINA

Surowica
0,6-1,3 mg/dl (53-115 pmol/l)
[mg/dl] = [umol/I}/88

Metoda Jaffé’go bez kompensacji Metoda Jaffé’go z kompensacjg
mezczyzni 0,9-1,3 mg/dl (80-115 pmol/l) 0,7-1,2 mg/dl (62-106 pmol/l)
kobiety 0,6-1,1 mg/dl (53-97 umol/l) 0,5-0,9 mg/dl (44-80 umol/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

7.1.7. MOCZNIK

Surowica

15-40 mg/dl (2,5-6,7 mmol/l)
[mg/dl] = [mmol/1}/0,166

azot mocznika (BUN, blood urea nitrogen) 7-18,8 mg/dl (5-13,4 mmol/l)
[mg/dI] = [mmol/I}/0,36

Stezenie mocznika w okresie noworodkowym jest nizsze, a u 0sob po 60 roku zycia wyzsze
niz u dorostych. Stezenie jest rowniez nieco wyzsze u mezczyzn niz u kobiet.
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7.1.8. KWAS MOCZOWY

Surowica

3-7 mg/dl (180-240 pmol/l)
[mg/dl] = [umol/1)/60

mezczyzni 3,5-7,2 mg/dl (210-420 pmol/l)

kobiety 3-6 mg/dl (180-350 pmol/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych
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7.2. BIOMARKERY CHOROB

METABOLICZNYCH

/.2.1. GLUKOZA

Osocze
[mg/dI] = [mmol/l] x 18
dzieci, dorosli 70-100 mg/dl (3,9-5,5 mmol/l)

7.2.2. HEMOGLOBINA GLIKOWANA

Ponizsze wartosci referencyjne zostaty ustalone przez Diabetes Control and Complications
Trial Research Group (DCCT) i zostaty zaakceptowane dla populacji oséb bez cukrzycy oraz
do oceny stopnia kontroli poziomu glukozy we krwi u pacjentow z cukrzyca.

Surowica
IFCC (mmol/mol) NGSP-DCCT (%)
<39 >5,7 wartosci docelowe
39-46 5,7-6,4 stan przedcukrzycowy
>48 >6,5 cukrzyca

IFCC — International Federation of Clinical Chemistry
NGSP-DCCT - National Glycohemoglobin Standarization Program- Diabetes Control and Complications Trial

7.2.3. FRUKTOZAMINA

Surowica
1,9-2,9 mmol/l

Podane zakresy majg jednie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

Wartosci sg nieco nizsze (5%) u dzieci. Wartosci referencyjne fruktozaminy zalezg od stezenia
albumin.
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7.3. BIOMARKERY CHOROB

UKLADU POKARMOWEGO

7.3.1. AMINOTRANSFERAZA ASPARAGINIANOWA

Surowica
37°C 30°C
bez fosforanu pirydoksalu <40 U/l = 0,67 pkat/l <25 U/l = 0,42 pkat/l
z fosforanem pirydoksalu <50 U/l = 0,83 pkat/l <30 U/l = 0,50 pkat/l

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

7.3.2. AMINOTRANSFERAZA ALANINOWA

Surowica
37°C 30°C
bez fosforanu pirydoksalu <40 U/l = 0,67 pkat/l <25 U/l = 0,42 pkat/l
z fosforanem pirydoksalu <50 U/l = 0,83 pkat/l <30 U/l = 0,50 pkat/l

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

7.3.3. GAMMA-GLUTAMYLOTRANSFERAZA

Surowica
ten:g:lii}iu a mezczyzni kobiety
u/l pkat/l U/l pkat/l
25°C <22 <0,37 <15 <0,25
30°C <35 <0,59 <24 <0,40
37°C <55 <0,92 <38 <0,64

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres warto$ci referencyjnych

7.3.4. KINAZA KREATYNOWA

Surowica
ter?z:;i}iu a mezczyzni kobiety
u/l ukat/l u/ ukat/l
25°C 10-65 167-1084 7-55 117-917
30°C 15-105 250-750 10-80 167-1334
37°C 38-174 633-2900 26-140 433-2334

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

U dzieci aktywnos¢ CK w surowicy jest wyzsza niz u dorostych.
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7.3.5. FOSFATAZA ZASADOWA

Surowica

temperatura reakcji mezczyzni kobiety
25°C <75 U/l =1,25 pkat/l <68 U/l =1,13 pkat/l
30°C < 87 U/l = 1,45 pkat/l <80 U/l =1,33 pkat/l
37°C <115 U/l = 1,92 pkat/| <105 U/l = 1,75 pkat/l

Podane zakresy maja jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

U dorastajgcych dzieci aktywnosé ALP w surowicy jest wyzsza i bardzo zmienna.

