WYBRANE PARAMETRY DIAGNOSTYCZNE W CHOROBACH
NEREK

1. Oznaczanie stezenia mocznika w surowicy krwi (zestaw diagnostyczny)

Wprowadzenie:

Mocznik jest produktem katabolizmu aminokwasow. Powstaje w watrobie i jest
wydalany z moczem. ZawartoS¢ mocznika we krwi wyraza sie czesto jako azot
mocznikowy krwi (ang. blood urea nitrogen - BUN). Podwyzszone stezenie mocznika
W surowicy, zwane mocznicg, obserwuje sie m. in. przy odwodnieniu, niewydolnosci
nerek, diecie wysokobiatkowej, zwigekszonym katabolizmie biatek spowodowanym
uszkodzeniem tkanek lub intensywnym krwawieniu do przewodu pokarmowego.
Powodem obnizonego stezenia mocznika moze by¢ nadmierne nawodnienie, dieta
niskobiatkowa lub gtodzenie, a takze ciezkie schorzenia watroby.

Zasada metody:
Metoda enzymatyczna, kinetyczna z ureazg i dehydrogenazg glutaminianowg (GLDH):
ureaza
mocznik + 2 H2O — 2 NH4* + CO3*
GLDH
NHa* + 2-oksoglutaran + NADH ——  L-glutaminian + NAD* + H20

Zmiana absorbancji w czasie mierzona przy dtugosci fali A = 340 nm jest wprost
proporcjonalna do stezenia mocznika.

Wykonanie oznaczenia:

1. Do probéwki napipetowa¢ 1000 ul odczynnika roboczego.

2. Preinkubowac przez 3 min. w temperaturze 25°C.

3. Nastepnie do probéwki dodaé 10 yl materiatu badanego (surowicy) i wymieszac.

4. Po uptywie 1 min. odczyta¢ absorbancje (A1) proby badanej wobec préby zerowej
(woda destylowana) przy A = 340 nm.

5. Po doktadnie 1 min. ponownie zmierzy¢ absorbancje (A2) préby badane;j.

Obliczanie wynikow:
Obliczy¢ AA/min (A1 — A2) proby badane;.
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Wartosci AAprw i stezenie proby wzorcowej podaje prowadzgcy zajecia.
Oblicz stezenie BUN w prébce.

Wartosci referencyjne:

Surowica, osocze: < 50 mg/dl (<8,3 mmol/l).

1 mg mocznika odpowiada 0,467 mg azotu mocznikowego.



2. Oznaczanie stezenia kreatyniny w surowicy krwi (zestaw diagnostyczny)

Wprowadzenie:

Kreatynina jest produktem zachodzgcej w miesniach szkieletowych
nieenzymatycznej dehydratacji kreatyny. llo§¢ powstajgcej i wydalanej przez nerki
kreatyniny jest proporcjonalna do masy miesniowej i zazwyczaj jest wyzsza
u mezczyzn niz u kobiet. Dzienna produkcja kreatyniny utrzymuje sie na niemal statym
poziomie, z wyjatkiem rozlegtego uszkodzenia miesni w wyniku wypadku lub choroby
degeneracyjnej miesni. Poziom kreatyniny we krwi i w moczu zalezy od filtraciji
ktebuszkowej, wiec klirens kreatyniny jest doskonatym wskaznikiem funkcji nerek.

Zasada metody:

Modyfikacja metody Jaffé’go, bez odbiatczania. W wyniku reakcji pikrynianow
z kreatyning w Srodowisku alkalicznym powstaje pochodna 2,4,6,-trinitro-
cykloheksadienu o zabarwieniu Zzottoczerwonym. Intensywnos¢ zabarwienia
(mierzona przy A = 500 nm) jest wprost proporcjonalna do stezenia kreatyniny.

Wykonanie oznaczenia:

1. Do probowki napipetowa¢ 1000 pl odczynnika roboczego.

2. Preinkubowac przez 3 min. w temperaturze 25°C.

3. Nastepnie do probdéwki dodac¢ 100 uyl materiatu badanego (surowicy) i wymieszac.

4. Po uptywie doktadnie 30 sek. odczyta¢ absorbancje (A1) proby badanej wobec
préby zerowej (woda destylowana) przy A = 500 nm.

