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T: Gospodarka żelazem
Zagadnienia teoretyczne: 
Metabolizm żelaza. Parametry służące do wykrywania niedoboru i nadmiaru żelaza w organizmie. Metody oznaczania żelaza (spektrometria atomowo-absorpcyjna, metody izotopowe, metody chemiczne). Metody oznaczania TIBC, transferyny, ferrytyny. Zaburzenia syntezy hemu; diagnostyka porfirii. Katabolizm hemu i powstawanie barwników żółciowych. Ocena narażenia na ołów. 

Ćwiczenie praktyczne: 
Oznaczanie stężenia żelaza. Oznaczanie całkowitej zdolności wiązania żelaza (TIBC). Oznaczanie kwasu -aminolewulinowego w moczu. Oznaczanie urobilinogenu w moczu

A. Oznaczanie  stężenia żelaza w surowicy krwi
Zasada oznaczenia:
Metoda kolorymetryczna z chromazurolem B: jony żelaza Fe+3 związane z transferryną są uwalniane w środowisku kwaśnym, a następnie redukowane do jonów żelaza Fe+2 przez kwas askorbinowy. Jony żelaza Fe+2 reagują z chromazurolem B tworząc czerwonofioletowy związek. Absorbancja mierzona przy 630 nm jest proporcjonalna do stężenia żelaza. 

Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr
· probówki Eppendorf 
· pipety automatyczne o pojemności 0,1 cm3; 1 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica 
· wzorzec żelaza (200 g/dL)
· odczynnik gotowy do użycia z zestawu odczynnikowego Iron CAB (BioMaxima) 

Wykonanie:
· opisać probówki, odmierzyć dokładnie odpowiednie objętości roztworów – jak podano w poniższej tabeli:

	
	Próba 
badana
	Próba
wzorcowa
	Próba
zerowa

	Odczynnik żelazo
	1000 L
	1000 L
	1000 L

	Standard
	-
	50 L
	-

	Surowica
	50 L
	-
	-

	H2O
	-
	-
	50 L

	Zawartość probówek wymieszać i inkubować 5 minut w temperaturze 37 stopni; odczytać absorbancję próby wzorcowej (Aw) i próby badanej (Ab) wobec próby zerowej (630 nm). 



Obliczenia:
· obliczyć stężenie żelaza w surowicy (Cżelaza):
        Ab
				Cżelaza  = 	      ∙ Cwzorca [g/dL]
					        Aw


B. Oznaczanie całkowitej zdolności wiązania żelaza (TIBC)
Zasada oznaczenia:
Transferyna w warunkach prawidłowych wiąże jony żelaza Fe+3 do około 1/3 swojej pojemności. W celu całkowitego wysycenia transferryny do surowicy dodaje się nadmiar jonów Fe+3. Jony niezwiązane wytrąca się węglanem magnezu. Po oznaczeniu stężenia żelaza w powstałym po odwirowaniu supernatancie uzyskuje się całkowitą zdolność wiązania żelaza (TIBC).

Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr 
· probówki Eppendorf 
· probówki wirówkowe (poj. 7 mL)
· pipety automatyczne o pojemności 0,1 cm3; 1 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica 
· R1 (zawierający FeCl3) z zestawu odczynnikowego TIBC (BioMaxima) 
· R2 (zasadowy węglan magnezu) z zestawu odczynnikowego TIBC (BioMaxima)
Wykonanie:
· do probówki wirówkowej odmierzyć dokładnie 250 L surowicy oraz 0,5 mL odczynnika R1
· dokładnie wymieszać i pozostawić na 30 minut w temperaturze pokojowej 
· dodać naważkę odczynnika R2
· wymieszać i pozostawić na 30 minut w temperaturze pokojowej, wstrząsając co 5-10 minut
· odwirować (10 minut; 3000 obr/min)
· oddzielić supernatant od osadu (przenieść do probówki Eppendorf)
· oznaczyć stężenie żelaza w supernatancie – według instrukcji powyżej

Obliczenia:

· oznaczone stężenie żelaza pomnożyć przez współczynnik rozcieńczenia równy 3 – uzyskany wynik określa całkowitą zdolność wiązania żelaza (TIBC)
· aby uzyskać utajoną zdolność wiązania żelaza (UIBC) od oznaczonej całkowitej zdolności żelaza należy odjąć stężenie żelaza w badanej surowicy

