Navod Kk praktickému cviceni z biochemie

Téma: Hemoglobin a jeho derivaty

1. Stanoveni koncentrace hemoglobinu v krvi

Reagencie:

1. Kyanidové éinidlo"@

hexakyanozelezitan draselny 0,20 g;
kyanid draselny 0,05 g.
dihydrogenfosforecnan draselny 0,14 g;
voda do 1 000 ml

2. Nesrazliva krev — neznamy vzorek Infekéni material

Pracovni postup:

Do zkumavky odméfime davkovacem 5,0 ml kyanidového Cinidla, ptidime 0,02 ml
krve, $picku jesté trikrat proplachneme kyanidovym ¢inidlem a obsah zkumavky promichame.
Po 10 minutach zméfime absorbanci vzorku proti kyanidovému ¢inidlu pti 540 nm. Zbarveni

je stalé nejméné 24 hodin.

2. Prukaz krve a krevniho barviva v moc¢i

Reagencie:

1. O-tolidin (3,3"- dimethylbenzidin) @@

2. Heitz-Boyerovo ¢inidlo (bezbarvy redukovany fenolftalein

v alkalickém prostfedi, uchovavan s nékolika granulemi Zn)

3. Kyselina octova koncentrovana
4. Peroxid vodiku (30 g/l) @
5. Ethanol

6. Diagnostické prouzky hemoPHAN nebo nékteré polyfunkcni diagnostické prouzky

(Erba Lachema s.r.o.)
7. Mo¢ — vzorek s krvi Infek¢éni material
normalni mo¢ Infekéni material



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=11932
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=4764
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Pracovni postup:

»Benzidinova“ zkouska

Nékolik zrnicek o-tolidinu rozpustime asi ve 2 ml ethanolu a okyselime
koncentrovanou kyselinou octovou. Pfiddme asi 2 ml peroxidu vodiku (roztok nesmi zmodrat)
a poté asi 1 — 2 ml vzorku moci s krvi. Pozitivnim vysledkem je modré az modrozelené
zbarveni vzorku. Stejnou reakci provedeme i se vzorkem normalni moéi. Zkousku
s o-tolidinem provedeme také s povafenym vzorkem moci s krvi, ktery pted reakci ochladime.

Heitz-Boyerova zkouska

Ve zkumavce smichame asi 1 ml vzorku moci s krvi se stejnym dilem Heitz-Boyerova
Cinidla. Opatrné prevrstvime po stén¢ zkumavky peroxidem vodiku. V pfitomnosti
hemoglobinu vznikne na sty¢né plose Cervenofialovy prstenec. Reakci opakujeme se vzorkem
normalni moci.

Prukaz krve diagnostickymi prouzky

Prouzek ponofime do vysetfované moci. Otfenim o okraj nadoby odstranime
pfebytecnou mo¢ a asi po 60 S hodnotime vzniklé zbarveni srovnanim s barevnymi
srovnavacimi stupnicemi pro detekci intaktnich erytrocyti — teckovana stupnice a volného
hemoglobinu — homogenné zbarvena stupnice. Diagnostickym prouzkem vySetfime vzorek
moci s krvi 1 vzorek normélni moci.

3. Spektrofotometrické vySetieni hemoglobinu a jeho derivati

Reagencie:
1. HexakyanoZelezitan draselny Ks[Fe(CN)s]

2. Dithionicitan sodny Na25204 @
3. Netfedéna nesrazliva krev Infekéni material
4. Netfedéna nesrazliva krev sycend CO Infekéni material

Pracovni postup:

U jednotlivych derivati hemoglobinu prométime absorpéni spektra v rozsahu
vinovych délek od 500 do 600 nm. Spektrofotometr vynulujeme proti destilované vodé.

Oxyhemoglobin (O2Hb)
Prevazuje ve vzorcich krve stojicich na vzduchu. Ke 4 ml destilované vody pfidame

0,02 ml krve a proméfime absorpcéni spektrum. V piipadé vysokych absorbanci mizeme
zvolit vyssi fedéni.

