Ćwiczenie 15
T: Diagnostyka laboratoryjna zaburzeń gospodarki węglowodanowej
Zagadnienia teoretyczne: 
Metabolizm glukozy. Regulacja hormonalna gospodarki węglowodanowo-lipidowej. 
Ćwiczenie praktyczne: 
Oznaczanie stężenia glukozy – DTTG. Oznaczenie insuliny metodą ELISA. 

1. Oznaczanie stężenia glukozy w surowicy krwi metodą enzymatyczną
Zasada oznaczenia:
Metoda kolorymetryczna, enzymatyczna z oksydazą glukozy (GOD-PAP)
			      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.

Krzywa cukrowa
Oznaczenie stężenia glukozy w surowicy krwi pobranej na czczo oraz po 1 i po 2 godzinach od obciążenia glukozą (75 g glukozy).
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr 
· probówki Eppendorf
· pipety automatyczne o pojemności 1 cm3, 0,1 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana 
· wzorzec glukozy – 100 mg/dL
· odczynnik roboczy do oznaczania stężenia cholesterolu całkowitego (zestaw Liquick Cor-GLUCOSE)

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


	
	Próba
badana
	Próba wzorcowa
	Próba
zerowa

	Odczynnik roboczy
	1000 L
	1000 L
	1000 L

	Surowica badana
	10 L
	-
	-

	Wzorzec
	-
	10 L
	-

	Dokładnie wymieszać. Po 10 minutach odczytać absorbancję próby badanej (AB) i wzorcowej (AW) (=500 nm) wobec próby zerowej. 



UWAGA! Oznaczenie wykonujemy jednocześnie we wszystkich próbach badanych => surowicach otrzymanych z krwi pobranej na czczo, po 1 i 2 godzinach od obciążenia glukozą.
Obliczenia:
· obliczyć stężenie glukozy ze wzoru:
 
stężenie glukozy [mg/dL] =           	∙ stężenie wzorca
W

Na podstawie uzyskanych wyników wykreślić krzywą zależności stężenia glukozy od czasu pobrania i zakwalifikować ją do jednej z możliwych:
· prawidłowa krzywa cukrowa
· nieprawidłowa tolerancja glukozy
· upośledzone jelitowe wchłanianie glukozy
· nadmiernie szybkie wchłanianie glukozy z jelit
· hipoglikemia reaktywna
· nieprawidłowa glikemia na czczo

2. [bookmark: _GoBack]Oznaczanie albuminurii (zestaw Cormay Microalbumin 60)
Zasada oznaczenia:
Metoda immunoturbidymetryczna: albumina zawarta w próbce tworzy z przeciwciałami anty-albuminowymi zawartymi w odczynniku nierozpuszczalny kompleks.  reaguje ze swoistymi
przeciwciałami zawartymi w odczynniku. Powstałe zmętnienie, mierzone spektrofotometrycznie przy fali o długości 340 nm, jest proporcjonalne do stężenia albuminy w oznaczanej próbce.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr 
· probówki Eppendorf 
· pipety automatyczne o pojemności 0,1 cm3; 1 cm3
· minutnik
Materiał badany i odczynniki:
· mocz z dobowej zbiórki (DZM) 
· Reagent 1 (gotowy do użycia)
· Reagent 2 (gotowy do użycia)
· NaCl 0,9%

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

	
	
Próba badana

	Mocz
	70 L

	Reagent 1
	1000 L

	Zawartość probówek wymieszać i inkubować w 37oC 5 minut, następnie odczytać absorbancję A1 wobec powietrza ( = 340 nm)

	Reagent 2
	200 L

	Zawartość probówek wymieszać i inkubować w 37oC 10 minut, odczytać absorbancję A2 ( = 340 nm)



Obliczenia:
· obliczyć Abadana 
Abadana = A2 – A1

· odczytać zawartość albuminy w moczu z krzywej kalibracyjnej [mg/L]
· uwzględniając objętość DZM obliczyć dobowe wydalanie albuminy z moczem
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