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Osocze krwi jest waznym sSrodkiem
transportujacym metabolity w organizmie ssakdow, a analiza chemiczna surowicy moze

dostarczy¢ wielu informacji odnoszacych sie do stanu biochemicznego osobnika i jest ona
istotna dla celow diagnostycznych. Osocze jest bardzo zlozone pod wzgledem
fizykochemicznym, poniewaz sklada sie z szeregu organicznych i nieorganicznych
skladnikow o szerokim zakresie mas czasteczkowych i klas chemicznych, co sprawia, ze
analiza osocza nie jest latwa. Coraz czesciej do analizy osocza krwi poza tradycyjnymi
metodami wykorzystuje sie spektroskopie NMR (spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego), ktora dostarcza bardzo uzytecznych w diagnostyce informacji jakosciowych
i ilosciowych zwiazanych z zaburzeniami metabolicznymi [16].

Osocze jest mieszanina lipoprotein, biatek, matych czasteczek organicznych i jandw, ktore razem
uczestnicza w rozmaitych interakcjach, wtaczajac tworzenie komplekséw metali, procesy wymiany
chemicznej czy biotransformacje enzymow [16].

W celu oznaczenia niebiatkowych sktadnikow krwi badz surowicy, wykorzystywana jest odbiatczona
krew (przesacz pozbawiony biatka). W zaleznosci od tego, jaki sktadnik krwi bedzie oznaczany
stosuje sie rézne metody odbiatczania, w ktérych pod uwage brane sa takie parametry jak: pH
przesaczu, a takze mozliwos$¢ stracenia sie z biatkami oznaczanych zwigzkdéw.

Tak wiec, dobdér odpowiedniej metody odbiataczania ma bardzo duzy wplyw na dalsze wyniki
przeprowadzanych oznaczen. W trakcie doboru metody nalezy mie¢ réwniez na uwadze, ze przejscie
do przesaczu np. zwiazkéw redukujacych moze powodowac¢ podwyzszenie wynikéw w metodach
opartych na wykorzystaniu wtasciwosci redukujacych oznaczanej substancji [1].

Odbialczanie jest niezbednym krokiem stosowanym w wielu procedurach chemicznej analizy ptynéw
ustrojowych. Do odbiatcznia krwi uzywa sie wielu réznych odczynnikdw, a najczesciej stosowany jest
kwas wolframowy oraz kwas trdjchlorooctowy [14]. W swoich doswiadczeniach Golin i Wu (1919)
wprowadzili kwas wolframowy do przygotowania filtréw niewiazacych biatek, ktdre wykorzystywane
byly w stworzonej przez nich metodzie analizy krwi. W zaproponowanej metodzie uzywano 667 m.Eq
(milir6wnowaznik) kwasu do wytracenia biatka z 1 litra osocza lub catej krwi oraz podwdjnej
objetosci do odbiatczenia takiej samej ilosci upakowanych krwinek czerwonych [14].

Dzieki zastosowaniu wolframianu sodu i kwasu siarkowego do przesgczu dodawano réwnowazne
ilosci NA i SO,. Kwas trichlorooctowy powszechnie stosowany jest w 5% stezeniach w filtracie
(przesaczu)i nie moze by¢ stosowany w mniej niz potowa tego stezenia. Z tych wzgledéw kwas
wolframowy i trichlorooctowy sa nieprzydatnymi srodkami odbiatczajacymi w wielu metodach
analitycznych i wielu innych nowoczesnych technikach. Tak wiec, w trakcie opracowywania metod
odbialczania poszukiwano takich srodkow odbialczajacych, ktére dodatkowo nie beda wprowadzac
obcych substancji do filtratu i takich, ktére moga by¢ szybko zastosowane i powodowac¢ beda
minimalne znieksztalcenia obrazu chemicznego badanych ptynéw [14].



Golin i Wu (1919) podjeli prébe w poszukiwaniu wtasnie takich substancji, a nastepnie opisali
metode otrzymywania wolnych od biatek przesaczéow krwi, co réwniez stosowano do oznaczania
innych pltynéw ustrojowych. W zaleznosci od badanego ptynu w metodach stracania biatek nalezy
odpowiednio regulowac¢ pH rozcienczonego ptynu, co ma wplyw na szybkos¢ stracania biatek
w trakcie ogrzewania roztworu. Osocze, komorki i pelna krew wymagaja ok. 50, 27 i 40
milirownowaznikéw (m.Eq) kwasu octowego/L odpowiednio do dostosowania pH. Uzyskane
przesacze po krétkim ogrzewaniu w temperaturze 100°C sa klarowne, bezbarwne i pozostaja jasne
z dodatkiem kwasu sulfosalicylowego [14].