5. Po doktadnie 1 min. ponownie zmierzy¢ absorbancje (A2) proby badane;.
Obliczanie wynikéw:
Obliczy¢ AA (A2 — A1) préby badane;j.
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AApw i stezenie proby wzorcowej poda prowadzacy zajecia.
Wartosci referencyjne:

Surowica, osocze:

- kobiety: 0,6 — 1,1 mg/dl (53 - 97 umol/l),

- mezczyzni: 0,7 — 1,3 mg/dl (62 - 115 pmol/l).



3. Oznaczanie stezenia kwasu moczoweqo w surowicy krwi (zestaw
diagnostyczny)

Wprowadzenie:

Kwas moczowy jest produktem degradacji puryn. Powstaje w watrobie i jest
wydalany z moczem. Zaréwno ilos¢ powstajgcego kwasu moczowego, jak
i efektywnos¢ jego wydalania przez nerki, majg wptyw na zawartos¢ moczanéw we
krwi. Podwyzszony poziom kwasu moczowego moze by¢é spowodowany dng
moczanowg, biataczkg, cukrzycg, nadczynnoscig tarczycy Ilub przytarczyc,
niewydolnoscig lub kamicg nerek. Stezenie kwasu moczowego we krwi zalezy od
przesaczania ktebuszkowego i jest wykorzystywane do monitorowania funkcji nerek.

Zasada metody:

Metoda enzymatyczna, kolorymetryczna, z urykazg i peroksydazg (POD):

urykaza )
kwas moczowy + 2 H20 + O2 —— allantoina + CO2 + H20:2

ADPS + 4-aminoantypiryna + 2 H202 IDO;D» chinonoimina + 4 H20
(barwny produkt reakciji)
ADPS - pochodna aniliny
Intensywnosc¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do stezenia kwasu moczowego.
Pomiar absorbanciji przy A = 546 nm.
Wykonanie oznaczenia:

Przygotowanie proby zerowej (przez osobe z grupy wskazang przez prowadzgcego
zajecia):

1. Do probéwki napipetowac¢ 1000 ul odczynnika roboczego.

2. Preinkubowac przez 3 min. w temperaturze 25°C.

Przygotowanie proby badanej:

1. Do probéwki napipetowa¢ 1000 ul odczynnika roboczego.

2. Preinkubowac przez 3 min. w temperaturze 25°C.

3. Nastepnie do probdéwki doda¢ 20 yl materiatu badanego (surowicy) i wymieszac.

4. Inkubowac przez 10 min. w temperaturze 25°C.

5. Po inkubacji odczyta¢ absorbancje proby badanej wobec proby zerowej przy
A =546 nm.

Obliczanie wynikéw:

.. mg App .. , .
Stezenie kwasu moczowego [W = A X stezenie proby wzorcowej
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Apw i stezenie proby wzorcowej poda prowadzacy zajecia.
Wartosci referencyjne:

Surowica, osocze:

- kobiety: 2,5 — 6,8 mg/dl (149 - 405 pmol/l),

- mezczyzni: 3,6 — 7,7 mg/dl (214 - 458 pmolll).



4. Oznaczanie aktywnosci y-glutamylotransferazy w surowicy krwi (zestaw
diagnostyczny)

Wprowadzenie:

y-Glutamylotransferaza (GGT, GGTP, y-GT) jest blonowym enzymem
katalizujgcym przenoszenie grup glutamylowych z glutationu na aminokwasy lub
peptydy. Duze ilosci GGT wystepujg w narzgdach o charakterze sekrecyjnym:
nerkach, watrobie, drogach zétciowych, trzustce. Pomimo tego, ze aktywnosc¢ tego
enzymu jest najwyzsza w komorkach nerek, wzrost poziomu GGT w surowicy jest
najczesciej spowodowany schorzeniami watroby. Poniewaz alkohol indukuje synteze
glutamylotransferazy, oznaczenie poziomu jej aktywnosci jest wykorzystywane do
monitorowania abstynencji u pacjentéw na leczeniu odwykowym.

