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Загальні правила
1. Всі роботи в лабораторії проводити в робочий одежі – у халаті та капелюсі. При роботі з реактивами звертати увагу на напис на етикетці.

2. Не проводити реакцій результат яких невідомий.

3. Всі роботи з речовинами, що сильно пахнуть, і реакції з виділенням отрутних газів проводити у витяжній шафі.

4. Не слід вдихати гази, що виділяються, безпосередньо із пробірки або направляти їх в людей, які стоять поруч.

5. Після роботи поставити реактиви на місце, вимити посуд.

6. Наприкінці роботи обов'язково вимити руки.

7. Не приймати їжу на робочому місці й під час роботи.

8. При виникненні пожежі в лабораторії гасити її, прикривши полум'я ганчіркою або засипавши піском.

Робота з кислотами, лугами й іншими сильнодіючими реактивами.

1. Набирати зазначені реактиви піпеткою зі склянки тільки в тому випадку, якщо посудина наповнена не менше, ніж на половину.
2. При заборі реактиву занурювати піпетку до самого дна склянки, летучі кислоти не всмоктовувати ротом, а користуватися грушею.
3. Під час заповнення піпетки не відволікатися, дивитися тільки на піпетку.
4. Після відмірювання реактиву не класти використану піпетку на стіл, а спустити її в посудину для промивання.
5. Всі роботи з використанням кислот, лугів і інших сильнодіючих реактивів проводити надзвичайно уважно й обережно.
6. Відпрацьовані горючі рідини збирати в спеціальну тару, яка герметично закривається, і передавати для регенерації або знищення. Спуск їх у каналізацію заборонено.
7. Якщо реактив потрапить у рот або на шкіру, промити уражене місце водою, а потім нейтралізувати 3% розчином Na 2CO3 у випадку кислоти або 3% розчином оцтової кислоти у випадку лугу.
8. При влученні реактивів на стіл необхідно нейтралізувати кислоту содою, а луг - слабким розчином оцтової кислоти, а потім вимити стіл водою.
Робота з відкритим полум'ям

1. Пробірку нагрівати в похилому положенні, безупинно переміщаючи її в полум'ї пальника.
2. При закипанні рідини в пробірці винести її з полум'я.
3. При тривалому кип'ятінні користуватися спеціальними затисками для пробірок.
4. Не направляти отвір пробірки на себе або на працюючих поблизу.
5. При опіку шкіри покласти на уражене місце вату зі спиртом.
Лабораторна робота №1
Визначення кількості загального білка в сироватці (плазмі) крові біуретовим (уніфікованим) методом

Принцип методу. Білки сироватки (плазми) крові, реагуючи в лужному середовищі з купруму сульфатом, утворюють сполуки, за​барвлені у фіолетовий колір.
Реактиви.
1. Натрію хлорид, ч. д. а. або х. ч., ізотонічний розчин 154 ммоль/л.
2. Натрію гідроксид, ч. д. а. або х. ч., 0,2 ммоль/л.
3. Калію йодид, ч. д. а. або х. ч., розчин калію йодиду 30 ммоль/л в розчині натрію гідроксиду.
4. Калію-натрію тартрат 4-водний (сегнетова сіль), ч. д. а.
5. Купруму сульфат 5-водний, ч. д. а. або х. ч.
6. Біуретовий реактив: 4,5 г сегнетової солі розчиняють у 40 мл розчину натрію гідроксиду 0,2 моль/л, додають 1,5 г купруму сульфату та 0,5 г калію йодиду і розчиняють. Доливають до 100 мл розчин натрію гідроксиду 0,2 моль/л. Реактив стабіль​ний при зберіганні його в посуді з темного скла.
7. Робочий розчин біуретового реактиву: 20 мл біуретового реак​тиву змішують з 80 мл 0,5 %-вого розчину калію йодиду. Роз​чин стабільний.
8. Калібрувальний розчин альбуміну (із сироватки крові людини): 100 г/л розчин альбуміну в розчині натрію хлориду 154 ммоль/л. Матеріал для дослідження. Сироватка крові.
Хід визначення. Дослідна проба: до 0,1 мл сироватки додають 5 мл робочого розчину біуретового реактиву і перемішують, уника​ючи утворення піни. Через 30 хв. (і не пізніше ніж через 1 год) вимі​рюють екстинкцію на фотометрі в кюветі з товщиною шару 1 см при довжині хвилі 500-560 нм (зелений світлофільтр), порівнюючи з контрольною пробою.

Контрольна проба. До 5 мл робочого біуретового реактиву до​ливають 0,1 мл розчину натрію хлориду 154 ммоль/л, далі обробля​ють як дослідну пробу.
Через 30-60 хв. вимірюють екстинкцію на фотометрі, як у дослі​ді, порівняно з контрольною пробою. За одержаними даними визна​чають вміст білка за калібрувальним графіком.
Примітка. Вміст загального білка підвищений при венозному стазі, зниже​ний у жінок у період лактації і останніх місяців вагітності, при розведенні крові у лежачому стані та під час внутрішньовенних вливань. За даними Н. У. Тіща (1986), під час нічного сну межі коливань становлять 1,0-1,3 г на 100 мл.
Фармакологічна інтерференція. Підвищують результати до​сліджень: амінокислоти (при внутрішньовенному введенні), анабо-лічні стероїди, андрогени, АКТГ, ацетилсаліцилова кислота, бута​мід, імізин, інсулін, кортикотропін, кортикостероїди, прогестерон, рентгеноконтрастні препарати, левоміцетин, стрептоміцину суль​фат, сульфаніламіди, тетрациклін, фенотіазини, місклерон, бром-сульфалеїн.
Знижують результати досліджень: тразинамід, іони амонію, проносні препарати.

Нормальні значення. У дорослих: 65-85 г/л (6,5-8,5 г на 100 мл). Плазма крові містить на 2-4 г/л білка більше за рахунок фібриногену, якого немає в сироватці. Кількість білка в дітей нижча, ніж у дорос​лих: новонароджені 46-70 г/л; 1-2- річні 56-75 г/л.

Лабораторна робота №2

Визначення білкових фракцій у сироватці крові методом електрофорезу на папері

Серед існуючих методів визначення вмісту окремих білкових фракцій у сироватці крові найчастіше застосовують електрофоретич​ні. При електрофорезі на папері отримують п'ять основних фракцій: альбуміни, ά1-, ά2-, γ- та -глобуліни.

Існують: електрофорез в агаровому гелі, у крохмальному гелі, у поліакриламідному гелі й на папері. Останній найбільш прийнятний у практичній діяльності клініко-біохімічних лабораторій.

Принцип методу полягає в тому, що при нанесенні сироватки на спеціальний фільтрувальний папір, змочений буферним розчи​ном, і при пропусканні крізь нього електричного струму білки пере​суваються в електричному полі з різною швидкістю.

Реактиви. 1.

Буфер. Можна використати різні види буферів -боратний, трис-буфер, мединал-вероналовий:

а)трис-буфер, рН=8,9; 60,5г трис-(оксиметил)-амінометану, 6г етилендіамінтетраоцтової кислоти (ЕДТА), 4,6г борної кислоти доливають водою до 1 л;

 б)мединал-вероналовий буфер, рН =8,6; 10,3 г мединалу та 1,84 г вероналу розчиняють І доводять водою до 1 л.

2. Розчин барвника. Використовують різні барвники -бромфено -ловий синій, амідо чорний, азокармін Б та ін.

3.Розчин для  елюювання  —  розчин  натрію  гідроксиду 0,003 моль/л. 

Спеціальне обладнання.

1.Прилад для електрофорезу на папері.

2.Хроматографічний папір марки «Б>( якість фільтрувального па​перу має велике значення: він має бути однорідним і щільним), «хроматографічний швидкий» Існують різні апарати для проведення електрофорезу на папері. Проте основні вимоги до приладів і процесу здійснення електрофо​резу загальні. Найбільш поширені серед них такі:

1. Джерело струму має давати постійний струм силою 50-100 мА при напрузі 180-400 В.

2.Камера, в якій проводять електрофорез, має задовольняти кіль​ка умов:

а) створювати й підтримувати певну вологість повітря, щоб запо​бігти висиханню паперу;

б) камеру бажано охолоджувати, щоб запобігти посиленому ви​паровуванню буферного розчину;

в) буферний розчин у різних камерах повинен мати однаковий рівень.

3.Смуга паперу може бути розміщена горизонтально (горизон​тальний електрофорез) або під кутом (вертикальний електрофо​рез). У першому випадку отримують кращі результати. Папір ріжуть на смуги в поздовжньому напрямку. Ширина стрічки коливається від 1,5 до 4 см, але чим менша ширина, тим важче наносити зразок. Довжина паперових стрічок залежить від від​стані між внутрішніми відділами кюветних камер: довжину роблять трохи більшою, щоб стрічки досягали дна камер.

4.рН мединал-вероналового буфера має становити 8,6. Якщо рН буде нижчим, то можна отримати фракцію а І -глобулінів, якщо вищим,— послаблюється дисоціація заряджених груп білка, заряд зменшується і швидкість розділення й пересування білко​вих фракцій знижується. Буферні розчини слід готувати на воді, яка не містить СО2, наважку брати на аналітичних вагах, рН пе​ревіряти.

5.На вузький кінець шліфованого скла (покривного, предметного) наносять мікропіпеткою 0,01 мл свіжої сироватки. Аплікатор приставляють нижнім ребром до зволоженого паперу і після всмоктування сироватки віднімають.

6.Для електрофорезу використовують свіжу сироватку. При збе​ріганні сироватки в холодильнику білкові фракції починають зазнавати змін. Стійкість до зберігання різних фракцій не одна​кова: дуже нестійка, лабільна фракція р-глобулінів. Тому при використанні несвіжої сироватки (яка зберігалася в холодиль​нику або навіть при кімнатній температурі) можна отримати не​правильні результати. Сироватка не має бути гемолізованою, оскільки гемоглобін пересувається разом з альбумінами і дає додаткову фракцію, яку часто вважають ά1-глобулінами. Озна​кою перешкод гемолізові з боку гемоглобіну є поява білої пля​ми в центрі альбумінових фракцій. Потім кришку камери щільно закривають, вмикають прилад і крізь паперові стрічки пропускають постійний струм.