Odbialczanie krwi (wg Hunter G., 1956) [14].

Regulacja pH: w przedstawionej metodzie rutynowo stosowany byt 0,05M kwas octowy, aczkolwiek
moga by¢ wykorzystywane réwniez inne kwasy. Jedna objeto$¢ osocza, komdrek i pelnej krwi
wymagata dodania odpowiednio: 1,0; 0,54 i 0,80 objetosci kwasu octowego. Woda dodawana byta do
probek do odpowiedniego rozcienczenia np. 1 do 5 lub 1do 50- cato$¢ probki doktadnie wymieszano.

Wytracanie bialek (wg Hunter G., 1956) [14].

W przypadku, gdy objetosé roztworu jest mniejsza niz 10 ml wygodnie jest wykonywac
doswiadczenie w probowce wiréwkowej. Badang probke zanurzano na 3-5 minut w gotujacej sie
wodzie, a nastepnie ochtadzano. Ochlodzona préobke poddawano wirowaniu, a otrzymany po
wirowaniu supernatant przenoszono do czystejj probowki. W przypadku wiekszych objetosci probki
badanej, czas ogrzewania musi by¢ proporcjonalnie wydtuzony (ogrzewanie w 100°C przez 2-4 minut)
[14].

Sakuma R. i wsp.(1987) w swojej pracy opisali kilka metod odbiatczania probek , ktore opieraly sie
na wykorzystaniu m.in. wolframianu sodu, kwasu trichlorooctowego czy kwasu nadchlorowego [15].

Przygotowanie probek do badan (wg Sakuma R. i wsp., 1987)

Prébki krwi zylnej pobrano do szklanych probowek nie zawierajacych antykoagulantu. Nastepnie,
probki pozostawiono w celu odstania na 60 minut w temperaturze pokojowej,a po uptywie tego czasu
odwirowano je (2000 xg przez 10 minut).

Nastepnie, przygotowano standard kwasu moczowego (300pumol/L) przez rozpuszczenie w wodzie
destylowanej stocku kwasu moczowego (3 mmol/L w 8,12 mmol/L roztworze weglanu litu).
Przygotowany w ten sposob standard przechowywano w temperaturze -20°C [15]. Bez wzgledu na
to jaka metoda przeprowadzano odbialcznie (deproteinizacje) probek surowicy, standard zawsze
przygotowywany byt w ten sposob [15].

Metoda z wodorotlenkiem cynku (wg Sakuma R. i wsp., 1987)

Do mieszaniny 0,1 ml préobki surowicy oraz 0,5 ml (20g/L) siarczanu cynku dodano 0,5 ml 0,12mol/L
roztworu hydratu baru zgodnie z procedura opisana przez Somogyi M. (1945). Tak przygotowana
préobke mieszano przez vorteksowanie przez 10 s, a nastepnie odwirowano (2000 x g, 5 minut).
Otrzymany supernatant rozpuszczono w dwdéch objetosciach buforu fosforanu sodu (40 mmol/L,
pH=2.2) [15].

Metoda z wolframianem sodu (wg Sakuma R. i wsp., 1987)

0,1 ml probki surowicy dodano do 1 ml roztworu wolframianu sodu (10g/L) oraz 67 mmol/L kwasu
siarkowego (zgodnie z procedura opisana przez Haden RL. (1923). Prébke vorteksowano przez 10 s,
a nastepnie odstawiono na 5 minut, po czym mieszanine zwirowano (2000 x g, 5 minut). Otrzymany



supernatant rozpuszczono dwukrotnie przy uzyciu buforu fosforanu sodu [15].

W metodzie z trichlorooctanem (50g/L kwasu trichlorooctowego) oraz w metodzie z nadchloranem
( 0,4 mol/L roztworu nadchloranu), zastosowano identyczna procedure jak z uzyciem wolframianu
sodu, z tym wyjatkiem, ze otrzymany po wirowaniu supernatant rozpuszczono odpowiednio 0,2 mol/L
lub 0,25 mol/L wodorofosforanu sodu [15].

