Ćwiczenie 16. Diagnostyka laboratoryjna zaburzeń gospodarki węglowodanowej (2)
Zagadnienia teoretyczne: 
Metody oznaczania glukozy – enzymatyczne (heksokinazowa, oksydazowa, Trindera), sprzęgania z aminami aromatycznymi (o-toluidynowa), redukcyjne. Aspekty diagnostyczne oznaczania glukozy – ocena zaburzeń przemiany węglowodanowej. Krzywa cukrowa, glikacja białek (glikowana hemoglobina, fruktozamina), oznaczanie insuliny i peptydu C. Ciała ketonowe – metody detekcji. Metody oznaczania pirogronianu i mleczanu. Węglowodany w surowicy, moczu, innych płynach ustrojowych, wydzielinach i wydalinach ustrojowych. Galaktoza – test tolerancji galaktozy, oznaczanie galaktozy (metody redukcyjne i enzymatyczne). Metody oznaczania fruktozy – testy jakościowe i ilościowe (metody kolorymetryczne i enzymatyczne). Inulina – zastosowanie w diagnostyce, metody oznaczania. Oznaczanie laktozy – test jakościowy i ilościowy. Pentozy – test ksylozowy, oznaczanie metodami kolorymetrycznymi i chromatograficznymi (TLC, GC, LC).
Ćwiczenie praktyczne: 
Oznaczanie HbA1c. Oznaczanie fruktozaminy. 

1. Oznaczanie HbA1c (zestaw QCA)
Glukoza u osób zdrowych krąży we krwi, a krwinki czerwone są dla tego cukru wysoce przepuszczalne, dlatego też stężenie glukozy w krwinkach czerwonych i w osoczu jest w przybliżeniu takie samo. Ilość glukozy w czerwonych krwinkach wzrasta proporcjonalnie do wzrostu poziomu glukozy w osoczu i może reagować z cząsteczkami hemoglobiny, tworząc glikohemoglobinę (hemoglobinę glikowaną). Reakcja ta zależy całkowicie od stężenia glukozy w czerwonych krwinkach i składa się z dwóch etapów: szybkiego i odwracalnego, w którym powstają aldiminy, oraz powolnego i stosunkowo nieodwracalnego etapu, w którym tworzy się stabilna glikohemoglobina (ketoamina), która będzie działać przez cały okres użytkowania czerwonych krwinek (około 120 dni). 
Zasada oznaczenia:
W tej metodzie pierwszym krokiem jest hemoliza pełnej krwi za pomocą odczynnika lizującego. Następnym krokiem jest zmieszanie zlizowanej krwi z żywicą. Przy określonej wartości pH frakcja HbAO (hemoglobina nieglikowana) hemoglobiny jest zatrzymywana przez żywicę jonowymienną, podczas gdy frakcja HbA1c (hemoglobina glikowana) pozostaje wolna w supernatancie. Szybkie oddzielenie faz żywicy od supernatantu poprzez odwirowanie umożliwia szybką ocenę względnej proporcji frakcji HbA1 w w stosunku do całkowitej hemoglobiny mierzonej oddzielnie. Wyniki oblicza się poprzez porównanie ich ze standardem o znanym stężeniu.

Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr, probówki Eppendorf, pipety automatyczne, mieszadło
Materiał badany i odczynniki:
· krew pełna pobrana na K2EDTA
· wzorzec hemoglobiny glikowanej
· odczynnik z buforowaną żywicą
· odczynnik lizujący 

Wykonanie:
1. Przygotowanie hemolizatu
· opisać probówki – wzorzec/próbka badana i odmierzyć do każdej 0,5 ml odczynnika lizującego 
· dodać 0,1 ml dobrze wymieszanej próbki krwi/wzorca do odpowiednich probówek, wymieszać
· pozostawić na 5 min, w temperaturze pokojowej

2. Izolowanie hemoglobiny glikowanej (HbA1)
· dokładnie wymieszać zawiesinę z żywicą, aby zagwarantować całkowitą jednorodność i odmierzyć 3 ml do probówki (bardzo ważny etap) 
· dodać 0,1 ml hemolizatu przygotowanego na wcześniejszym etapie (z punktu 1) do zawiesiny żywicy. 
· mieszać zawiesinę żywicy z hemolizatem bez przerwy przez 5 minut na mieszadle, aby uniknąć jej sedymentacji.
· następnie taką próbką należy odwirować (2000 rpm, 10 minut) i przenieść otrzymany supernatant do nowej probówki, zwracając szczególną uwagę, aby nie zassać peletki żywicy.
· odczytać absorbancję próby badanej/wzorcowej (415 nm) wobec wody dejonizowanej jako próby ślepej
Te odczyty dotyczą hemoglobiny glikowanej


3. Frakcja hemoglobiny całkowitej
· odmierzyć 5,0 ml wody dejonizowanej do probówek (wzorcowej/badanej)
· dodać 20 L hemolizatu (z pierwszego etapu) do odpowiednich probówek
· odczytać absorbancję próby badanej, wzorcowej i kontrolnej (= 415 nm) wobec wody dejonizowanej jako próby ślepej

Te odczyty dotyczą hemoglobiny całkowitej

Obliczenia:
		A Hb glik. (badanej)
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RW = 
		A Hb całk. (wzorca)

				  RB
% Hb glik. (Pr. badanej) =                  x CW
				  RW

3. Oznaczanie fruktozaminy  (zestaw Wiener Lab)
Zasada oznaczenia:
Metoda oparta jest na zdolności grupy ketoaminowej glikowanych białek do redukcji chlorku tetrazolium (Nitroblue tetrazolium chloride - NBT) do formazanu w środowisku zasadowym. Następnie dokonuje się pomiaru formazanu fotokolorymetrycznie przy długości fali 530 nm. Wskaźnik powstawania formazanu jest proporcjonalny do stężenia fruktozaminy w materiale badanym.

Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr, probówki Eppendorf, pipety automatyczne, mieszadło
Materiał badany i odczynniki:
· krew pełna pobrana na K2EDTA lub surowicę
· odczynnik A z NBT – chronić przed światłem!
· wzorzec fruktozaminy (404 µmol/L) - rozpuścić w 1 ml wody destylowanej  60 minut przed oznaczeniami!

Wykonanie:
	
	Próba badana (B)
	Próba wzorcowa (W)

	Odczynnik A
	1000 L
	1000 L

	Próba badana
	50 L
	-

	Wzorzec
	-
	50 L

	Dokładnie wymieszać. Umieścić w temperaturze 37 stopni Celsjusza. Po 10 minutach (B1,W1) i po 15 minutach (B2, W2) odczytać absorbancję próby badanej i wzorcowej (=530 nm) wobec wody destylowanej.  



Obliczenia:
Różnica pomiędzy powyższymi odczytami absorbancji jest proporcjonalna do stężenia fruktozaminy. Stąd następujące obliczenia:

Fruktozamina (µmol/L) = (B2-B1) x f

	     stężenie wzorca w µmol/L
f = 
		W2 – W1

Wartości referencyjne: 205-285 µmol/L
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