7. Електрофоретичне розділення білків сироватки здійснюють при кімнатній температурі та напрузі від 3 до 8 В на 1 см довжини паперової стрічки незалежно від їх кількості. Після закінчення електрофоретичного розділення вимикають джерело постійного струму, з камери дістають паперові смуги і прикріплюють їх на дерев'яні рами або розвішують на скляних паличках. Потім паперові смуги тримають у гарячій сушильній шафі при 95-105 °С протягом 10-15 хв., але не більше 20-30 хв.

8.Для забарвлення електрофореграм після фіксації сухі стрічки кладуть у розгорнутому вигляді на дно плоских емальованих кювет. У процесі обробки реагентами електрофореграми не можна розміщувати одну на одній або згортати. Забарвлення білкових фракцій розчином бромфенолового синього здійсню​ють, занурюючи паперові стрічки на певний час у кювету з роз​чином барвника.

Після цього фореграми обробляють у кількох (як правило, 3-5) змінах відмиваючого розчину для видалення не зв'язаного біл​ком барвника, доки фон стрічок не стане білим, а промивна рідина не перестане забарвлюватися в жовтий колір. Розчини для відмивання електрофореграм від не зв'язаного біл​ком барвника мають різний склад (залежно від того, який засто​совували барвник).


9.Відмиті стрічки висушують при кімнатній температурі на повітрі (бажано в затемненому місці, якщо як барвник використовува​ли бромфеноловий синій). Сухі забарвлені електрофореграми зберігають у темноті.


10. Подальша кількісна обробка електрофореграм полягає у вилу​ченні фарби з паперу (елюція) з наступним вимірюванням оп​тичної густини забарвлених розчинів на фотоелектроколоримет-рі або денситометруванням.


11. Сухі електрофореграми розрізають за кількістю фракцій, орієн​туючись на найсвітліший проміжок між ними. Кожну фракцію вміщують в окрему пробірку і заливають 5 мл елююючого роз​чину. До альбумінової фракції додають 10 мл цього розчину, тому значення оптичної густини альбумінів множать на 2. Конт​ролем є ділянка фореграм, яка не містить білка. Пробірки обе​режно струшують і залишають на ЗО хв. Визначення густини досліджуваних розчинів проводять на фотоколориметрі із зеле​ним світлофільтром (530 нм) у кюветах товщиною 10 мм порів​няно з контролем.


12.Розрахунок здійснюють так. Суму значень оптичної густини бе​руть за 100 %, а кожна фракція становить Х від 100. 


Приклад.   Екстинкція альбумінів Е дорівнює 0,54; фрак​ції глобулінів: άІ — 0,02, ά2 — 0,07, β — 0,11, γ — 0,16, у сумі вона становить 0,90 (100 %); тоді 0,54 від 100 становитиме Х:

Х= (0,54 -100)/0,9 = 60%.

Отже, вміст альбумінів дорівнює 60 %.

Подібним чином обчислюють масову частку решти фракцій. Здобуті результати виражають у відносних відсотках. Слід зазначити, що правильніше подавати результати не у від​носних, а в абсолютних одиницях. У цьому випадку суму екстинк​цій усіх фракцій слід віднести до концентрації загального білка сироватки крові, визначеного біуретовим методом (див. лаб. робо​ту №1). Тоді, користуючись аналогічним розрахунком, легко знайти дійсну концентрацію альбумінів та всіх підфракцій глобулінів.

Приклад. Загальна кількість білка в сироватці крові — 82 г/л. Сума всіх фракцій — 0,90. На частку альбумінів припадає 0,54 од. екстинкції. Якщо Е = 0,90 відповідає 82 г/л, то Е = 0,54 — X. Звідси Х= (82 • 0,54)/0,90 = 49,2 г/л.

Примітки.
Фракція агглобулінів містить переважно а|-антитрипсин, арліпопротеїд, ки​слий аі-глікопротеїд.
Фракція аз-глобулінів містить а2-макроглобулін, гаптоглобін, апопротеїни А, В і С, С-реактивний білок.
Фракція β-глобулінів часто поділяється на дві підфракції: β 1-, що складається переважно з трансферину і незначної кількості ліпопротеїдів низької густини, компонентів комплементу, імуноглобулінів, і меншу — β 2-підфракцію, що складається переважно з фракції С3-компоненту комплемента і ліпопротеїдів.

 γ-Глобуліни є основними носіями антитіл імуноглобулінів класів G, А, М, D, Е, що забезпечують гуморальний захист організму.
При наявності на електрофореграмах піків або можливій прису​тності М-білків у фракціях γ -, β - або ά1-глобулінів необхідно засто​совувати імуноелектрофорез для уточнення характеру гамма-патій.
Фармакологічна інтерференція. Збільшення άІ-глобулінів вияв​ляється в разі приймання пероральних контрацептивів.
Зменшення вмісту у-глобулінів спостерігається при лікуванні кортикоїдами або АКТГ.

Нормальні значення. У дорослих альбуміни — 52...62 %; глобуліни: ά1— 4...7%; ά 2 — 7...9%; β — 9... 14%;γ— 14... 19%.

Концентрація білкових фракцій, виражена в абсолютних одини​цях (грамах на літр), становить для альбумінів 42,0...51,0; глобулі​нів: ά1 — 2,0...5,0; ά 2— 4,0...7,0; β — 5,0...9,0; γ  — 8,0...7,0.

Лабораторна робота №3
Визначення білка в сечі

А. Визначення білка в сечі уніфікованим методом Бранденбурга-Робертса-Стольнікова


Принцип методу. В основу покладено кільцеву пробу Геллера, яка полягає в тому, що на межі нітратної кислоти й сечі при наявно​сті білка відбувається його коагуляція і з'являється біле кільце.


Реактиви. 1. Розчин нітратної кислоти, ЗО %-вий, або реактив Ларіонової.


Матеріал для дослідження. Профільтрована сеча.


Хід визначення. У пробірку наливають 1-2 мл нітратної кисло​ти (або реактиву Ларіонової) і обережно по стінці пробірки нашаро​вують таку ж кількість профільтрованої сечі. Поява тонкого білого кільця на межі двох рідин між 2-ю і 3-ю хвилинами вказує на наяв​ність білка в концентрації приблизно 0,033 г/л. Якщо кільце з'явля​ється раніше 2-ї хвилини після нашарування, сечу слід розбавити во​дою і провести повторне нашарування вже розведеної сечі. Ступінь розведення сечі добирають залежно від виду кільця, тобто його ши​рини, компактності й часу появи. При ниткоподібному кільці, що з'явилося раніше зазначеного часу, сечу розводять у 2 рази, при ши​рокому — у 4 рази, при компактному — у 8 разів і т. д. Концентрацію білка при цьому обчислюють шляхом множення 0,033 на ступінь розведення і виражають у грамах на 1 л (г/л).

Примітка. Іноді біле кільце з'являється при наявності великої кількості ура​тів. На відміну від білкового кільця уратне з'являється трохи вище межі між двома рідинами і розчиняється при легкому нагріванні.


Нормальні значення. Не виявляється.

Б. Кількісне визначення білка в сечі за реакцією із сульфосаліциловою кислотою

Принцип методу. Інтенсивність помутніння при коагуляції біл​ка сульфосаліциловою кислотою пропорційна його концентрації.


Реактиви.

1.Розчин сульфосаліцилової кислоти, 3 %-вий.

2.Розчин натрію хлориду, 0,9 %-вий.

3.Стандартний 1 %-вий розчин альбуміну.

Матеріал для дослідження. Профільтрована сеча.


Хід визначення. У пробірку вносять 1,25 мл профільтрованої сечі, доливають до 5 мл 3 %-вим розчином сульфосаліцилової кис​лоти, перемішують. Через 5 хв. вимірюють екстинкцію на фотоелект-роколориметрі при довжині хвилі 590-650 нм (жовтогарячий або че​рвоний світлофільтр) проти контролю в кюветі з довжиною оптич​ного шляху 5 мм. Контролем служить проба, в яку до 1,25 мл профі​льтрованої сечі доливають приблизно 5 мл 0,9 %-вого розчину на​трію хлориду. Розрахунок проводять за калібрувальним графіком.

Примітка. Прямолінійна залежність при побудові калібрувального графіка зберігається до 1 г/л. При більш високих концентраціях пробу слід розводити і зва​жати на це розведення при розрахунку.
Помилково позитивні результати можуть бути отримані за наявності в сечі контрастних речовин, що містять органічний йод. Тому тест не можна застосовувати до осіб, які приймають препа​рати йоду; помилково позитивний тест можуть обумовити ще сульфаніламідні препарати, великі дози пеніциліну, а також високі концентрації в сечі сечової кислоти.


В. Виявлення в сечі білка Бенс-Джонса

Дослідження доцільно проводити тільки при позитивній пробі із сульфосаліциловою кислотою.


Принцип методу ґрунтується на реакції термопреципітації.


Реактиви. 1. 2 Мацетатний буфер (рН = 4,9).  


Матеріал для дослідження. Профільтрована сеча.


Хід визначення. Профільтровану сечу в кількості 4 мл змішу​ють з 1 мл буфера і нагрівають 15 хв. на водяній бані при температу​рі 56 °С. За наявності білків Бенс-Джонса вже протягом 2 хв. з'явля​ється виражений осад, при концентрації білка Бенс-Джонса менше З г/л проба може бути негативною.


Нормальні значення. У нормі не виявляється.

Лабораторна робота №4

Проби на колоїдну стійкість сироватки крові


А. Тимолова проба


Принцип методу. Під час взаємодії сироватки з тимолово-вероналовим буфером з'являється каламуть унаслідок утворення гло​бул ін-тимол-ліпідного комплексу. 


Реактиви.

1.Тимоловий реагент: (7,89±0,5) %-вий тимол; (55,05±2,5) %-вий етиловий спирт; (1,43±0,1) %-ва малеїнова кислота; (4,05±0,2) %-вий трис (основа).

2. Розчин барію хлориду (48±2) ммоль/л.

3. Розчин сульфатної кислоти (2,5±0,1) моль/л.