Odbialczanie metoda z acetonitrylem: 0,2 ml surowicy zmieszano z réna objetoscia acetonitrylu,
a nastepnie probke zwirowano przy 2000 x g przez 5 minut. Nastepnie, 0,1 ml supernatantu
otrzymanego po wirowaniu rozpuszczono z 0,1 ml fosforanu sodu [15].

Do okreslenia stezenia biatka otrzymanego powyzszymi metodami zastosowano metode Lowrye’go.
Przeprowadzone doswiadczenia wykazaly, ze wykorzystane metody pozwalaja na odbialczanie
probek z duza wydajnoscig- usuwanie od 98% do 100% bialek z badanych prébek. Metody
odbialczania z acetonitrylem oraz nadchloranem sa mniej wydajne w poréwnaniu do pozostalych,
opisanych w pracy (wg Sakuma R. i wsp., 1987) [15].

Wybrane metody odbialczania krwi
1) Odbialczanie z wykorzystaniem kwasu trichlorooctowego

Kwas trichlorooctowy straca tylko biatka, w przypadku, gdy jego koncowe stezenie nie jest mniejsze
od 3%. Otrzymany po stragcaniu przesacz posiada wtasciwosci silnie kwasowe.

Wykonanie:

Do 2 ml surowicy (lub krwi) nalezy doda¢ 8 ml 10% roztworu kwasu trichlorooctowego (CCl,COOH).
Cala probke bardzo dokladnie wymieszac¢ , a nastepnie odwirowac przez 10 minut badz poddac
przesaczeniu.

2) Odbialczanie z wykorzystaniem koagulacji na goraco

Do 2 ml surowicy doda¢ 2 ml wody oraz 2 ml 3% roztworu kwasu octowego. Tak przygotowana
probke inkubowac¢ przez 5 minut we wrzacej tazni wodnej, zas po uplywie czasu inkubacji nalezy ja
odwirowac.

W latach 1920 oraz 1925, wprowadzono pierwsza klasyfikacje lipidéw (Bloor), kiedy to opisano lipidy
jako duza klase zwiazkéw biologicznych obejmujacych kwasy ttuszczowe oraz ich naturalne
pochodne. Wykorzystywany do odbialczania odczynnik Bloora stanowi mieszanine etanolu i eteru
w stosunku 3:1. Odczynnik ten wykorzystywany jest w oznaczaniu w surowicy krwi ttuszczéw, ktore
to ekstrahowane sg za pomoca eteru i etanolu [1], [2].

3) Odbialczanie mieszanina Bloora
Wykonanie:

Do kalibrowanej probdwki o objetosci 10 ml nalezy doda¢ 9 ml mieszaniny Bloora oraz 1 ml surowicy.
Zawartos$¢ probowki dokladnie wytrzasnac, a dalej wstawic ja do tazni wodnej o temperaturze 60°C-
70°C. Probowke poddac kilkunasto minutowej inkubacji. Po inkubacji, probke uzupetni¢ do objetosci
10 ml za pomoca mieszaniny Bloora, calos¢ doktadnie wymieszac¢, po czym probke odwirowac lub
przesaczyc¢ [1].



Ekstrakcja lipidow z erytrocytow (Rodriguez-Vico F. i wsp., 1991)

Ponizsza metoda ekstrakcji lipidow z erytrocytéw umozliwia rownoczesne oznaczanie biatek
w pozostatosci poekstrakcyjnej. Jako material badany nalezy uzy¢ zawiesiny krwinek czerwonych ,
przemytych za pomoca buforu PBS [3].

Wykonanie:

a)250 ul upakowanych krwinek nalezy umiesci¢ w duzej probdwce lub zlewce, ciagle mieszac przy
wytrzasaniu z 25 ml mieszaniny heksanu z izopropanolem (zmieszanych w stosunku 3:2).

b)Prébke odwirowac¢ przez 15 minut przy 4000 x g

¢)Otrzymany po wirowaniu sypernatant przenies¢ iloSciowo za pomoca pipetki pasterowskiej do
suchej kolbki do wyparki prézniowe;j

d)Nastepnie, nalezy odparowac rozpuszczalnik w wyparce przy maksymalnej temperaturze do 40°C

e)Otrzymana sucha pozostatos¢ lipidowa rozpusci¢ w 200 ml mieszaniny chloroform:metanol (w
stosunku 2:1), otrzymana w ten sposob probke przechowywac¢ w temperaturze -70°C [2],[3].

