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(57} Anotace:

Zptisobem je stanoveni analyti ve vzorku,
ktery obsahuje volny hemoglobin, optickym

" bichromatickym méfenim pfi hlavni vinové
délce a vedlejsi vinové délce, pfi¢emZ se pouii-
va pro méfeni vedlejsi vlnova délka nad 475
nm, pfi které se nachazi absorp&ni pdsy he-
moglobinu. Analytem je amoniak, kreatinki-
néza a jeji iscenzymy ktatdehydrogendaza a jeji
izoenzymy a laktdtdehydrogendza a jeji izo-
enzymy.




Znisob odstrandni ru3ivéro vlivu hemoglobtinu pii
analyze 1‘ika¥skych vzorkl

Vvnélez se tykd zplsobu stanoveni analytd ve
vzorku, ktery obsahuje volny hemoglobin, »o*l kte-
r4m se stanoven{ provdd{ ontickym bichromatickym
m&*enim »¥i d4lce hlavni md¥end viny a vedle)3{
m&¥end viny. Tento znGsob se hod{ zejména pro sta-
noveni{ parametr amoniaku,kreatinkindzy a jej{ch
iscenzymd a laktédtdehydrogendzy a j2jich isoenzymd
v 13dka%sk4m vzorku, nap¥iklad ve vzorku s<éra nebo
vzorku plazmy.
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Vieobecn® Jje zndmo, Ze hemolyza ru3{ stano-
veni velkého po&tu analytd v &dste®né znatné mi-
¥e. Aby se p¥esto z{skaly nezkreslen? nam&¥ené
hodroty, publikovaly se v minulosti rizné zpusoby
nro odstrandni rudiv4ro vliivu hemolyzy.

Jeden z t&hto zolsobl spolivd v tom, Ze se
p»i m&*en{ v automatickych analytickych p¥istro-
jfch pou¥ivé vedle orvnf m&¥ené vlinové délky / hlav-
ni m&%end vlinové d4lky / &asto druhd m¥¥enéd vlnové
d3lka / m&¥end vedlejs{ vlnova délka /,pomoc{ nich?Z
se odstrani{ nebo p¥i nejm2ns$fim mi¥e minimalizovat
rudivy vliv interferujfcich létek, jako nap*iklad
hemoglobinu, bilirubinu a lipemie.

Po¥adavkem p*i tom Je,aby se mé¥end ldtka p¥i
vedlej%{ vlnové d4lce co nejméné absorbovala, na-
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proti tomu, aby se ru8ivd l4tka absorbovala pokud
moZ¥nd ve stejné vysce Jjako u hlavn{ vinové d4lky.
/Praxistechnik: Photometer flir die Artzliche Pra-
xis, Deutscher xrzteverlag 1977, strana 41 - 42/,

V DIA-Letter / Boehringer Mannheim/ &. 70 /1385/
je zminka, Ze by vedlej3{ vlinovéd délka méla leZet
co nejbli¥e hlavni vlinové délce, nebol zpravidla po-
tom mé rudfci{ ldtka p*i hlavnf a vedlej3{ vlinové 441-
ce podobné extinkce.

V Clin Chem 25/6, 951 - 9359 / 1973 / se pouka -
zuje na to, Ze se vedlej3{ vlnovd d4lka mé zvolit tak,
aby tato leZela blizko absorp&niho minima chromogenu
a bl{zko absornfnfho maxima rudief ldétky. V této sou-
vislosti se pro stanoven{ glukézy / hlavni{ vlinovéd dél-
ka 340 nm/ doporuduje vedlejs{ vlinovd d&lka 340 nm ,
nebof zde se absorbujf rudfc{ létky podobn¥ jako p¥i
340 nm,

Naproti tomu se v Bur J Clin Chem Clin Biochem
31/9, 535 - 601 /1933/ pohl{Z{ kriticky na to, aby se
UV-testy m&*ily s vedlej3{ vlnovou d4lkou 380 nm, ne-
bot v tomto p¥{nad® vede konverze Hb-0, v Meth-Hb ke
zm&ndm spektra p¥i 380 nm & tim k chybnym m&¥enim.
Pro testy, kter4 spodivaj{ na m&¥en{i NAD/P/H- dbytku
nebo p*{rdstku, se proto doporuluje vedlejs{ vlnovs
d4lke, kterd je v tak zvandm Soret-regionu, Jjako na-~
p¥fklad 475 nm,