Хід визначення. У пробірку вносять піпеткою 1,2мл (4,8 мл для макрометоду) тимолового реактиву, додають 0,02 мл (0,08 мл для макрометоду) сироватки крові, перемішують, витримують ЗО хв. Фотометрують при 630-690 нм, проти тимолового реактиву. Сту​пінь помутніння знаходять за калібрувальною кривою.
Примітка. Хімічну суть тимолової проби до кінця не з'ясовано. На думку ба​гатьох авторів, проба стає позитивною при збільшенні кількості β- і γ-глобулінів, а також зв'язаних з β-глобулінами ліпопротеїдів у сироватці крові.
Фармакологічна інтерференція на отримані результати. Зави​щують результати досліджень: анаболічні стероїди, андрогени, бута​діон, гепарин, дифенін, індометацин, інсулін, інгібітори МАО, клофібрат, кортикотропін, кортикостероїди, лінкоміцину гідрохлорид, левоміцетин, меркаптопурин, метилурацил, метилдофа, новокаїна-мід, олеандоміцину фосфат, прогестерон, сульфаніламіди, тетрацик​лін, фенотіазини, хлорпропамід, еритроміцин, естрогени.
Нормальні значення. 0-4 од. S—Н.
Б. Стрічка Вельтмана
Принцип методу. Реакція базується на флокуляції білків у си​роватці, яку нагрівають до однократного закипання після додавання її до розчину певної (що залежить від колоїдної стабільності систе​ми) кількості кальцію хлориду.

Реактив. Розчин кальцію хлориду 5 г/л.

Хід визначення. До 4,9 мл дистильованої води додають 0,1 мл сироватки, вміст пробірки перемішують шляхом її перевертання (при цьому пробірку можна закрити великим пальцем) і потім при​ливають 0,1 мл розчину кальцію хлориду (з піпетки на 0,1 мл або крапельниці, якщо об'єм кожної краплі дорівнює 0,05 мл).
Вміст пробірки струшують і нагрівають над полум'ям спиртів​ки до однократного закипання суміші. Потім пробірку охолоджують і дивляться крізь неї на світло.
Якщо пластівці в пробірці не з'являються, то в неї додають ще 0,1 мл СаСl2 і розчин знов нагрівають до кипіння. Процедуру повторюють до випадання пластівчастого осаду.
При використанні сироватки крові практично здорових людей на таке додавання витрачається 0,4-0,5 мл розчину кальцію хлориду (це показник норми).

Примітка. Сироватка для дослідження має бути свіжою (зберігатися не біль​ше однієї доби від моменту взяття), без слідів гемолізу.


Нормальні значення. 0,4-0,5 мл.
Лабораторна робота №5

Уніфікований метод визначення сечовини в сироватці крові за кольоровою реакцією з діацетилмонооксимом

Принцип методу. Сечовина утворює з діацетилмонооксимом при наявності тіосемікарбазиду і солей заліза в кислому середовищі за​барвлену сполуку. Інтенсивність забарвлення пропорційна концентра​ції сечовини.


Реактиви.

1.Трихлороцтова кислота (ТХО к-та) концентрацією 100 г/л.

2.Діацетилмонооксим, 25 г/л, водний розчин.

3.Тіосемікарбазид, 2,5 г/л, водний розчин.

4.Сульфатна кислота концентрована.

5.Ортофосфатна кислота, 85 %-вий розчин.

6.Феруму (III) хлорид.

7.Бензойна кислота концентрацією 2 г/л.

8.Стандартний   (калібрувальний,   еталонний)   розчин   сечовини концентрацією 7 ммоль/л.

9.Кольоровий реактив: до ЗО мл робочого розчину феруму (ПІ) хлориду добавляють 20 мл води, 1 мл розчину (25 г/л) діацетил-монооксиму  і 0,25 мл розчину (2,5 г/л) тіосемікарбазиду. Кольоровий реактив готують перед використанням.

Матеріал для дослідження. Цілісна кров, сироватка, плазма крові, сеча (профільтрована з добової кількості, розбавлена 1: 50 або 1: 100 ізотонічним розчином натрію хлориду).

Хід визначення (за таблицею).

	Компонент


	Дослідна проба (кров, сеча), мл


	Стандартна проба, мл


	Контрольна проба, мл



	Вода


	0,8


	0,8


	0,5



	Кров, сироватка, розведена сеча


	0,2


	-


	-



	ТХО к-та


	1,0


	1,0


	-



	Стандартний розчин сечовини


	-


	0,2


	-



	Перемішати, через 15-20 хв. центрифугувати протягом 10 хв. при 1500 об/хв.



	Надосадова рідина


	0,5


	0,5


	-



	Кольоровий реактив


	5


	5


	5




Пробірки кип'ятять на водяній бані протягом 20 хв, потім охолоджу​ють 2-3 хв під проточною водою. Вимірюють екстинкцію при довжині хвилі 530-560 нм (зелений світлофільтр) порівняно з контрольною про​бою в кюветі з товщиною шару 1 см. Розрахунок концентрації сечовини:
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Ск — концентрація сечовини в крові, ммоль/л; 

Сс — концентрація сечовини в сечі, ммоль/добу; 

Дд — інтенсивність поглинання дослі​дних проб; 

Дст — інтенсивність поглинання стандартної проби;
7 ммоль/л — концентрація сечовини в стандартному розчині; 

а — діурез (добова кількість сечі), л;

р — розбавляння сечі (50 або 100).
Примітки.
1. Враховуючи нестабільність забарвлення розчину, вимірювання виконують не пізні​ше як через 15 хв після охолодження, тому кип'ятять одночасно не більше 20 проб.
2. З кожною серією дослідних проб паралельно обробляють стандартну пробу, оскільки забарвлення залежить від умов нагрівання.
3.  При концентрації сечовини в крові понад 17 ммоль/л сироватку або кров роз​бавляють ізотонічним розчином натрію хлориду, а результат множать на кое​фіцієнт розведення.
4. Для перерахунку показників сечовини на вміст азоту в сечовині результати слід помножити на фактор (коефіцієнт) 0,466 або розділити на 2,14.
Фармакологічна інтерференція. Підвищують вміст сечовини в кро​ві амфотерицин В, гентаміцин, тераміцин, допегіт, альдомет, метилдофа, індометацин, індоцид, метицилін, налідоксонова кислота, невіграмон, неграм, неоміцин, сполуки арсену, октадин, санотензин, ісмелін, сполуки меркурію і стибію, тетрацикліни, триамтерен, фурадонін, нітрофуранто-їн, фуросемід, лазикс, цепорин. Хімічну інтерференцію дають хлоралгід​рат, хлорамфенікол, солі амонію, хлоробутанол, гуанетидин.
Знижують вміст СТГ, глюкоза, похідні тіазиду.
Нормальні значення. У сироватці крові: жінок — 0,044-0,088 ммоль/л, або 44-88 мкмоль/л (0,5-1 мг на 100 мл); чоловіків — 0,044-0,1 ммоль/л, або 44-100 мкмоль/л.

Лабораторна робота №6

Визначення креатині ну

Принцип методу. Креатинів реагує з пікриновою кислотою в лужному середовищі з утворенням забарвлених сполук.

Реактиви.
1.Пікринова кислота, насичений розчин.
2.Хлороводнева кислота, розчин 0,1 моль/л.
       3.Основний   стандартний   розчин   креатиніну   концентрацією10 ммоль/л.
4.Натрію гідроксид, розчин 2,5 моль/л.
Матеріал для дослідження. Сироватка крові, сеча. Як консер​ванти для сечі можна використовувати тимол і толуол. 
А. Визначення вмісту креатиніну в сироватці за кольоровою реакцією Яффе (метод Поппера)
Хід визначення. Визначення креатиніну в сироватці крові: 2 мл сироватки змішують з 6 мл насиченого розчину пікринової кислоти. Через 5 хв. пробірку кип'ятять 15-20 с у водяній бані, потім центри​фугують. До 4 мл центрифугату добавляють 0,2 мл розчину натрію гідроксиду 2,5 ммоль/л і ретельно перемішують. Іноді після підлужнення розчин мутніє внаслідок випадання фосфатів. У цьому випадку розчин ще раз центрифугують. Потім розчин доводять до об'єму 10 мл водою. Через 10 хв. (і не пізніше ніж через 20 хв.) вимірюють екстинкцію в кюветі з товщиною шару 2 см при довжині хвилі 500-560 нм (зелений світлофільтр), порівнюючи з контрольною пробою.
Контрольна проба: З мл насиченого розчину пікринової кисло​ти і 0,2 мл розчину натрію гідроксиду 2,5 ммоль/л доводять до об'єму 10 мл водою.
Розрахунок проводять за калібрувальним графіком.
Нормальні значення креатиніну в сироватці крові: дітей - 27...62 мкмоль/л; підлітків - 44...88 мкмоль/л; чоловіків - 53...106 мкмоль/л; жінок - 44...97 мкмоль/л.
Б. Визначення кількості креатиніну в сечі
Хід визначення. У мірній колбі або циліндрі місткістю 10 мл змішують 0,5 мл сечі (з добової кількості) із 3 мл розчину пікринової кислоти. Суміш ретельно струшують і додають 0,2 мл розчину натрію гідроксиду 2,5 моль/л. Витримують при кімнатній темпе​ратурі протягом 10 хв. Доводять об'єм до 100 мл водою. Вимі​рюють екстинкцію на фотометрі в кюветі з товщиною шару 1 см при довжині хвилі 500-600 нм (зелений світлофільтр) проти хо​лостої проби.
Холоста проба: 3 мл розчину пікринової кислоти і 0,2 мл розчи​ну натрію гідроксиду 2,5 моль/ л доводять до об'єму 100 мл водою.
Розрахунок проводять за формулою при порівнянні з калібрувальною пробою.
Калібрувальна проба: до 0,5 мл основного калібрувального роз​чину додають 3 мл розчину пікринової кислоти і 0,2 мл розчину на​трію гідроксиду (2,5 моль/л). Надалі проби обробляють так само, як дослідні.
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К - кількість креатиніну в добовій сечі, мкмоль; 

Ск - кількість креатиніну в калібрувальній пробі, 50 мкмоль/л;

 Еа - екстинкція дослідної проби;

 Ек - екстинкція калібрувальної проби; 

а -добова кількість сечі; 

б - кількість сечі, взятої для аналізу.
Вплив лікарських препаратів. Клінічну інтерференцію, підви​щуючи рівень креатиніну в сечі, викликають кортикостероїди; хімі​чну інтерференцію - аскорбінова кислота, метилдофа, нітрофура-ни, леводопа, глюкоза, фруктоза, фенолсульфофталеїн.
Знижують вміст креатиніну в сечі андрогени, анаболічні гормо​ни, тіазидні діуретики.
Нормальні значення. Екскреція креатиніну із сечею: діти - 2,39...7,96 ммоль/добу; підлітки - 8,84... 15,0ммоль/добу; чолові​ки - 7,1... 17,7 ммоль/добу; жінки - 5,3... 15,9 ммоль/добу.

