Ćwiczenie 8
T: Próby czynnościowe nerek
Zagadnienia teoretyczne: 
Badania oceniające wielkość przesączania kłębuszkowego (GFR) – klirens kreatyniny, klirens inuliny. Metody oznaczania kreatyniny. Wyliczane wskaźniki filtracji kłębuszkowej. Badania oceniające funkcje cewek nerkowych – ocena czynności wydzielniczej i reabsorbcyjnej cewek nerkowych (transport maksymalny PAH i glukozy, 2-mikroglobulina, wydalanie frakcyjne). Albuminuria. Diagnostyka ostrej i przewlekłej niewydolności nerek.
Ćwiczenie praktyczne: 
Oznaczenie klirensu kreatyniny. Oznaczenie transportu cewkowego glukozy. Oznaczenie albuminurii.
A. Oznaczanie  klirensu kreatyniny
Zasada oznaczenia:
Metoda oparta na różnicy wartości pomiarów w dwóch punktach czasowych. Modyfikacja metody Jaffe’go bez odbiałczania. W wyniku reakcji kreatyniny z kwasem pikrynowym w środowisku alkalicznym powstaje pochodna 2,4,6-trinitro-cykloheksadienu o zabarwieniu żółto-czerwonym. Intensywność zabarwienia mierzona przy 500 nm jest proporcjonalna do stężenia kreatyniny. 
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr SPECOL 11
· probówki Eppendorf 
· pipety automatyczne o pojemności 0,1 cm3; 1 cm3
· minutnik
Materiał badany i odczynniki:
· surowica 
· mocz z dobowej zbiórki (DZM) – 50-krotnie rozcieńczony wodą destylowaną (20 µl moczu + 980 µl wody destylowanej)
· wzorzec kreatyniny (2 mg/dL)
· odczynnik roboczy przygotowany z odczynników R1 i R2 z zestawu odczynnikowego Kreatynina (BioMaxima) zmieszanych w stosunku 4 + 1
Wykonanie:
UWAGA! Oznaczenia kreatyniny w próbkach (surowica, mocz, wzorzec) są wykonywane pojedynczo. Materiał badany nalewamy do probówki bezpośrednio przed pomiarem absorbancji!
· opisać 3 probówki (surowica, mocz, wzorzec)
· odmierzyć do każdej z nich po 1 mL odczynnika roboczego
· odmierzyć 100 L surowicy do odczynnika roboczego i rozpocząć pomiar czasu (30 s) – w tym czasie wymieszać zawartość probówki, wlać jej zawartość do kuwetki i wstawić do gniazda pomiarowego w spektrofotometrze (=500 nm)
· dokładnie po 30 s odczytać absorbancję A1 (wobec powietrza = pustej kuwetki)
· odczyt powtórzyć po dokładnie 90 s (A2)
· wykonać pomiar dla rozcieńczonego moczu i wzorca
Obliczenia:
· obliczyć stężenie kreatyniny w surowicy  (Pkr) i moczu (Ukr):

Apróby badanej (surowicy/moczu)
    Pkr/Ukr   =  					. C wzorca [mg/dL]
				           Awzorca

A = A2 – A1
· obliczyć klirens kreatyniny (CLkr):

   Ukr ∙ V
				CLkr = 			[ml/min]
					        Pkr

Ukr – stężenie kreatyniny w moczu [mg/dL]
Pkr – stężenie kreatyniny w surowicy [mg/dL]
V – objętość minutowa moczu [mL/min] = DZM/1440 min

B. Oznaczanie transportu cewkowego glukozy
Zasada oznaczenia:
Metoda kolorymetryczna, enzymatyczna z oksydazą glukozy 
			      oksydaza glukozy
glukoza + H2O + O2		         glukonian + H2O2

			 
    peroksydaza
2H2O2 + 4-aminoantypiryna + fenol		4-(p-benzochinonomonoimino)-fenazon + 4H2O
						     (czerwone zabarwienie)

Intensywność zabarwienia jest wprost proporcjonalna do stężenia glukozy.

Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr
· probówki Eppendorf 
· pipety automatyczne o pojemności 0,1 cm3; 1 cm3
· minutnik
Materiał badany i odczynniki:
· surowica 
· mocz z dobowej zbiórki (DZM) 
· wzorzec glukozy (100 mg/dL)
· odczynnik roboczy BioMaxima

Wykonanie:
· opisać probówki, odmierzyć dokładnie odpowiednie objętości roztworów – jak podano w poniższej tabeli:
	
	Próba badana
- surowica
	Próba badana 
- mocz
	Próba
wzorcowa
	Próba
zerowa

	Surowica badana
	10 L
	-
	-
	-

	Mocz
	-
	10 L
	-
	-

	Wzorzec glukozy
	-
	-
	10 L
	-

	Odczynnik roboczy
	1000 L
	1000 L
	1000 L
	1000 L

	Zawartość probówek wymieszać i inkubować 10 minut w temperaturze pokojowej

	Zmierzyć absorbancję prób badanych i próby wzorcowej wobec próby zerowej ( = 500 nm) za pomocą spektrofotometru (według instrukcji)



Obliczenia:

· obliczyć stężenie glukozy w surowicy i moczu



			      Apróby badanej
	          PG  / UG= 		    ∙ Cwzorca [mg/dL]
			      Awzorca

PG / UG – stężenie glukozy w surowicy / moczu [mg/dL]
Cwzorca – stężenie wzorca (100 mg/dL)
Apróby badanej  - absorbancja próby badanej (surowicy/moczu)
Awzorca – absorbancja wzorca

· obliczyć wartość transportu maksymalnego glukozy (TmG)

TmG = PG ∙ CLkr  - UG ∙ V

PG – stężenie glukozy w surowicy [mg/mL]
UG – stężenie glukozy w moczu [mg/mL]
CLkr – klirens kreatyniny [mL/min]
V – objętość minutowa moczu [mL/min] = DZM/1440 min
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