V8echny d%{ve popsané zplisoby se tykaj{ odrude-
n{ chybnych m&¥enf{ zpisobenych hemolyzou.Spolu s vy~
robou nédhra¥ek krve na bdzi hemoglobinu vyvstdvd otdz-
ka odstran&n{ poruch zplsobenych nativnim nebo synte-
tickym hemoglobinem pop*i{padé& sloudeninami analogicky-




mi Hb je3t& daleko brisantn®ji ne¥ a? dosud. Takové
poruchy se potom objevujf toti? Jednak i v nehemo -
lytickyeh materidlech vzorkd a Jjednak je¥t® v daleko
vEtSL mife neZ p¥l nativn{ hemolyze, nebo¥ p*i tera-
pii ,p*{ ni% se pouZivajf ndhra¥ky krve, mi¥e obsah
Eb v krevnim s#ru nebo krevn{ plasm& byt aZ 2. 000
mg/dl.

Krom& toho bylo zjidt&no, Ze p¥*i mZten{ urditych
analytd, jako nap¥{klad amoniaku,kreatinkindzy a iso-
enzymd kreatinkindzy stejn& tak jako laktdtdehydroge-
ndzy a jejlich isocenzymd se nedosahuje pouZitim vedlej-
1 vlnové délky 475 nebo vys3f{, nap*fklad kolem 480,
505, 600, 660 nebo 700 nm , beze v3eho dostatedné odrule-
n{ hemoglobinu. Vzhladem k tomu, ¥e tyto parametry ma-
J1 v rémci diagnostiky srdce- krevntho ob&hu a diagno-
stiky nouzovych p*{padd stejné& tak jsko diagnostiky
pacientd l4&enych nahré®kami krve podstatny vyznam, by-
lo dkolem p¥edloZendho vyndlezu ddt k dispozici jed-
noduchy zplsob odstran&nf poruch, kters jsou vyvold-
ny nativnim hemoglobinem nebo nghré¥kami.krve,zalofe -
nymi na sSynteticksm hemoglobinu nebo slou¢enindch,ana~
logickych hemoglobinu, zejména p¥*i m&¥eni vy3e uvede-
nych analytd.

Uloha ,které je zdkladem vyndlezu bylas vytreSena
zpisobem stanoven{ analytuve vzorku,obsshujfcfm volny
hemoglobin, pomoc{ optického bichromatického m&¥ent
o*1 hlavni vlnové délce a vedlej${ vlnové délce, p¥i
kterém se pouZije vedlej3{ vlnovd délka nad 475 nm,
ve které se nachdzejf absorpin{ pésy hemoglobinu,

V¥hodné vedlej3f vlinové délky oro zpisob podle




vyndlezu Jsou v rozmez{ 546 + 10 nm, zejména 546 + 5 nm,
JjakoZ i v rozmez{ 570 + 10 nm a nejvyhodn&ji 570 + 5 nm,
Nejvyhodnéjs{ Jsou vlinové ddlky 546 pop¥inad& 570 nm.

Volba vinovych d4lek podle vynélezu Jjako vedlej3fch
vlinovych délek byla p*ekvanujfecf,nebot p*i vlnové délce
405 nm, zndm4 ze stavu techniky /nap¥. Ger#teinstellun-
gen fUr das Boehringer Mannheim/Hitachi 717- analyticky
p*{stroj podle dooorufenf{ v¥*ibaloviro letdku pro ¥inidlo
pro stanoven{ ¥Xreatinkindzy, &. obj. 1 273 248,Boehringer
Mannheim Diagnostica Katalog 1997/ , p*i které dochdzi
tak4 k absorpci hemoglobinu, dochdzelo prévé k nejvétsim
rudenim hemoglobinem. Ddle se ve vy%e Jjmenované publikaci
Bur.J,.Zlin.Chem.Clin. Biochem, poukazuje na to,%e by se
pro odrusen{ hemoglobinu m&la pou?fvat prévé vedlejsd{i vi-
novd d4lka, kterd je na druhé stran& Soret-regionu /hlav-
n{ absorpdn{ pds hemoglobinu /,takfe by kaZdopdédné bylo
nasnaddé zvolit Jako vedlej3{ vlnovou d2lku takové vlnové
délky, p®i kterych nedochdz{ vibec ke vzniku absorp&nich
pdsd hemoglebinu,