Лабораторна робота №7
Визначення сечової кислоти в сироватці крові і сечі

А. Визначення вмісту сечової кислоти в сироватці крові карбонатно-фосфорно-вольфрамовим методом у модифікації Генрі
Принцип методу. Сечова кислота відновлює фосфорно-вольф​рамовий реактив з утворенням комплексу блакитного кольору. Інтен​сивність забарвлення пропорційна концентрації сечової кислоти.
Реактиви.
1.Сульфатна кислота, 0,35 моль/л ч. д. а.
2.Дигідрат натрію вольфрамату Nа2WO4 ∙2Н20, 100 г/л.
3.Натрію карбонат, 103 г/л ч. д. а.
4.Ортофосфатна кислота, 85 %-вий розчин ч. д. а.
5.Літію сульфат Li2S04 ∙Н20, ч. д. а.
6.Літію карбонат Lі2СОз.
7.Фосфорно-вольфрамовий реактив.
8.Сечова кислота.
9.Формалін концентрацією не менше 36,5-37,5 % (фарм.).
10.Основний стандартний розчин сечової кислоти, 1 г/л.
11.Робочий стандартний розчин сечової кислоти.
Матеріал для дослідження. Свіжа сироватка або плазма крові.
Хід визначення (за таблицею).
Через 30 хв вимірюють екстинкцію в кюветі з товщиною шару 1 см при довжині хвилі 590-700 нм (червоний світлофільтр), порів​нюючи з контрольною пробою.
Розрахунок здійснюють за такою формулою:
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	Компоненти
	Дослідна проба, мл
	Стандартна проба, мл
	Контрольна проба, мл

	Дистильована вода
	8,0
	-
	3,0

	Сироватка
	1,0
	-
	-

	Робочий стандартний розчин (№ 11)
	-
	3,0
	-

	0,35 М розчин сульфатної кислоти
	0,5
	-
	-

	Перемішують, через 5-Ю хв фільтрують крізь паперовий фільтр у хімічну пробірку

	Фільтрат
	3,0
	-
	-

	Реактив № 3 (розчин натрію карбонату)
	1,5
	1,5
	1,5

	
	Перемішують

	Реактив № 7 (фосфорно-вольфрамовий)
	1,0
	1,0
	1,0

	Перемішують, перевертаючи пробірку


Сск - концентрація сечової кислоти, ммоль/л; 

0,015 - абсолют​ний вміст сечової кислоти в стандартній пробі, мг;

 0,3 - об'єм сиро​ватки, взятої для реакції, мл; 

Еа - екстинкція дослідної проби; 

Е„ - екстинкція стандартної проби;

 Сст - концентрація робочого стан​дартного розчину, мг/мл; 

10 -  коефіцієнт перерахунку на сироватку (оскільки в дослідну пробу беруть 0,3 мл сироватки, тобто в 10 разів менше, ніж у стандартну).

Клінічна інтерференція. Підвищують вміст сечової кислоти діазоксид, діуретики (ртутні, тіазидні, ацетазоламід, хлорталідон, етакринова кислота при прийманні всередину, фуросемід при прийманні всередину, триамтерен), адреналін, норадреналін, етанол, етамбутол піразинамід, саліцилати (у малих дозах), нікотинова кислота (у вели​ких дозах), кортикостероїди, деякі протипухлинні препарати.
Знижують вміст сечової кислоти кортикотропін, хлорпротиксен, похідні кумарину, феніндіон, контрастні речовини, фенопрофен, етакринова кислота (при внутрішньовенному введенні), фуросемід (при внутрішньовенному введенні), азатіоприн.
Хімічна інтерференція. Несправжнє зростання вмісту сечової кислоти викликають речовини, що впливають на ^реакцію з фосфовольфраматом: глюкоза, глутатіон, цистин, цистеїн, тирозин, триптофан, феноли, аскорбінова кислота, леводопа, метилдофа, метилсечова кислота, кофеїн, теофілін; знижує - введення алопуринолу.
Норма вмісту сечової кислоти в сироватці крові становить 0,12-0,24 ммоль/л (0,02-0,04 г/л, або 2-4 мг на 100 мл).
Б. Визначення сечової кислоти в сечі
Хід визначення. До 1,5 мл сечі додають 1 мл 20 % розчи​ну натрію карбонату та 1 мл фосфорно-вольфрамового реактиву, пе​ремішують і титрують 0,01 н розчином калію гексаціаноферату (III) до зникнення синього забарвлення.
Для розрахунку вмісту сечової кислоти в сечі необхідно зна​ти, яка кількість сечової кислоти відповідна 1 мл 0,01 н розчину калію гексаціаноферату (III). Приміром, якщо на титрування 1,5 мл стандартного розчину сечової кислоти, що містить 0,75 мг даної кислоти, після додавання 1 мл 20 %-вого розчину натрію карбонату та 1 мл фосфорно-вольфрамового реактиву пішло 0,81 мл калію гексаціаноферату (III) відповідає X ~ 0,75 : 0,81 = = 0,8 мг сечової кислоти.
Вміст сечової кислоти (X, мг/добу) у добовій сечі обчислюють за формулою:
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0,8 мг сечової кислоти відповідні 1 мл розчину калію гексаціано​ферату (III); 
а - кількість розчину калію гексаціаноферату (III), ви​трачена на титрування, мл; 
b - добовий діурез; 
1,5 -кількість сечі, взятої для визначення, мл.
Коефіцієнт перерахунку в одиниці СІ (ммоль/добу) дорів​нює 0,0059.
Нормальні значення. У чоловіків - до 2,48 ммоль/добу; у жі​нок - до 4,5-5,9 ммоль/добу.
Лабораторна робота №8
Визначення молекул середньої маси (середніх молекул) спектрофотометричним методом

Принцип методу полягає у вимірюванні при λ = 254 та λ = 280 нм оптичної густини сироватки крові, звільненої від крупно-молекулярних білків, ліпідів.
Визначають дві фракції СМ: ту, що містить ароматичні аміно​кислоти (виявляються при X = 280 нм), і ту, що їх не містить (вияв​ляються при λ - 254 нм).
Реактиви. Трихлороцтова кислота, 15 г/100 мл.
Матеріал для дослідження. Свіжа сироватка або плазма крові.
Хід визначення. До 1 мл свіжої сироватки приливають 0,5 мл розчину ТХО к-ти, перемішують, центрифугують при 3000 об/хв. протягом 30 хв. До 0,5 мл центрифугату додають 4,5 мл дистильова​ної води, перемішують, вимірюють оптичну густину на СФ при λ = 254 нм (у випадках ниркової патології) або при λ = 280 нм (за збе​реження функції нирок) у кюветі з товщиною шару 1 см порівняно з контролем (контроль: 0,25 мл розчину ТХО к-ти + 4,75 мл Н20).
Рівень середніх молекул виражають в одиницях, що кількісно дорівнюють показникам екстинкції.

Деякі автори пропонують здійснювати скринінгове визначення рівня СМ при меншій довжині хвилі (238-240 нм), а для правильної оцінки інтоксикації організму й повного обліку токсичності крові — досліджувати цілісну кров при X = 240 нм (хід визначення такий же самий, як для сироватки).

Нормальним рівнем СМ у сироватці крові можна вважати зна​чення до 0,246 ум. од. при λ = 254 нм і до 0,296 ум. од. при λ -
= 280 нм.

*
Лабораторна робота №9
Визначення активності амінотрансфераз уніфікованим динітрофенілгідразиновим методом Райтмана-Френкеля

Принцип методу. Унаслідок переамінування, яке відбуваєть​ся під дією АсАТ і АлАТ, утворюються щавлевооцтова й піровино​градна кислоти. При додаванні 2,4-динітрофенілгідразину в лужно​му середовищі утворюються забарвлені гідразони піровиноградної кислоти.

Реактиви.
1.Натрію гідрофосфат, розчин 0,1 моль/л.
2.Калію дигідрофосфат, розчин 0,1 моль/л.
3.Фосфатний буфер, 0,1 моль/л (рН = 7,4).
4.Натрію гідроксид, розчини 0,05 і 1 моль/л.
5.Бромтимоловий синій, 0,04 %-вий розчин.
6.DL-Аспарагінова або L-аспарагінова кислота.
7.DL-Аланін або L- аланін.
8.ά-Кетоглутрова кислота.
9.Субстратний розчин для визначення АсАТ.
10.Субстратний розчин для визначення АлАТ.
11.Розчин НС1 1 моль/л.
12.Розчин 2,4-динітрофенілгідразину.
13.Натрію гідроксид, розчин 0,4 моль/л, вільний від карбонатів.

 Матеріал для дослідження. Сироватка крові, вільна від гемолізу. 

Хід визначення АсАТ. Дослідна проба: у пробірку вносять0,5 мл субстратного розчину для визначення АсАТ, нагрівають при 37 °С протягом 5 хв. додають 0,1 мл сироватки й інкубують при 37 °С протягом 30 хв. Потім добавляють 0,5 мл розчину 2,4-динітрофеніл​гідразину і витримують протягом 20 хв. при кімнатній температурі. Додають 5 мл розчину натрію гідроксиду 0,4 моль/л, ретельно пере​мішують і залишають для розвитку забарвлення на 10 хв при кімнат​ній температурі. Вимірюють екстинкцію на ФЕКу при довжині хви​лі 500-560 нм (зелений світлофільтр) у кюветі з товщиною шару 1 см, порівнюючи з контрольною пробою.