C. Oznaczanie kwasu -aminolewulinowego (ALA) w moczu 
Zasada oznaczenia:
Kwas -aminolewulinowy tworzy przy ogrzewaniu z acetyloacetonem związek pirolowy (porfobilinogen), dający z odczynnikiem Ehrlicha (p-dimetyloaminobenzaldehyd) związek barwny (czerwony), który po ekstrakcji chloroformem oznacza się spektrofotometrycznie. Substancje przeszkadzające (m.in. urobilinogen) są usuwane ze słabo zakwaszonego moczu przez ekstrakcję n-butanolem.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr SPECOL 11
· łaźnia wodna
· rozdzielacze
· probówki szklane (poj. 11 mL)
· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3
· pipety szklane o pojemności 10 cm3, 25 cm3

Materiał badany i odczynniki:
· mocz z dobowej zbiórki moczu (DZM)
· n-butanol
· chloroform
· 20% roztwór kwasu octowego
· 1 M bufor fosforanowy (pH 6,8)
· roztwór acetyloacetonu w buforze fosforanowym (1:20; v/v)
· odczynnik Ehrlicha (2% roztwór p-dimetyloaminobenzaldehydu w 20% HCl)
· 0,1 M bufor octanowy (pH 4,6)

Wykonanie:
· 2 mL moczu umieścić w rozdzielaczu i dodać 2 mL roztworu kwasu octowego i 8 mL n-butanolu
· wstrząsać ok. 5 minut i pozostawić do rozdzielenia się warstw
· ok. 1500 µl warstwy wodnej zlać z rozdzielacza do probówki Eppendorf 
· do 2 probówek z korkiem odmierzyć pipetą po 0,5 mL fazy wodnej
· do jednej z nich dodać 1,5 mL acetyloacetonu w buforze fosforanowym (próba badana), a do drugiej 1,5 mL buforu fosforanowego (próba odniesienia)
· probówki ogrzewać  we wrzącej łaźni wodnej przez 10 minut
· po oziębieniu dodać po 2 mL odczynnika Ehrlicha, inkubować w ciągu 10 minut w łaźni, oziębić a następnie dodać 4 mL chloroformu
· wstrząsać energicznie w ciągu 3 minut i odstawić do rozdzielania się warstw
· po upływie 10 minut odmierzyć pipetą 1200 µl warstwy chloroformowej do suchej probówki typu Eppendorf  
· zmierzyć absorbancję próby badanej i odniesienia przy 556 nm wobec wody destylowanej

Obliczenia:
· obliczyć różnicę:
A = Abadana – Apróby odniesienia
· odczytać stężenie kwasu -aminolewulinowego (ALA) w próbce moczu z krzywej kalibracyjnej (Cbadana) [mg/L]
· obliczyć zawartość kwasu -aminolewulinowego (ALA) w dobowej zbiórce moczu:
  Cbadana ∙ VDZM
CALA = 		      [mg/24 h]
	          Vbadana

CALA – zawartość ALA w dobowej zbiórce moczu [mg/mL]
Cbadana – stężenie ALA w próbce moczu
VDZM – objętość dobowej zbiórki moczu (2375 mL)
Vbadana – objętość próbki pobranej do oznaczenia (2 mL)

D. Oznaczanie urobilinogenu w moczu (próba jakościowa)
Zasada oznaczenia:
Urobilinogen tworzy przy ogrzewaniu z odczynnikiem Ehrlicha (p-dimetyloaminobenzaldehyd) związek barwny. Reakcja jest nieswoista, prawidłowe stężenie urobilinogenu w moczu nie daje zmiany barwy, a zwiększone – zabarwienie wiśniowo-czerwone. Prawidłowe stężenie urobilinogenu w moczu daje zmianę barwy na wiśniową po podgrzaniu do temperatury ok. 50°C.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr SPECOL 11
· łaźnia wodna
· probówki Eppendorf 
· probówki wirówkowe (poj. 7 mL)
· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· mocz
· odczynnik Ehrlicha 
Wykonanie:
· do probówki odmierzyć 3 mL moczu i dodać 0,25 mL odczynnika Ehrlicha
· dokładnie wymieszać i obserwować zabarwienie 
· jeżeli zabarwienie nie wystąpiło umieścić probówkę w łaźni wodnej na ok. 3 minuty
· obserwować zabarwienie
 
 
3