Methoda odrusen{ podle vynd&lezu se hod{ pro zpisoby,
p*i kterych se mé¥en{ analyth provddi ooticky, ze)jména no-
moef optickych m&%en{ p*i hlavn{ vlnov$ délce v UV-oblasti.
Zejména se s vyhodou provdd{i zplisob p*i testech, které
snod{vai{ na mé¥enf{ op*{rdstku nebo idbytku koncentrace NADH
nebo NADPH ve vzorku., V tomto p®ipadZ se s vyhodou pouff-
véd hlavn{ vlnovéd d4lka v rozmezi 340 + 10 nm.

Zplisob podle vyndlezu se hod{ pro stanoveni 1i -
bovolnych vzorkd, ve kterych je p*{tomny volny hemoglo-
bin. P%‘klady takovychto vzorkd jsou hemolytické vzor-
ky s3ra nebo plasmy, které obsahujfl nahraZku krve.

P*»{klady ndhraZek krve , které spadaj{ ve smyslu
p¥edlo?endho vyndlezu pod pojem " volny hemoglobin”,
jsou derivatizované, polymernf, modifikované nebo o¥{-
&né zesf{fované derivaty hemoglobint, zejména hu -




ménnfiho hemoglobinu nebo hov&zfho hemoglobinu, na -
p¥iklad DCL-hemoglobinu /Diasnirincrosslinkend-hemo-
globin/, stejn& tak Jako rekombinantné& vyrobeny hemo-
globin.

Ve vyhodném provedeni zpdsobu podle vyndlezu se
urduje obsah analytu,vybraného ze skupiny sestdvaji™
ci{ z smoniaku,kreatinkindzy a jejich isoenzymi a lak-
tatdehydrogendz a jejich isocenzymi.

Stanoven{ amoniaku pomoc! zpisobu podle vynédle-
zu se progdd{ s vyhodou enzymatickou UV-methodou
/Da Fonseca-Wollheim F,, Z. Klin. Chem. Klin. Bio -
chem., 11 / 1973/ 421 /.

Stanoven{ kreatinkindzy /CK/ se provdd{ s vyho-
dou podle " Optimierten Standsrd Methode " der Deut-
schen Gesellschaft flr klinische Chemie /J.Clin. Chem.
Clin, Biochem. 15 /1977/ ,249/., Stanovenf isocenzymu
CK-MB kreatinkindzy se provédd{ s vyhodou podle imunclo-
gické UV-methody /Wirzburg U. et al., Klin., Wschr.

54 /1376/, 357/,

Stanoven{ laktdtdehydrogendzy /LDH/ nebo iso-
enzymu lektdtdehydrogendzy /HBDH/ /l-hydroxybutyrdt-
dehydrogendzy / se s vyhodou provédd{ podle " Optimier-
ten Standard-Methode " der Deutschen Gesellschaft fur
Klinische Chemie /Z. Klin. Chem.Klin. Biochem. 8
/1370/, 658 a 10 /1972/, 182/.

Jako vzorek se p*i zplsobu podle vyndlezu pouZi-
vé s vyhodou vzorek séra nebo plasmy, zejména pak hu-
ménnfho séra nebo humdnni plasmy.

Obvzléstn{ vyhoda zplsobu podle vyndlezu spol{-
vd v tom, ¥e se mi¥e provdad&t v analytickych automa-




tickych za¥*fzenich, jako nap¥fklad na Boehrigerovd
Mannheim/Hitachi 704 nebo 717 enalytick#ém p®{stroji,

U takovychto analytickyeh p¥{stroj& se mohou bez dal-
§tho nastavit vyhodné vedlejsi vlnové délky 546 pop¥riw
padé 750 nm.
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Déle je vyndlez bli¥e vysvitlen nésledujfcimi p¥{-
klady.