Контрольну пробу виконують так само, як і дослідну, але сиро​ватку добавляють після інкубації.
Хід визначення АлАТ. У пробірку вносять 0,5 мл субстратного розчину АлАТ і нагрівають при 37 °С протягом 5 хв.; потім вносять 0,1 мл сироватки й інкубують при 37 °С протягом ЗО хв. Подальший хід аналізу здійснюють так само, як і при визначенні АсАТ.
Розрахунок активності ферментів у сироватці крові проводять за калібрувальним графіком.
Примітка. Активність ферментів виражають у моль/ (сл), мкмоль/(сл), нмоль/(с-л). Міжнародна одиниця (МО) — мкмоль/(хв-л) відповідна 16,67 нмоль/(сл); одиниця, що використовується звичайно в уніфікованих методах,— мкмоль/(годмл) відповідна 278 нмоль/(сл). Комісія з величин та одиниць Міжнародної федерації клінічної хімії (МФКХ) й Міжнародної спілки теоретичної і прикладної хімії запро​понувала називати цю величину — нмоль/(с-л) — каталом.

Фармакологічна інтерференція. Підвищують активність ферме​нтів гепатотоксичні й холестатичні лікарські препарати (див. табл.).
Нормальні значення. Для АсАТ, АлАТ — 28-190 нмоль/(сл), або [0,1-0,68 мкмоль/(годмл) при 37 °С].

Препарати, які впливають на обмін тканини печінки
	Препарати, які спричиняють холестаз

	Амінарсон (карбазон)
	Мерказоліл (метімазол)

	АміносалІцилова кислота
	Нікотинова кислота

	Андрогени
	Пеніциліни

	Бензодіазепіни
	Пероральні контрацептиви

	Еритроміцин
	Прогестини

	Естрогени
	Сульфаніламіди

	Імізин (іміпрамін)
	Хлорпропамід

	Карбамазепін
	

	Препарати, яким приписують шкідливий вплив на печінкові клітини

	Алопуринол
	Метоксифлюран

	АміносалІцилова кислота
	Нікотинова кислота

	Амітриптилін
	НовокаїнамІд (прокаїнамід)

	Андрогени
	Папаверин

	Аспарагіназа
	Параметадіон

	Ацетилсаліцилова кислота
	Парацетамол (ацетамінофен)

	Бутадіон (фенілбутазон)
	Пеніцилін

	Вальпроєва кислота
	Пероральні контрацептиви

	Дифеніл (фенітоїн)
	Солі заліза

	Естрогени
	Сульфаніламіди

	Етанол (у надлишку)
	Тетрацикліни

	Ібупрофен
	Тетурам (дисульфідам)

	Ізоніазид
	Фенобарбітал

	Інгібітори МАО
	Фторотан (галоман)

	Індометацин
	Фурадонін (нітрофурантоїн)

	Карбамазепін
	Хінідин

	Левоміцетин (хлорамфенікол)
	Хлорбутин (хлорамбуцил)

	Меркаптопурин
	Хлорпропамід

	Метилдофа
	


Лабораторна робота № 10
Визначення активності  ά-амілази в сироватці крові та в сечі уніфікованим амілокластичним методом зі стійким крохмальним субстратом

(методом Каравея)

Принцип методу. а-Амілаза гідролізує крохмаль з утворенням кінцевих продуктів розщеплення, які не дають кольорової реакції з йодом. Активність а-амілази оцінюють за послабленням інтенсив​ності забарвлення.

Реактиви.
1. Бензойна кислота, ч. д. а. або х.ч.
2. Натрію гідрофосфат безводний Ма2НР04, ч. д. а.
3. Крохмаль розчинний для нефелометрії, або крохмаль за Лінтнером.
4. Натрію хлорид, розчин 154 ммоль/л.
5. Субстратно-буферний розчин (рН = 7,0).
6. Калію йодид, ч. д. а. або х.ч.
7. Калію йодат, ч. д. а. або х.ч.
8. Калію фторид, ч. д. а.
9. Хлороводнева кислота концентрована, х. ч.
10. 0,01 н розчин йоду.
Матеріал для дослідження. Свіжа сироватка або плазма крові, сеча або дуоденальний вміст, попередньо розбавлений розчином на​трію хлориду 154 ммоль/л в 100 разів.

Хід визначення. Мікроваріант. Дослідна проба: 0,5 мл суб-стратно-буферного розчину наливають у пробірку, нагрівають про​тягом 5 хв. при 37 °С, додають 0,01 мл біологічної рідини. Інкубують протягом 7,5 хв. при 37 °С. Тривалість інкубації слід чітко контро​лювати за секундоміром з моменту додавання біологічної рідини в крохмальний субстрат. Відразу після інкубації добавляють 0,5 мл 0,1 н розчину йоду і доводять об'єм водою до 5 мл. Вимірюють екстинкцію на ФЕКу в кюветі з товщиною шару 1 см при А. = = 630...690 нм (червоний світлофільтр), порівнюючи з водою.

Контрольну пробу роблять так само, як і дослідну. Біологічну рідину додають після інкубації разом з 0,1 н розчином йоду. Вимі​рювання здійснюють за тих самих умов, що й дослідної проби, по​рівнюючи з водою.
Макроваріант. Хід визначення дослідної та контрольної проб такий самий, як і при мікроваріанті, але об'єми всіх реактивів і до​сліджуваної рідини збільшують у 5-10 разів.
Розрахунок. Активність ά-амілази виражають у міліграмах або грамах крохмалю, гідролізованого 1 л біологічної рідини за 1 с інку​бації при 37 °С, і розраховують за формулою:
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 а - активність ά-амілази, мг/(сл); 

Е1, Е2 - екстинкції відповідно контрольної та дослідної проб;

 С - кількість крохмалю, введеного в дослідну і контрольну проби (0,2 мг у мікроваріанті);

t - коефіцієнт перерахунку на 1 с інкубації;
 К - коефіцієнт перерахунку на 1 л біологічної рідини з урахуванням розведення.

Хімічна й фармакологічна інтерференція. Підвищення активнос​ті спричиняють кортикостероїдні препарати, наркотичні анальгетики, саліцилати, тетрациклін, фуросемід, гістамін, секретин, пероральні контрацептиви, сульфаніламіди; зниження активності — оксалати, цитрати, піруват.
Нормальні значення. Сироватка крові: 3,3-8,9 мг/(сл), або 12-32 мг/(год-мл).
Сеча: до 44 мг/(сл), або до 120 мг/(годмл).
Дуоденальний вміст: 1,7 - 4,4 г/(сл), або 6-16 г/(годмл).
Коефіцієнт перерахунку на одиниці СІ — мг/(сл) — дорів​нює 0,278.

Лабораторна робота №11

Визначення активності γ-глутамілтранспептидази в сироватці крові уніфікованим методом із субстрату γ-глутаміл-N- нітроанілідом

Принцип методу. ГГТП каталізує реакцію перенесення L- γ -глутамілового залишку з L- γ –глутаміл- n-нітроаніліду на гліцилгліцин. Кількість звільненого в ході реакції n-нітроаніліну вимірюється і вказує на ступінь активності γ -глутамілтранспеп​тидази.
Реактиви.
1. L- γ -Глутаміл-n-нітроанілід
2. Натрію хлорид, ч. д. а. або х.ч.
3. Гліцилгліцин, розчин (рН = 8,3).
4. Субстратно-буферний розчин.
       5.Оцтова кислота льодяна, ч. д. а. або х. ч., розчин концентрацією 100 г/л.
Матеріал для дослідження. Сироватка або плазма крові. Гемо​ліз не впливає на активність ферменту.
Хід визначення. Дослідна проба: у пробірку вносять 0,5 мл розчину субстрату, пробірку вмішують у водяну баню при темпера​турі 37 °С, доливають 0,05 мл сироватки крові; вміст перемішують та інкубують точно 15 хв. при 37 °С. Потім додають 3 мл розчину оцтової кислоти й перемішують.
Контрольну пробу виконують так само, як дослідну, але сиро​ватку додають після інкубації. Вимірюють екстинкцію на спектро​фотометрі при λ = 410 нм або на ФЕКу при λ= 400...500 нм (фіоле​товий або синій світлофільтр) у кюветі з товщиною шару 1 см, по​рівнюючи з контрольною пробою. Забарвлення стабільне протягом кількох годин.
Розрахунок активності проводять за калібрувальною кривою.
Фармакологічна інтерференція. Підвищення індукують барбі​турати, етанол, ацетамінофен, фенітоїн, стрептокіназа, гепатотокси-чні препарати.
Нормальні значення. Чоловіки: 250-1767 нмоль/(сл), або 15-106 МО; жінки: 167-1100 нмоль/(сл), або 10-66 МО при 37 °С.
Лабораторна робота №12
Визначення активності креатинкінази в сироватці крові уніфікованим методом з використанням креатину як субстрату
Принцип методу. Активність ферменту пропорційна кількості неорганічного фосфору, який утворюється в результаті кислотного гідролізу синтезованого ферментом креатинфосфату. Неорганічний фосфор визначають за кольоровою реакцією з амонію молібдатом.
Реактиви.
1. Динатрієва сіль аденозин-5-трифосфорної кислоти.
2. L-Цистеїн, 0,024 М розчин.
3. Креатин.
4. Магнію сульфат 7-водний, ч. д. а.
5. Амонію молібдат 4-водний, х. ч., розчин 0,02 моль/л.
6. Натрію сульфат безводний, ч. д. а.
7. Натрію метабісульфіт, ч. д. а.
8. 1-Аміно-2-нафтол-4-сульфокислота (ейконоген), ч. д. а.
9. Сульфатна кислота, 2,5 моль/л розчин.
10. Хлороводнева кислота, розчин 0,1 моль/л.
11. Трис-(оксиметил)-амінометан (трис), ч. д. а.
12. Трис-буфер, розчин 0,133 моль/л (рН = 9,0).
13. Розчин ейконогену.
14. Основна суміш реактивів, що містить 0,02 моль/л магнію суль​фату, 0,033 моль/л креатину і 0,0067 моль/л АТФ.
15. Трихлороцтова кислота, ч. д. а., розчин 49 моль/л.
16. Суміш розчинів для кислотного гідролізу креатинфосфату: 0,25 мл розчину амонію молібдату, 0,25 мл розчину сульфатної кислоти і 1,5 мл води (співвідношення 1:1:6).
17. Калію дигідрофосфат безводний, х. ч.
Матеріал для дослідження. Свіжа сироватка або плазма крові. При зберіганні в холодильнику або при кімнатній температурі ак​тивність ферменту знижується.
Хід визначення. Попередньо всі розчини реактивів прогріва​ють протягом 5 хв. при 37 °С.
Дослідна проба: у пробірку вносять 1,5 мл основної суміші реактивів, 0,1 мл розчину цистеїну й 0,4 мл сироватки крові. Вміст пробірки обережно перемішують і ставлять у термостат при 37 °С на 30 хв. Потім додають 0,2 мл розчину ТХО к-ти, перемі​шують скляною паличкою і центрифугують при 3000 об/хв протя​гом 10 хв.
Контрольну пробу виконують так само, як дослідну, але сиро​ватку додають після доливання розчину ТХО к-ти. З дослідної та ко​нтрольної проб відбирають по 1 мл надосадової рідини й переносять у хімічні пробірки (відповідно марковані), в яких міститься по 2 мл суміші розчинів для проведення специфічного гідролізу креатин​фосфату. Одержану суміш розчинів перемішують і залишають при кімнатній температурі на 30 хв. (тривалість гідролізу креатинфосфа​ту). Після цього в проби додають з інтервалом в 1 хв. по 0,25 мл роз​чину ейконогену і точно через 15 хв. вимірюють екстинкцію дослід​ної проби, порівнюючи з контрольною, при λ = 600...700 нм (черво​ний світлофільтр) у кюветі з товщиною шару 0,5 см.