Deoxyhemoglobin (Hb)

Ptipraveny vzorek oxyhemoglobinu zredukujeme pfiddinim malého mnoZstvi (Spicka
1zi¢ky) dithionicitanu sodného a po 2 — 5 minutach zméfime spektrum. Porovname vysledky
méfeni O2Hb a Hb a téZ si v§imame zbarveni vzorkd.
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Hemiglobin (methemoglobin)

Ke 4 ml destilované vody pfidame 0,02 ml krve a jako oxida¢ni ¢inidlo velmi malé
mnozstvi hexakyanozelezitanu draselného. Asi po 5 — 10 minutach zmétime spektrum a
porovname je s hodnotami ziskanymi meéfenim oxyhemoglobinu. Zaznamendme zménu
zbarveni. Poté roztok hemiglobinu zpétné¢ zredukujeme piidanim malého mnozstvi
dithioni¢itanu sodného. Pozorujeme zménu zbarveni a opét zméfime spektrum.

Karbonylhemoglobin

Ke 4 ml destilované vody piidame 0,02 ml krve sycené CO. Hodnotime zbarveni a
prométime spektrum. Vsimame si posunu vrcholti spektra pii vinové délce 570 nm ve
srovnani s oxyhemoglobinem, ktery ma vrchol pti 578 nm. Tohoto posunu se vyuziva pfi
stanoveni koncentrace karbonylhemoglobinu v krvi pti otravach CO. Ptidanim dithioni¢itanu
se COHD neptevede na Hb (karbonylhemoglobin je stabilni).

4, Pulzni oxymetrie — modelovy pokus

Reagencie:

1. Vzorek nafedéné krve s vyssi saturaci kysliku — vzorek 1 Infekéni material

2. Vzorek nafedéné krve s niz$i saturaci kysliku — vzorek 2 Infekéni material

3. Slepy vzorek — plazma nafedénd ve stejném pomeru jako vzorky krve Infekéni material

Pracovni postup:

V nasi tloze se soustiedime na spektralni stranku pulzni oxymetrie. Ptistroj vynulujte
na pripraveny slepy vzorek (nafedénd plazma). Budeme mit k dispozici dva vzorky krve.
Hodnoty absorbance ziskané méfenim vzorku s vyssi saturaci kysliku budou v experimentu
nahrazovat pulzujici sloZku absorbance. Hodnoty absorbance ziskané méfenim krve s nizsi
saturaci kysliku budou pfedstavovat statickou slozku absorbance. U obou vzorkt krve zméite
absorbanci pfi 660 nm a 940 nm a vysledky zaznamenejte do tabulky. Vzorky a slepy vzorek
jsou pfipraveny v kyvetach u spektrofotometri.

5. Stanoveni koncentrace Zeleza v séru kolorimetrickou metodou

Reagencie:

K analyze je pouzita komercni souprava: IRON — FEROZINE firmy Biosystems

Roztok A: guanidinium chlorid 1 mmol/I
acetatovy pufr 0,4 mol/l pH 4.0

Roztok B: Ferozin:3-(2-pyridyl)-5,6-bis-(4-sulfofenyl)-1,2,4-triazin di Na sl 8 mmol/Il
kyselina askorbova 200mmol/1

Pracovni roztok: @@

Roztok A + roztok B 4:1

Standardni roztok Fe 2* (koncentrace je uvedena na $titku)
Sérum — neznadmy vzorek Infekéni material
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Pracovni postup:
Do 4 oznacenych zkumavek napipetujeme piislusné objemy roztokt podle schématu:

Odmetit v ml: Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4
Vzorek séra Standard Slepy vzorek 1 | Slepy vzorek 2
Sérum 0,2 - - 0.2
Standardni roztok - 0,2 - i
Deionizovana voda - - 0,2 i
Roztok A - - - 10
Pracovni roztok 1,0 1,0 1,0 i

Zkumavky nechdme inkubovat 5 minut pfi pokojové teplot¢ a pak zméfime
absorbance vzorku, standardu a slepého vzorku 1 a 2 proti destilované vodé¢ v 1 cm kyveté
pii 560 nm.