Obecné methody

{dst zkuSebniho vzorku séra se doolni roztokem
obsahujf{c{m hemoglobin tak, aby se dosghl obsah hemo-
globinu 2,000 mg/dl, Jind, stejn& velkd &dst zkuleb-
niho vzorku séra se doplnila ekvivalentnim mno¥stvim
roztoku NaCl / 154 mmol/1l/., Ob¥ &4sti se smi{sily spo-
lu v rizném pom&ru tak, aby vznikla ¥%ada koncentracft
Eb, sestdvajfc{ z 11 vzorkid, p*idem? jeden vzorek ne-
obsahoval 24dny Hb a nejvy33{ vzorek obsshoval 2.000
mg/dl Hb.

P®fkled 1
Stanoveni amoniaku

Stanoven{ se prov4dd&lo na Boehringer Mannheim/Hi-
tachi 717 analytickém p¥{stroji. Byla pouZita nésle-
duj{cf &inidla:

¢inidlo 1 : 150 mmol&/1 pufru triethanolaminu,pH 8,6 ;
15 mmold/1 X-ketoglutardtu; 1,5 mmolu/l
JADP

¢inidlo 2 : 150 mmol&/1 pufru triethanolaminu; pH 8,6;
15 mmold/1 o -ketoglutardtu; 1,5 mmold/l
ADP ; 0,31 mmolu/1 NADPH; 2 24 U/ml glu-
tamdtdehydrogendzy /GLDH/




Provedenf testu bylo nésledujic{ : Ke 20 aul
vzorku se p¥idalo 200 ml &inidla 1 a po 5 minutéch
50 ml €inidla 2. Stanovenf analyttl se provédd&lo po
dalich 40 sek. Pro m&¥enf byla pou¥ita hlavn{ vl-
nové délka 340 nm a vedlej3fi vlinové délky 405 nm,
480 nm, 600 nm, 6€0 nm a 700 nm,/srovnén{ / , stejnd
tak jako 546 a 570 nm / vyndlez /.

Vysledek tohoto stanovenf je uveden v tabulce
1. Je vid&t, e p®i pou¥it{ vinovich d4lek 546 po-
p*{pad® 570 podle vyndlezu byla dosa¥ena len3{ né -
vratnost /recovery/ nef p*i Jjinyeh vlnovych d4lkéch
pouZ?itych pro md¥eni.

P¥iklad 2
Stanoven{ kreatinkingzy

Stanoveni se provéd&lo na Boehringer-Mannheim/
/Hitacki 717 analytickém p¥istroji. Byla pou¥ita nd-
sledujfc{ &inidla:

¢inidlo 1 : 110 mmold/l pufru imidazolu; pH 6,7 ;
20,5 mmold/1 glukdzy ; 2,05 mmold/1 EDTA;
2,5 mmold/1l ADP;6,1 mmold/l AMP;12 mumold/1
diadenosinpentafosfdtu;2,5 mmolld/1 NADP;
25 mmold/1 N-acetylecysteinu ; 2 3,1 U/ml
hexokindzy /HK/; 2 1,8 U/ml glukdzy-6-

~-fosfdtdehydrogendzy /G6P-DH/

¢inidlo 2 : 25 mmold/1 pufru imidazolu; pH 7,5 ; 20,5
mmolu/1 glukézy:, 2,05 mmoll/1 EDTA;61
mmold/1 Mg2+ ; 184 mmold/1 kreatinfosfé-

tu,

Proveden{ testu bylo ndsledujfcf{ : K 7 ul vzor-
ku se p*idalo 250 ul &inidla 1 a po 5 minutdch 50 ml
¢inidla 2+ Stanoven{ analytd se provéd&lo po dalsich




2 minutéch.fro m&vent byla pou¥ita hlavn{ vlnové
d€lka 340 nm a vedlejs{ vlinové d4lky 450 nm, 480 nm,
505 nm, 600 nm,660 nm a 700 nm / srovndn{ / stejné&
tak jako 546 nm a 570 nm / vyndlez /.