Розрахунок здійснюють за калібрувальним графіком.

Примітка. Якщо активність КК перевищує 500 нмоль/(сл), то тривалість ін​кубації скорочують до 15 або 10 хв; отримані значення активності помножують відповідно на 2 або 3. Розбавляти сироватку не рекомендується, оскільки актив​ність ферменту при розведенні сироватки змінюється непропорційно.

Фармакологічна інтерференція. Підвищують активність КК амфотерицин В, карбеноксолон, карбомал, етанол, сумісне введення галотану й сукцинілхоліну під час наркозу, барбітурати, аденілат-циклаза. Знижують - забруднення окиснювачами, ультрафіолетове опромінення.
Нормальні значення. До 1000 нмоль/(сл), або до 6 МО.
Лабораторна робота №13
Визначення активності лактатдегідрогенази в сироватці крові
А. Уніфікований метод визначення за реакцією з 2,4-динітрофенілгідразином (метод Севела-Товарека)
Принцип методу. L-Лактат під дією ферменту сироватки при наявності НАД+ окиснюється на піруват, який визначають за кольо​ровою реакцією з 2,4-динітрофенілгідразином.
Реактиви.
1. Молочна кислота, ч. д. а. або х. ч., 80 %-вий розчин.
2. Натрію гідроксид, ч. д. а. або х. ч., розчин 4 моль/л.
3. Натрію лактат, розчин 0,45 моль/л.
4. Натрію пірофосфат Na4P2O7∙10H2O, ч. д. а.
5. Хлороводнева кислота, розчин 1 моль/л.
6. Натрію пірофосфат, розчин 0,03 моль/л (рН = 8,8).
7. НАД, окиснена форма.
8. Розчин 2,4-динітрофенілгідразину.
9. Натрію піруват (для побудови калібрувальної кривої).

 Хід визначення. Дослідна проба: 0,1 мл сироватки, розведеної в співвідношенні 1:2, змішують з 0,3 мл розчину НАД, прогрівають протягом 5 хв. при 37 °С. Потім додають 0,8 мл розчину натрію піро-фосфату 0,03 моль/л та 0,2 мл розчину натрію лактату 0,45 моль/л, попередньо прогрітих при 37 °С, і інкубують суміш при 37 °С протягом 15 хв. Відразу після інкубації додають 0,5 мл розчину 2,4-диніт​рофенілгідразину, витримують 20 хв при кімнатній температурі. Потім добавляють 5 мл розчину натрію гідроксиду 0,4 моль/л, пере​мішують і через 10 хв. вимірюють екстинкцію на ФЕКу в кюветі з товщиною шару 1 см при λ. = 500...560 нм (зелений світлофільтр), порівнюючи з контрольною пробою.
Контрольну пробу виконують так само, як дослідну, але сиро​ватку додають після інкубації.
Розрахунок активності здійснюють за калібрувальним графіком.
Нормальні значення.
220-1100 нмоль/(сл), або 0,8-4,0 мкмоль/(годмл) при 37 °С.
Б. Електрофоретичне розділення ізоферментів ЛДГ на плівках з ацетату целюлози

 Принцип методу. Ізоферменти ЛДГ розділяють електрофоре​зом на плівці з ацетату целюлози при рН = 8,6. Потім плівку інкубу​ють на шарі гелю, що містить субстратну суміш; місця розміщення смуг ізоферментів забарвлюються в синій колір формазаном.
Оптимум рН інкубаційного середовища знаходиться в межах 8,0-8,3. Реакція прискорюється за наявності феназину метасульфату.
 Реактиви.
1. Буфер для електрофорезу.
2. Буфер для приготування агару.
3. Буфер для розчинення субстратної суміші (рН = 8,3).
4. Агар Дифко.
5. Літію лактат, ч. д. а. або х. ч.
6. Тетразолевий и-нітросиній (нітросиній тетразолій - НСТ), ч. д. а.
7. Метилфеназоній метасульфат (феназину метасульфат - ФМС), ч. д. а.
8. Нікотинамідаденіндинуклеотид окиснений (НАД).
9. Оцтова кислота, 5 %-вий розчин.

Матеріал для дослідження. Сироватка крові, вільна від гемолізу.
Хід визначення. Приготування агару: 1 г агару Дифко розчиня​ють при нагріванні в 50 мл буфера №2, потім охолоджують до 65-70 °С. Субстратну суміш 264 мг літію лактату, 4 мг НСТ, 20 мг НАД і 0,4 мг ФМС (4 мг ФМС розчиняють в 1 мл субстратного буфера та беруть 0,4 мл) розчиняють при помішуванні в 10 мл субстратного буфера (захищати від світла!); 10 мл охолодженого до 65 °С розчину агару обережно змішують з приготовленою субстратною сумішшю, уникаючи утворення бульбашок. Отриманий гель наливають рівним шаром завтовшки близько 2 мл на скло чи в будь-який підхо​дящий посуд. Гель поміщають у темне місце при кімнатній темпера​турі і накривають кришкою; стежать за тим, щоб краплі вологи не осіли на його поверхні.
Проведення електрофорезу. У камеру приладу для електрофо​резу заливають близько 90 мл охолодженого до 4 °С буфера. З попе​редньо замоченої в цьому буфері ацетатцелюлозної плівки фільтру​вальним папером видаляють надлишок вологи й закріплюють плівку в призначеній для цього рамі (див. інструкцію до апарата ЕПАУ-20-50). На поверхню плівки за допомогою аплікатора (дві аплікації) нано​сять зразки сироватки в кількості близько 15 мкл. Раму з плівкою поміщають у камеру, закривають камеру кришкою і вмикають струм. Електрофорез триває 25 хв при напрузі 150 В (сила струму 3-5 мА). Вимикають струм, знімають плівку з рами і поміщають (попередньо обрізавши вологі кінці плівки) на шар гелю. До гелю має прилягати поверхня плівки, на яку нанесені зразки. Слід уникати утворення по​вітряних бульбашок. Гель з плівкою поміщають у термостат на 30 хв. при температурі 37 °С. Після забарвлення плівку відмивають у 5% розчині оцтової кислоти приблизно 3 хв і висушують між арку​шами фільтрувального паперу в термостаті або при кімнатній темпе​ратурі. Плівка має бути розправлена. Денситометрують при λ = = 575...600нм.
Хімічна та фармакологічна інтерференція. Підвищення викли​кають анальгетики, клофібрат, дикумарин, етанол, фториди, іміпрамін, метотрексат, наркотичні анальгетики, нітрофурантоїн, хінідин, суль​фаніламіди та інші гепатотоксичні препарати.

Зниження викликають оксалати і сечовина (сечовинолабільні ізоферменти).
Нормальні значення. Співвідношення фракцій ЛДГ за даними різних авторів становлять: ЛДГі — 19...29%; ЛДГ2— 23...37%; ЛДГз— 17...25%;ЛДГ4 — 8...17 %; ЛДГ5 — 8...18%.
Лабораторна робота №14
Визначення активності ліпази в сироватці крові уніфікованим методом з використанням маслинової олії як субстрату
Принцип методу. Спектрофотометричне вимірювання зміни каламутності суспензії маслинової олії під дією ліпази. Активність ферменту пропорційна кількості гідролізованої маслинової олії або кількості жирних кислот, що утворюються під час гідролізу.

Реактиви.
1. Маслинова олія, Мсер = 880,2.
2. Алюмінію оксид, х. ч. (для очищення маслинової олії).
3. Купруму сульфат СuS04 5Н20 для здобування абсолютного спирту.
4. Етиловий спирт абсолютний.
5. Основний розчин маслинової олії, 0,011 моль/л.
6. Робоча емульсія маслинової олії, 0,17 ммоль/л.
7. Трис-(оксиметил)-амінометан.
8. Натрієва сіль дезоксихолевої кислоти.
9. Хлороводнева кислота концентрована.
Буфер, що містить трис 0,025 моль/л і натрієву сіль дезоксихо​левої кислоти 0,014 моль/л (рН = 8,8).

Матеріал для дослідження. Сироватка, вільна від гемолізу, або плазма крові. Активність ліпази не змінюється протягом 7 діб при зберіганні сироватки в холодильнику.
Хід визначення. Перед визначенням сироватку і реактиви про​грівають до температури вимірювання. У кювету наливають 3 мл робочої емульсії маслинової олії, додають 0,1 мл сироватки, змішу​ють (без струшування) і ставлять у термостат при 37 °С, через 2 хв. вимірюють екстинкцію (E1), порівнюючи з водою або повітрям, при λ= 340 нм у кюветі з товщиною шару 1 см. Потім кювету знов помі​щають у термостат при тій же самій температурі й через 5 хв вимі​рюють екстинкцію (Е2), обчислюють Е за 1 хв.
Розрахунок. Для розрахунку активності ліпази можна викорис​тати контрольну сироватку з відомою активністю ліпази. Активність ліпази в контрольній сироватці визначають так само, як і в дослі​джуваній. Розрахунок виконують за формулою:
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С - активність ліпази, МО; 
Ед -зміна екстинкції дослідної про​би за 1 хв 
(ЕД = Е1Д - Е2к за 1 хв); 

Ек - зміна екстинкції в контроль​ній сироватці за 1 хв (Ек = Е1к-Е2к за 1 хв); 

Ск- активність ліпази в контрольній сироватці, МО.