Do zwiazkéw azotowych krwi, oprocz biatek, naleza takze niebiatkowe zwiazki azotowe, zwane reszta
azotowa lub azotem pozabiatkowym. Wszystkie te zwigzki transportowane sa przez krew, gdzie
nastepnie jako tzw. zwigzki niskodrobinowe przechodza do moczu. W ten sposob sa one nastepnie
wydalane z ustroju. Do gléwnych niebiatkowych zwiazkéw azotowych (usuwanych z ustroju) naleza
mocznik i kwas moczowy.

Mocznik jest koncowym produktem przemiany azotu biatlkowego w ustroju czlowieka. Zwigzek ten
wytwarzany jest w watrobie w procesie tzw. ureogenezy- powstaje z NH, i CO,. W warunkach
fizjologicznych stezenie mocznika we krwi plasuje sie w granicy od 21 do 53 mg/dl. Caty proces
biosyntezy mocznika w organizmie nazywany jest cyklem mocznikowym [4].

H,N NH,

~_

O

Zdjecie: mocznik-wzér,
http://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/poland/chemicals/mocznik, MDA CHEM-108486,
[8].

Kreatyna (kwas N-metyloguanidynooctowy)jest zwiazkiem powstajacym w watrobie, w wyniku


http://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/poland/chemicals/mocznik,MDA_CHEM-108486

transamidynacji glicyny. Caly proces zachodzi przy udziale argininy. Kreatynina transportowana jest
do miesni, gdzie laczy sie z reszta fosforanowa ATP- przechodzi w fosfokreatyne (okreslana réwniez
mianem fosfagenu). Prawidtowa wartos¢ kreatyniny w osoczu wynosi od 0,7 do 1,5 mg/dl. Kreatyna
przeksztatlcona w bezwodnik kreatyny (tzw. kreatynine) wydalana jest z organizmu wraz z moczem
[4]. Wolna kreatynina i fosfokreatynina w miesniach jest nieenzymatycznie przeksztatcana do
kretyniny, ktora dyfunduje do krwi i nastepnie jest wydalana przez nerki [17]. Poniewaz nerki
odpowiedzialne sa za usuwanie kreatyniny z krwi, pomiar stezenia kreatyniny w surowicy jest
przydatnym wskaznikiem funkcji nerek. Cho¢ poziom kreatyniny rézni sie w zaleznosci od stopnia
uszkodzenia, badania wykazaly, ze u pacjentéw cierpigcych na niewydolnos$¢ nerek zwykle zaczyna
sie on od 2mg/dl. Ponadto, nieprawidtowe kreatyniny moga wskazywac¢ na rozwdj cukrzycy czy
choréb ukladu krazenia [17].

Odczyn Weyla

Do 2 ml roztworu kreatyniny doda¢ 4-5 kropli nasyconego roztworu nitroprusydku sodu oraz 1 ml
10% roztworu wodorotlenku sodu (NaOH). W probéwce dochodzi do zmiany koloru roztworu
na czerwony. Po dodaniu roztworu kwasu octowego czerwony kolor znika. Oznaczanie kreatyniny
w surowicy krwi moze powodowac barwna reakcje przez reakcje wystepujacych w niej substancji
ketonowych, jednakze czerwone zabarwienie roztworu utrzymuje sie jeszcze po dodaniu kwasu
octowego [18].

Ilosciowe oznaczanie kreatyniny metoda Folina-Wu

Kreatynina powstaje w wyniku przemiany materii (gtownie miesni szkieletowych). Jej stezenie
oznacza sie zaréwno we krwi, jak i w moczu. Ze wzgledu na wydalanie przez nerki, oznaczanie
kreatyniny stuzy do oceny wielkosci przesaczania klebuszkowego (tzw. GFR), ktére jest jednym
z najwazniejszych wskaznikow czynnosci nerek [6].

Zasada metody oznaczania krestyniny z wykorzystaniem procedury Folina-Wu opiera sie na fakcie,
iz kreatynina wraz z kwasem pikrynowym tworzy kompleks o zabarwieniu
pomaranczowo-czerwonym. Powstajacy zwigzek oznaczany jest nastepnie z wykorzystaniem metody
kolorymetrycznej [4].

Autor: Lidia Koperwas
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