USTAV LEKARSKE BIOCHEMIE A LABORATORNI DIAGNOSTIKY 1. LF UK A VFN

Metabolismus vapniku a
fosforu. Osteoporoza

Praktické cviceni z |ékarské biochemie

Vseobecné lékarstvi

Lenka Fialova

2024/2025



Obsah

ULOHA 1 - STANOVENi KONCENTRACE ANORGANICKYCH FOSFATU V SERU A V MOC......
ULOHA 2 - STANOVENi KONCENTRACE CELKOVEHO VAPNIKU V SERU AV MOClI.........uuu....

ULOHA 3 - STANOVENIi KATALYTICKE KONCENTRACE ALKALICKE FOSFATASY A JEJICH
IZOFOREM .....eeeeeeeeeeeeeeeeeesesseesessssseessssssssesessssssssssssnnsssssssesssssssssnnssssssssssssssssnnssessssssssssssannnns

ULOHA 4 — ROZPUSTNOST RUZNYCH VAPENATYCH SOLI c.uvveeeeeeeeeeeeeeeeseeeesseeeesseesessnessenns



Uloha 1 - Stanoveni koncentrace anorganickych fosfatd
V Séru a v moci

Reagencie:
K analyze je pouzita komercni souprava Bio-La-Test Fosfor UV liquid 250 firmy Erba-Lachema s.r.o.

1. Pracovni roztok

a. Kyselina sirové‘s

b. Molybdenan amonny
2. Standardni roztok fosfatd
3. Sérum - neznamy vzorek (infekcni material)
4. Mo¢ - neznamy vzorek (infek¢éni material)

Pracovni postup:

210 mmol/l
650 mmol/I

Do umélohmotnych jednorazovych zkumavek odmétfime reagencie podle rozpisu v tabulce:

Odmetit v ml Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4
Vzorek séra Vzorek moci Standard Slepy vzorek
Pracovni roztok 1,0 1,0 1,0 1,0
Sérum 0,01 — — —
Mo¢ - 0,01 - -
Standardni roztok - — 0,01 —
Cisténa voda - - - 0,01
Promichame a inkubujeme 5 minut pii 37 °C. Poté zmétime absorbanci vzorku séra, moci a
standardu proti slepému vzorku v 1 cm kyveté€ pti vinové délce 340 nm. Zbarveni je stabilni po dobu
60 minut.

Uloha 2 - Stanoveni koncentrace celkového vapniku v séru
a v modi

Reagencie:

K analyze je pouzita komer¢ni souprava Bio-La-Test Vapnik Liquid 250 Erba-Lachema s.r.o.

1. Pracovni roztok [MES (2-morfolino-ethansulfonova kyselina) pufr, pH 6,5 (37 °C) 100 mmol/l;
arsenazo 111 200 umol/I]

2. Standardni roztok kalcia

3. Sérum — neznamy vzorek (infekcni material)

4. Moc¢ — neznamy vzorek (infek¢éni material)



Pracovni postup:
Do umélohmotnych jednorazovych zkumavek odméfime reagencie podle rozpisu v tabulce:

Odmetit v ml Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4
Vzorek séra Vzorek moci Standard Slepy vzorek
Pracovni roztok 1,0 1,0 1,0 1,0
Sérum 0,01 - - -
Mo¢ - 0,01 - -
Standardni roztok - - 0,01 -
Cisténd voda - - - 0,01
Obsah zkumavek promichdme a inkubujeme 1 minutu pti 37 °C. Zméfime absorbance vzorku
séra, moci a standardu proti slepému vzorku v 1 cm kyvet€ pti vinové délce 650 nm. Zbarveni je
stabilni po dobu 60 minut.

Uloha 3 - Stanoveni katalytické koncentrace alkalické
fosfatasy a jejich izoforem

Reagencie:

K analyze je pouzita komeréni souprava Bio-La-Test Alkalicka fosfatasa 120 firmy Erba-Lachema s.r.o.
1. Substrat [4-nitrofenylfosfat (disodna stl) 15 mmol/I] (koncentrace odpovidaji hodnotam v reak¢ni
smesi)

2. Pufr [ N-methyl-D-glukaminovy pufr (pH 10,1; 37 °C) 0,35 mol/l; NaCl 70,0 mmol/l; MgCl,0,5
mmol/l] (koncentrace odpovidaji hodnotam v reakéni smési)

3. Inhibitor (hydroxid sodny 1,0 mol/l; Chelaton 3 30 mmol/I)
4. Sérum — neznamy vzorek (infekéni material)

A. Stanoveni katalytické koncentrace celkové ALP a jejich izoforem metodou
konstantniho c¢asu

Pracovni postup:

Sérum, které je v tabulce oznaceno T, pied analyzou tepelné inaktivujeme v termostatu pii teploté 56°C
po dobu 10 minut a poté ochladime v ledové lazni. Inaktivace vzorki oznacenych T je jiZ provedena.