Розрахунок у мікромолях «зруйнованої» маслинової олії здійс​нюють за формулою:
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С - активність ліпази, мкмоль/(хвл); 

Еа - зміна екстинкції до​слідної проби за 1 хв; 

170 - концентрація маслинової олії в робочій емульсії, мкмоль/л, при якій екстинкція дорівнює я 1;

Ек екстинкція робочої емульсії маслинової олії (170 мкмоль/л); 

3/1000 - об'єм ро​бочої емульсії маслинової олії, л; 

1000/0,1— коефіцієнт перерахункуна 1 л сироватки.
Лінійна залежність зберігається до концентрації маслинової олії 204 мкмоль/л. Коефіцієнт перерахунку в нмоль/(сл) становить 16,67.
Примітка. Нормальні значення слід перевіряти в кожній лабораторії.
Хімічна та фармакологічна інтерференція. Підвищують актив​ність ліпази наркотичні анальгетики, секретин, гепарин; знижують — протамін, важкі метали, хінін, диізопропілфторфосфат, ЕДТА.
Нормальні значення. 0-470 нмоль/(сл), або 0-28 мкмоль/(хв. л).

Лабораторна робота №15
Визначення активності трансамідинази в сироватці крові уніфікованим методом

Принцип методу. Трансамідиназа каталізує перенесення аміди-нової групи з L-аргініну на гліцин з утворенням продуктів реакції L-орнітину та гуанідиноцтової кислоти. Фермент також прискорює ре​акцію перенесення амідинової групи з L-канаваніну на L-орнітин з перетворенням їх на L-аргінін та L-канавалін.
Утворений L-аргінін визначають на спектрофотометрі або на фотоелектроколориметрі за кольоровою реакцією Сакагучі в моди​фікації Сакате та Люка при λ = 490...500 нм.
Реактиви.
1. Фосфатний буфер, розчин 0,14 моль/л (рН = 7,5).
2. Буферний розчин канаваніну сульфату, розчин 7,0 ммоль/л.
3. Буферний розчин орнітину гідрохлориду, розчин 7,0 ммоль/л.
4. Розчин ТХО к-ти.
5.Розчин хромогену.
6. Розчин М-бромсукциніміду концентрацією 0,1 г на 100 мл.
7. Стандартний розчин L-аргініну гідрохлориду.
Матеріал для дослідження. Свіжа сироватка або плазма крові. Перед проведенням аналізу слід приготувати такі реагенти:
1.Досліджуваний матеріал. У чисту суху пробірку вносять 1 мл фосфатного буфера та 1 мл сироватки крові або сечі. Вміст про​бірки обережно перемішують.
2.Суміш для проведення реакції.
3.Субстратний розчин - суміш буферних розчинів канаваніну й орнітину.
Хід визначення. У центрифужні пробірки з дослідними проба​ми відмірюють по 0,7 мл субстратного розчину (по 0,35 мл розчинів канаваніну й орнітину). Вміст пробірок преінкубують на водяній ба​ні при 37 °С протягом 5 хв., потім у дослідні та контрольну проби вносять по 0,2 мл «забуференої» сироватки крові або сечі (0,1 мл ці​лісної крові або сечі). Після перемішування проби поміщають у во​дяну баню при 37 °С, інкубують протягом 1 год. Потім пробірки виймають з бані і в контрольну пробу доливають 0,7 мл субстратно​го розчину. Реакцію припиняють додаванням 0,1 мл розчину ТХО к-ти. Вміст пробірок перемішують. Осад білків відділяють центрифугу​ванням протягом 10 хв при 3000 об/хв.

З надосадової рідини відбирають 0,5 мл, доводять об'єм во​дою до 2 мл. При проведенні кольорової реакції до 2 мл дослідної та контрольної проб добавляють 2 мл розчину 8-оксихіноліну і 1 мл розчину ЇЧ-бромсукциніміду. Після перемішування пробірки разом зі штативом ставлять у холодильник для ефективнішого роз​витку забарвлення.
Через 20 хв вимірюють оптичну густину дослідних проб на спект​рофотометрі при  λ= 500 нм або на ФЕКу при λ = 490 нм (зелений світлофільтр) у кюветі з товщиною шару 20 мм (кришку кювети кла​дуть під її дно). Як розчин для порівняння беруть контрольну пробу.

Активність трансамідинази в сироватці крові та в сечі виража​ють за кількістю L-аргініну (у ммоль або мкмоль), що утворився за 1 год інкубації дослідної проби при 37 °С, в розрахунку на 1 л сиро​ватки крові або сечі. Отже, для визначення активності ферменту в мкмоль/(сл) отримані за калібрувальною кривою значення (мкмоль L-аргініну) необхідно помножити на 20 000 (2∙104).
Хімічна й фармакологічна інтерференція. Підвищують актив​ність вітамін D, золото, саліцилати, амфотерицин В, ампіцилін, це-порин, гентаміцин, ізоніазид, канаміцин, фурадонін, стрептоміцин, сульфаніламіди, рентгеноконтрастні речовини та інші нефротоксичні лікарські препарати.

Нормальні значення. У сироватці крові та в сечі активність трансамідинази не визначається.
Лабораторна робота №16
Визначення активності лужної фосфатази в сироватці крові уніфікованим методом за гідролізом натрію N-нітрофенілфосфату
Принцип методу. Субстрат натрію и-нітрофенілфосфат гідро​лізується з утворенням «-нітрофенолу, який у лужному середовищі дає жовте забарвлення.

Реактиви.
1. Динатрієва сіль п-нітрофенілового етеру фосфатної кислоти, ч. д. а.
2. Хлороводнева кислота, розчин 1 ммоль/л.
3. Натрію и-нітрофенілфосфат, розчин концентрацією 4 г/л у роз​чині НС1 1 ммоль/л,
4. Амінооцтова кислота (глікокол, гліцин), ч. д. а. або х.ч.
5. Магнію хлорид 6-водний, ч. д. а. або х. ч.
6. Натрію гідроксид, ч. д. а. або х. ч.; розчини 0,1 і 0,02 моль/л, що не містять вуглекислого газу.
7. Буферний розчин: розчин гліцинового буфера 0,05 моль/л з додаван​ням каталізатора - розчину магнію хлориду концентрацією 95 мг/л.
8. Субстратно-буферний розчин готують змішуванням однакових частин розчинів 3 і 7 (рН = 10,5).
9. -Нітрофенол, 5 • 105 М стандартний розчин.
Матеріал для дослідження. Свіжа, вільна від гемолізу, сиро​ватка або плазма крові. Цитрат, оксалат, ЕДТА, гепарин викликають інтерференцію. При зберіганні активність ферменту зростає.
Хід визначення. Дослідна проба: у пробірки вносять по 1 мл субстратно-буферного розчину, прогрівають при 37 °С протягом 5 хв., по​тім додають по 0,1 мл сироватки. Вміст пробірок перемішують, інкубують протягом 30 хв. при 37 °С. Після інкубації пробірки переносять у водяну баню з льодом, а потім додають по 10мл розчину NаОН 0,02 моль/л і ретельно перемішують. Через 5 хв. вимірюють екстинкцію проб на ФЕКу при  λ = 400.. .420 нм (фіолетовий світлофільтр) у кюветі з товщиною шару 1 см, порівнюючи з контрольною пробою.
Контрольну виконують так само, як дослідну, але сироватку додають після інкубації.
Розрахунок здійснюють за калібрувальним графіком.
Хімічна й фармакологічна інтерференція. Підвищує активність гемоліз, знижують -фториди, оксалати, гепарин, тартрат, етанол.
Нормальні значення. 278-830 нмоль/(сл), або 1-3 мкмоль п-нітрофенолу, звільненого 1 мл сироватки за 1 год інкубації - оди​ниці Бессея-Лоурі-Брока. Нормальні значення активності лужної фосфатази значною мірою залежать від віку.
Лабораторна робота №17

Визначення вмісту глюкози в біологічних рідинах (крові та сечі) за кольоровою реакцією з о-толуїдином

Принцип методу. Глюкоза при нагріванні з о-толуїдином у розчині оцтової кислоти дає забарвлену сполуку, інтенсивність заба​рвлення якої пропорційна концентрації глюкози.

Реактиви.

1. ά-Толуїдин, х. ч.

2. Оцтова кислота льодяна.

3. ТХО к-та, 3 %- вий розчин.

4. Тіосечовина.

5. Ортотолуїдиновий реактив: у 94 мл льодяної оцтової кислоти розчиняють 0,15 г тіосечовини і добавляють 6 мл ά--толуїдину. Реактив стійкий при зберіганні в холодильнику.

6. Стандартний розчин глюкози концентрацією 500 мг% (27,75 ммоль/л). Перед роботою готують стандартний розчин з концентрацією 5,5 ммоль/л (100 г на 100 мл).

Матеріал для дослідження. Свіжа сироватка або плазма крові. Хід визначення (за таблицею).

	Компоненти
	Дослідна проба, мл
	Контрольна

проба, мл
	Стандартна проба, мл

	ТХО к-та,

3 %-вий розчин
	0,9
	0,5
	0,5

	Кров
	0,1
	—
	—

	Стандартний розчин
	—
	—
	0,05

	Може стояти протягом 24 год
	Центрифугувати
	Не центрифугувати
	

	Центрифугат
	0,5
	—
	—

	ά -Толуїдиновий реактив
	4,5
	4,5
	4,5


Проби кип'ятять протягом 8 хв. на водяній бані, закривши про​бірки фольгою. Охолоджують водою до кімнатної температури. Колориметрують на ФЕКу в кюветі з товщиною шару 1 см при λ=590...650 нм (червоний, оранжевий світлофільтр), порівнюючи з контрольною пробою.

Розрахунок здійснюють за формулою:
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 Сд — концентрація глюкози в дослідній пробі, мг/100 мл (мг%) (коефіцієнт перерахунку в ммоль/л становить 0,0555); 

Сст— концен​трація глюкози в стандартному розчині, мг%; 

ЕД Ест— оптична гус​тина відповідно дослідної проби і стандартного розчину.