Vysledek tohoto stanovenf Je uveden v tabulce
2. Lze seznat, %e p*i pouZitf{ vlinovych d4lek p¥i
m&¥en{ podle vynédlezu a to 546 pop¥ipadd 570 nm se
dosdhla z¥eteln& zlepSend ndvratnost /recovery/ ne?
p¥i jinych vlnovyeh délkéch.

P#iklad 3
Stancven{ isocenzymu kreatinkindzy CK-MB

Stanoveni se provdd&lo na Boehringer-Mannheim/
Hitacki 717 analytick4m p¥*{stroji, Byla pou?ita né-
sledujici &inidla :

¢inidlo 1 : 110 mmold/1 pufru imidazolu ; pH 6,7;
21 mmold/lglukézy; 11 mmold/1 Mg2+ ;
2,1 mmold/1 EDTA; 2,4 mmold/1 ADP ;
6,0 mmold/1 AMP; 12 umol/l diadenosin-
pentafosfdtu; 2,4 mmolt/1 NADP; 24
mmold/1l N-acetyleysteinu ; = 3,0 U/ml
HK; 21,8 U/ml G6P-PH ; antit1fske,
inhibién{ kapacita vd&i CK-M a% 2000
U/1;

¢inidlo 2 : 110 mmold/1 pufru imidazolu ; pH 6,7 ;
21 mmold/1 glukdzy; 7,1 mmold/1 EDTA ;
11 mmold/1 Mg2+ ; 186 mmolt/1 kreatin-
fosfdtu,

Proveden! testu bylo ndsledujfef : K 12 ul vzor-
ku bylo p¥idéno 250 ul &inidla 1 a po 5 minutéch
50 jl €inidla 2. Stanoven{ analytt se provdd&lo po




dald{ch 3 minutéch. Pro m&¥eni{ bylm pouZita hlavni
vinovda d4lka 340 nm a vedlej3{ vlinové dslky 405 nm,
480 nm, 505 nm, 600 nm,660 nm a 700 nm / srovnéni/
stejnd tak jako 546 nm a 570 nm /vynslez /,

Vysledek tohoto stanoveni Jje uveden v tabulce
3. Lze seznat, %e p¥*i pou?itf{ vlinovych délek 546 nm
a 570 nm nodle vyndlezu se doséhlo z¥Feteln& zleode-
né ndvratnosti / recovery / ne? p¥i Jinych vlinovych
délkéch.

P¥iklad 4
Stanoveni laktédtdehydrogendzy

Stanoven{ se provdd&lo na Boehringer Mannheim/
/Hitachi 717 analytickém p¥istroji. Byla pou?ita nd-
sledujic{ &inidla:

ginidlo 1 : 68 mmold/1 fosfétového pufru; pH 7,5;
Z 0,73 mmold/1 pyruvétu

&inidlo 2 : & 1,1 mmolu/l NADH.

Proveden{ testu bylo ndsledujfcf : k % ml vzor-
ku se p¥idalo 250,ul €inidla 1 a vpo S minutdch 50 ul
¢inidla 2. Stanoven{ analytl se provddélo po dal3ich
€0 sek. Pro m&¥en{ byla pou?ita hlavn{ vlinovéd d&lka
340 nm a vedlejst vlinové délky 405 nm, 480 nm, 505
nm, 600 nm, 660 nm a 700 nm / srovnién{ / JjakoZ i
546 nm a 570 nm / vynédlez/.