7.3.6. DEHYDROGENAZA MLECZANOWA

Surowica
temperatura reakgji u/l pKat/l
25°C 105-210 1,70-3,50
30°C 140-280 3,30-4,70
37°C 207-414 3,40-6,80

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

7.3.7. a-AMYLAZA

Surowica
temperatura reakcji u/l pkat/l
25°C 12-45 0,21-0,75
30°C 17-60 0,28-1,00
37°C 22-80 0,37-1,33

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

Strona | 117



/.4. INNE BIOMARKERY

7.4.1. BIALKO CALOKWITE

Surowica
60-80 g/l (6-8 g/dl)

Stezenie biatka catkowitego w surowicy jest nizsze u dzieci w poréwnaniu do dorostych.
Stezenie biatka catkowitego w osoczu jest o 2 do 4 g/l wyzsze niz w surowicy z powodu
obecnosci fibrynogenu, jak i innych sladowych obecnosci biatek.

7.4.2. ALBUMINA

Surowica
35-50 g/l (3,5-5 g/dl)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

7.4.3. BILIRUBINA

Surowica
[mg/dI] = [umol/l}/17
bilirubina catkowita 0,3-1,2 mg/dl (5,1-20,5 moll/l)
bilirubina bezposrednia (sprzezona) 0,1-0,4 mg/dl (1,7-6,8 mol/l)
bilirubina posrednia (niesprzezona) 0,2-0,8 mg/dl (3,4-13,7 moll/l)
7.4.4. MAGNEZ
Surowica

[mg/dI] = [mmol/l] x 2,4
1,7-2,4 mg/dl (0,66-1,07 mmol/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres warto$ci referencyjnych

7.4.5. WAPN
Surowica
[mg/dl] = [mmol/l] x 4
waph catkowity 9-11 mg/dl (2,25-2,75 mmoll/l)
waph zjonizowany 4-5,2 mg/dl (1-1,3 mmol/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres warto$ci referencyjnych
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7.4.6. FOSFOR

Surowica
[mg/dl] = [mmol/l] x 3,1
dzieci 4,0-7,0 mg/dl (1,29-2,26 mmol/l)
dorosli 2,5-4,5 mg/dl (0,81-1,45 mmol/l)

Podane zakresy maja jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych

7.4.7. ZELAZO

Surowica
[ug/dl] = [umol/l] x 5,45
60-280 pg/dl (11-33 pmol/l)

Podane zakresy majg jedynie charakter orientacyjny. Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasny zakres wartosci referencyjnych
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8. Wzor sprawozdania
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Imie i Nazwisko Data* wykonania ¢wiczenia

*Data wykonania éwiczenia nie zawsze jest datg przygotowania sprawozdania

Nr grupy

TYTUL CWICZENIA

1. CEL CWICZENIA

Zdanie opisujgce gtéwny cel i cele poboczne (jesli sg obecne)

2. CZESC TEORETYCZNA (10-15 zdan)

Krotkie nawigzanie do tematyki zagadnienia, potrzeby wykonania badania, celowosci wybranej metodyki i jej ograniczen




3. CZESC METODYCZNA

3.1. Zasada metody

3.2. Opis wykonywanych czynnosci

Najwazniejsze etapy pracy, wskazanie mas nawazek i stezen, ktore nalezy uzyc do obliczen

4. WYNIKI

4.1. Obserwacje




4.2. Uzyskane dane

4.3. Wykorzystywane wzory

4.4. Obliczenia

W przypadku aktywnosci enzymoéw wyniki nalezy przedstawi¢ w unitach i katalach




4.5. Wartosci referencyjne

5. WNIOSKI

Whioski wynikajgce z cwiczenia wraz z krétkim komentarzem

6. ZALICZENIE

Data i podpis prowadzgcego
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