Zasada metody:
Metoda kinetyczna z L-y-glutamylo-3-karboksy-4-nitroanilidem:
y-GT
L-y-glutamylo-3-karboksy-4-nitroanilid + glicyloglicyna «— L-y-
glutamyloglicyloglicyna + 5-amino-2-nitrobenzoesan

Szybkos$¢ powstawania 5-amino-2-nitrobenzoesanu mierzona kolorymetrycznie jest
wprost proporcjonalna do aktywnosci y-glutamylotransferazy.

Pomiar absorbancji przy A = 405 nm.

Wykonanie oznaczenia:

1. Do probéwki napipetowac 1000 ul odczynnika roboczego.

2. Preinkubowac przez 3 min. w temperaturze 25°C.

3. Nastepnie do probéwki doda¢ 100 ul materiatu badanego (surowicy) i wymieszad.
4. Inkubowac przez 1 min. w temperaturze 25°C.

5. Odczyta¢ absorbancje (Ao) wobec proby zerowej (woda destylowana) przy
A =405 nm.

6. Powtorzy¢ pomiar po doktadnie 1 min. (A1), 2 min. (A2) i 3 min. (As).
Obliczanie wynikéw:
Obliczy¢ srednig zmiane absorbancji na minute (AA/min).

Aktywnos$¢ GGT [Q] = ﬂ X F

l min

F = 1511 (wspotczynnik kalibracji)
Wartosci referencyjne:
Surowica, osocze:

- kobiety: < 38 Ul,
- mezczyzni: < 55 U/,



5. Oznaczanie aktywnosci fosfatazy alkalicznej (EC 3.1.3.1) w surowicy krwi
(zestaw diagnostyczny)

Wprowadzenie:

Fosfataza alkaliczna (ALP) to w rzeczywisto$ci grupa izoenzymoéw
hydrolizujgcych monoestry fosforanowe w srodowisku zasadowym. Optymalne pH dla
aktywnosci ALP wynosi 9-10. Najwyzszy poziom fosfatazy alkalicznej wystepuje w
watrobie, kosciach, jelitach, nerkach i tozysku. Oznaczanie izoenzyméw ALP
wykorzystywane jest przy diagnozowaniu schorzen poszczegolnych narzgdow.

Zasada metody:

Metoda kinetyczna zalecana przez Miedzynarodowg Federacje Chemii Klinicznej
(IFCC):

2-amino-2-metylo-1-propanol + p-nitrofenylofosforan + H20 —Ai—> 4-nitrofenol +
fosforan 2-amino-2-metylo-1-propanolu

Szybko$¢ powstawania 4-nitrofenolu mierzona Kkolorymetrycznie jest wprost
proporcjonalna do aktywnosci fosfatazy alkaliczne;.

Pomiar absorbancji przy A = 410 nm.

Wykonanie oznaczenia:

1. Do probéwki napipetowac¢ 1000 ul odczynnika roboczego.

2. Preinkubowac przez 3 min. w temperaturze 37°C.

3. Nastepnie do probdéwki dodaé 20 yl materiatu badanego (surowicy) i wymieszac.
4. Inkubowac przez 1 min. w temperaturze 37°C.

5. Odczyta¢ absorbancje (Ao) wobec proby zerowej (woda destylowana) przy
A=410 nm.

6. Powtdrzy¢ pomiar po doktadnie 1 min. (A1), 2 min. (A2) i 3 min. (As).
Obliczanie wynikow:
Obliczy¢ srednig zmiane absorbancji na minute (AA/min).

. U AA
Aktywnos$¢ ALP [—] =—— XF
l min

F = 3038 (wspotczynnik kalibracji)

Wartosci referencyjne:

Surowica, osocze:

- kobiety: 39 — 118 U/I (0,65 — 1,97 pkat/l),

- mezczyzni: 56 — 119 U/l (0,95 — 2,02 pkat/l).