V¥sledek tohoto stanoveni Jje uveden v tabulce
4, Lze zJjistit, #e p*i pouZit{ vlinovych délek 546 a
pop¥ipadé 570 nm pro m&¥eni podle vyndlezu dosdhlo
se z%eteln& zlep3ené ndvratnosti / recovery/ neZ u
jinych vlinovych délek.
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P¥#{klad 5
Stanoven{ LDH-iscenzymdl HBDH

Stanoveni se provdddlo na Boehringer Mannheirm/
/Hitachi 717 analytickém p¥{stroji. Byla pouZita
ndsledujici €inidla:

¢inidlo 1 : €8 mmoldy/1 fosfdtového pufru; pH 7,5;
3,7 mmold/1 -oxobutyrétu

2inidlo 2: 2 1,1 mmolu/l NADH

Provedent testu bylo ndsledujfci : X 5 pul vzor-
ku se p¥idalo 250 pul &inidla 1 a po 5 minutdch 50l
¢inidla 2. Stanoveni analytd se provéddé&€lo po daldfich
60 sekunddch. Pro mé&fen{ byla poufita hlavni{ vlinovéd
d4lka 340 nm a vedlej3f vinové d<4lky 405 nm, 480 nm,
505 nm, 600 nm, 660 nm a 700 nm / srovndnf{ / jako% i
546 nm a 570 nm / vyndlez/.

Vysledek tohoto m&¥en{ Jje uveden v tabulce 5.
Lze seznat, %e p¥i pou?it{ vlinovych délek 546 popHi=-
nadé p*i mé&¥en{ podle vyndlezu, doséhlo se z¥etel-
ng zlep8ené ndvratnosti / recovery/ neZ p¥i Jjinych
vinovych délkdch.
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PATENTOVE NLAROKY

1, Zolhsob odstran&n{ ruidivsho vlivu hemoglo-
binu p*i analyze 14ka¥skych vzorkd yobsahujfc{ech
volny hemoglobin optickym bichromatickym m&¥enim
p¥i hlavn{ vlnové d4lce = vedlejs{ vlnové délce ,
vVyznadujfeci se t1im, % se poufi-
Je pro m&fent{ vedlej%f{ vlnovd d4lka nad 475 nm, o™i
ni¥ se nachézejf{ absorpn{ pdsy hemoglobinu.

2. Zplsob podle ndroku 1, vy znadu J {-

cil se t{m, 3¢ se pouZije vedlejsf vlnovsd
délka v rozmez{ 546 + 10 nm.

3. Zpisob podle ndroku 1, vy znaéau J {-
¢l se tim, 3e se pouZije pro m&¥en{ ve -
dlej3{ vlnovd d4lka v rozmezf{ 570 + 10 nm,

4. Zpdsob podle jednoho z nérokd 1 a¥ 3, vy -
znatujfct se t{im, % se provddtf
test, ktery spodivd v m&¥en{ p*{rdstku nebo Ubytku
koncentrace NADH nebo NADPH.

2. Zolsob podle néroku 4 , vy zna & u J 1~
¢ci{ se t{im, 3e se pou¥ije hlavni vlnova
délka v rozmezf 340 + 10 nm,

6. Zplsob podle jednoho z nérokd 1 a® 5, v y-
znatujilfct se tim, %e se stanovi ob~
sah analytu,vybransho ze skupiny sestdvajici z amo-
niaku,kreatinkindzy ajejfch isoenzymd a lektdtdehy-
drogsndzy a jejfch isoenzymi.

7. Zpdsob podle néroku 6, vy zn a & u J i~




c{ setim, ¥e se provédi stanoven{ amonia-
ku.

8. Zpdsob podle ndroku 6, vy znad¢ujfict
se t1im, Ze se provéd{ stanoveni kreatinkiné-
zy a/nebo isoenzymu CK-MB kreatinkinszy.

3. Zptisob podle ndroku 6 , vy zna & u j fc i
se tim, %e se provddf{ stanoven{ laktdétdehydro-
gendzy a/nebo isoenzymu HBDH lektatdehydrogengzy.

10. Zphsob podle jednoho z nérokd 1 aZ 9 , vy -
znadujtltectl se ti{im, e se analyzuje vzo-
rek, ktery obsahuje nahréZku krve.

11, Zpdsob podle jednoho z ndrokd 1 a? 10 , v y=-
znadujiefl se tim, Ze se stanovent
provadi u vzorku krve nebo sira.

12, Zpdsob podle jednoho z ndroku 1 a%Z 11 , v y-
znatujlct se ti{im, Ze se stanoven{ pro-
vad{ v automatickém analytickém za¥{zeni.
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