Odmestit Zkumavkg 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4
v ml Vzorek s nativnim antrolni vzorek s ' Yzorek s tepelné .Kont'rolni vzorek s tepelné
sérem (S1) nativnim sérem (S2) | inaktivovanym sérem (T1) |inaktivovanym sérem (T2)
Pufr 1,0 1,0 1,0 1,0
Sérum 0,02 - 0,02 -
Obsah zkumavek promichame a inkubujeme 5 minut pii 37 °C
Substrat 0,2 0,2 0,2 0,2
Obsah zkumavek promichame a inkubujeme pfesné 10 minut pii 37 °C
Inhibitor 0,5 0,5 0,5 0,5
Sérum - 0,02 - 0,02

Promichame a do 30 minut zméfime absorbanci vzorkt S1, S2, T1 a T2 proti ¢isténé vodé v 1 cm kyveté pii
vinové délce 420 nm.
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B. Stanoveni katalytické koncentrace celkové alkalické fosfatasy kineticky

Pracovni postup:

a. Kyvety jsou vytemperovany na 37 °C.

b. Vynulujeme fotometr na slepy vzorek (¢isténa voda).
C. Do kyvety pfipravime reakéni smés podle tabulky:

Odméfime v ml:

Pufr 1,0

Sérum nativni (S) 0,02

Promichame a 5 minut preinkubujeme pii teploté 37 °C

Substrat 0,2

d. Dobie promichame a pfesné za 30s zméfte A pfi vinové délce 420 nm.
€. M¢feni opakujeme jesté Sx v piesné jednominutovych intervalech.

Uloha 4 - Rozpustnost riznych vapenatych soli

Reagencie:

1. Chlorid Vépenatjf@ pevna substance
2. Fosfore¢nan vapenaty pevna substance
3. Uhli¢itan vapenaty pevna substance
4. Stavelan amonn}'/® nasyceny roztok
5. Kyselina chlorovodikova zfedéna

6. Hydrogenuhli¢itan sodny 10 g/l

7. Na;EDTA nasyceny roztok
8. Laktosa 10 g/l

A. Rozpustnost vapenatych soli ve vodé a HCI

Pracovni postup:
a. Do ¢tyr centrifugacnich zkumavek nasypeme odmérku piislusné vapenaté soli (viz tabulka).

Zkumavka 1l | Zkumavka 2 | Zkumavka 3 Z‘é:gggg:i 4
CaCl; CaCOs Caz(POa)2 NEDTA

b. Do kazdé zkumavky pfidame 1,5 ml ¢isténé vody.
c. Promichame a pozorujeme rozpustnost jednotlivych vapenatych soli ve vode¢.

d. Do 2. — 4. zkumavky postupné ptikapavame ziedénou kyselinu chlorovodikovou. Do tabulky
v protokolu poznamename, kolik kapek zfedéné kyseliny chlorovodikové bylo zapotiebi k rozpusténi
soli.



e. Do 3. zkumavky s rozpusténou soli pfikapavame hydrogenuhli¢itan sodny a pozorujeme vznik
sraZeniny.

f. Do 4. zkumavky piidame cca 8 kapek nasyceného roztoku Na,EDTA a pak stejny pocet kapek
hydrogenuhli¢itanu sodného jako ve 3. zkumavce. Na,EDTA zabréani vzniku srazeniny.

g. Vysledky rozpustnosti zapiseme do tabulky.

B. Vliv nékterych latek na rozpustnost vapenatych soli

Pracovni postup:
Podle tabulky ptipravime do dvou zkumavek nasledujici reagencie:

ciche simn | Zamea?
amonny
CaCl, 1 odmérka 1 odmérka
Cisténa voda 1 ml 1 ml
Stavelan amonny cca 5 kapek -
Laktosa - cca 5 kapek