Для визначення вмісту глюкози в сечі її розводять у 2-10 і на​віть більше разів. Відбирають 0,1 мл і обробляють так само, як кров. При розрахунку результатів зважають на розведення сечі. Для пере​рахунку в ммоль/л результат слід помножити на коефіцієнт 55,5.

Примітки.

1. Побудова калібрувального графіка не рекомендується, оскільки інтенсивність забарвлення проб залежить від умов досліду.
2. При значеннях вмісту глюкози понад 300 мг на 100 мл (16,5 ммоль/л) рекоме​ндується розводити центрифугат, а потім зважати на це при розрахунках.
3. Наявність білка в сечі на визначення глюкози не впливає.
Нормальні значення. У крові: 60-100 мг на 100 мл, або 3,33-5,55 ммоль/л; плазмі: 60-110 мг на 100 мл, або 3,33-6,105 ммоль/л; сечі: не більш як 0,02 %, або 1,11 ммоль/л.

Лабораторна робота № 18
Визначення вмісту сіалових кислот у сироватці крові за реакцією з резорцином

Принцип методу. При додаванні ТХО к-ти до сироватки крові та нагріванні відбувається м'який гідроліз глікопротеідів з відщепленням нейрамінової кислоти, яка потім вступає в реакцію з розчином ре​зорцину в хлороводневій кислоті з утворенням хромогену синього кольору.

Реактиви.
1. Резорциновий реактив.
2. Реактив для екстракції.
3. ТХО к-та, 5 %-вий розчин.
4. Основний стандартний розчин: 50 мг%-вий водний розчин N-ацетилнейрамінової кислоти (готують із кристалічної N-ацетил-нейрамінової кислоти).
Хід визначення (за таблицею).
	Компоненти
	Дослідна проба, мл
	Контрольна проба, мл

	ТХО к-та, 5%-вий розчин
	1,9
	—

	Сироватка
	0,1
	—

	Пробу перемішують, кип'ятять на водяній бані 7 хв., охолоджують під проточною водою до кімнатної температури, профільтровують

	Фільтрат
	0,5
	—

	Дистильована вода
	0,5
	1,0

	Резорциновий реактив
	1,0
	1,0

	Закривши пробірки, вміщують їх у водяну баню на 15 хв., охолоджують під проточною водою

	Розчин для екстракції
	3,0
	3,0



Розрахунок здійснюють за калібрувальним графіком.
Нормальні значення. Концентрації сіалових кислот у сироватці крові, виражені через концентрації ЇЧ-ацетилнейрамінової кислоти, коливаються (за даними різних авторів) у межах від 62 до 73 мг% (в середньому 65 мг%).
Лабораторна робота №19

Визначення вмісту глікопротеїнів у сироватці крові за методом О. П. Штейнберг та Я. Н. Доцента

Принцип методу. Розчин фруктози (при кип'ятінні глюкоза перетворюється на фруктозу) у присутності амонію молібдату та концентрованої кислоти дає синє забарвлення, інтенсивність якого залежить від кількості глікопротеїнів.

Реактиви.

1. ТХО к-та 20 %-ва (для осадження білків).

2. Робоча суміш.

Хід роботи. У пробірку вносять по 0,2 мл сироватки крові, 0,4 мл Н20, 1 мл 20 %-вої ТХО к-ти. Суміш ретельно перемішу​ють, закривають центрифужною пробіркою, кип'ятять на водяній бані точно 20 хв., після чого охолоджують і центрифугують. По 1 мл центрифугату перемішують з 3,5 мл робочої суміші й кип'я​тять на водяній бані 20 хв. Після охолодження проби колориметрують на ФЕКу в кюветі з товщиною шару 10 мм при червоному світлофільтрі.

Контролем є проба, оброблена так само, як і дослідна, але за​мість сироватки в ній беруть 0,2 мл Н2О. Показниками служать зна​чення екстинкції (умовні одиниці). Нормальні значення. 0,25-0,45 од.

Лабораторна робота №20

Визначення вмісту хондроїтинсульфатів у сироватці крові

Принцип методу. Хондроїтинсульфати викликають помутнін​ня сироватки крові в присутності риванолу, яке пропорційне їх концентрації.


Реактиви.

1.Ацетатний буфер (рН = 5,5).

2.Цитратний буфер (рН = 5,5).

3.Суміш буферів №1 та №2.

4.Риванол, розчин 0,1 моль/л.

Хід роботи. У пробірку вносять 5 мл буфера (№3) та 0,1 мл сироватки крові. Потім додають 0,1 мл риванолу. Вимірювання прово​дять через 5 хв на ФЕКу в кюветі з товщиною робочого шару 10 мм при зеленому світлофільтрі, порівнюючи з контрольною пробою.

Контрольну пробу обробляють так само, як і дослідну, але замість сироватки додають 0,1 мл Н2О.

Розрахунок здійснюють за формулою:
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6 - концентрація хондроїтинсульфатів за стандартом. 

Нормальні значення. До 0,100 г/л.

Лабораторна робота №21

Визначення рівня β-і  пре-β-ліпопротеїдів у сироватці крові експрес-методом

Принцип методу. При додаванні гепарину до сироватки крові за наявності хлориду кальцію утворюється гепарин-ліпопротеїновий комплекс. Мутність, що виникає, пропорційна вмісту β - і пре- β -ліпопротеїдів.


Реактиви.

1. Розчин кальцію хлориду 25 ммоль/л.

2. Розчин гепарину (1 мл має містити 1000 МО).

Матеріал для дослідження. Свіжа сироватка або плазма крові.

Хід визначення. У пробірку, в якій міститься 2,0 мл розчину кальцію хлориду 25 ммоль/л, додають 0,2 мл сироватки, ретельно перемішують і вимірюють екстинкцію при λ = 630...690 нм у кюветі з товщиною шару 0,5 см, порівнюючи з дистильованою водою. Потім додають 0,04 мл 1 %-вого розчину гепарину, ретельно перемі​шують і точно через 4 хв. (за секундоміром) вимірюють екстинкцію. Різниця між значеннями екстинкцій (Е2 – Е1) відповідає екстинкції, зумовленій вмістом β- і пре-β-ліпопротеїдів.

Розрахунок. Вміст β- і пре-β-ліпопротеїдів виражають в одини​цях екстинкції, помножених на 100:

С = (Е2-Е1)-100

Примітки.

1. Кров у пацієнта досліджують після 12-годинного голодування.

2. Сироватку потрібно досліджувати негайно після взяття.

3. На результати аналізу впливає якість гепарину.

Нормальні значення. 35-55 од.

Лабораторна робота №22
Визначення рівня загальних фосфоліпід1в у сироватці крові за вмістом загального фосфору

Принцип методу. Фосфоліпіди (ФЛ) осаджуються трихлороцтовою кислотою разом із білками крові. В отриманому осаді колориметрично визначають вміст фосфору. 


Реактиви.
1. ТХО к-та, 10 %-вий розчин.
2. Перхлоратна кислота, 57 %-вий розчин.
3. Амонію молібдат, водний розчин концентрацією 4 г%.
4. Основний розчин амінонафтолсульфонової кислоти (ейко-ногену).
5. Основний стандартний розчин калію дигідрофосфату. Робочий стандартний розчин готують розведенням основного стандартного розчину дистильованою водою в 100 разів. 
6. Хід визначення (за таблицею).
	Компоненти
	Дослідна проба, мл
	Контрольна проба, мл
	Стандартна проба, мл

	Вода
	3,0
	—
	—

	Сироватка крові
	0,2
	—
	—

	Розчин ТХО к-ти (перші 1,5 мл краплями), струшуючи пробірку
	3,0
	—
	—

	Залишають на 1-2 хв., центрифугують протягом 3-5 хв., надосадову рідину зливають і до осаду додають:

	57 %-вий розчин перхлоратної кислоти
	1,0
	—
	—

	Нагрівають на піщаній бані протягом 20-30 хв. (температура 80 °С), доки суміш знебарвиться

	Робочий стандартний розчин
	—
	—
	2,0

	57 %-вий розчин перхлоратної кислоти
	—
	0,8
	0,8

	Вода
	до 7,0
	до 7,0
	до 7,0

	Амонію молібдат
	1,0
	1,0
	1,0

	Ейконоген
	1,0
	1,0
	1,0


Через 20 хв. вимірюють екстинкцію на ФЕКу, порівнюючи з ко​нтрольною пробою, при λ = 630...690 нм (червоний світлофільтр) у кюветі з товщиною шару 1 см.

Розрахунок вмісту загальних фосфоліпідів здійснюють за формулою:
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Для перерахунку в мілімолі на літр отриманий результат слід помножити на 0,01292:
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Фармакологічна інтерференція. Підвищують рівень загальних ФЛ адреналін, естрогени, хлорпромазин; знижують — аспарагіназа, ацетилсаліцилова кислота, холестирамін, клофібрат, етанол, нікоти​нова кислота, тироксин.
Нормальні значення. 7,9-18,7 ммоль/л, або 150-230 мг% за​гальних фосфоліпідів.

Лабораторна робота №23

Визначення вмісту холестеролу

А. Визначення кількості холестеролу в ЛПВГ (а-ЛП)

Принцип методу. ЛПВГ залишаються розчиненими в плазмі крові (сироватці) після того, як β-ЛП і пре- β -ЛП преципітовані гепа​рином за наявності іонів мангану. У супернатанті визначають вміст холестеролу. 

Реактиви.
1. Мангану хлорид, розчин 2 моль/л.
2. Розчин гепарину, що містить 5000 од в 1 мл.
3. Ізопропіловий спирт.
4. Стандартний розчин холестеролу: 50 мг на 100 мл ізопропілового спирту, або 1,3 ммоль/л.
Хід визначення. До 1 мл сироватки або плазми крові у центрифужній пробірці, що знаходиться в штативі із льодом, приливають 40 мкл розчину гепарину, перемішують на змішувачі, додають 50 мкл розчину мангану хлориду, струшують. Сироватка стає кала​мутною. Пробірки залишають на льоду на 30 хв. Потім центрифугу​ють проби протягом 30 хв. при 2,5 тис. об/хв.. і температурі 4-6 °С. Обережно, щоб не піднявся осад, виймають пробірки і зливають верх​ній шар, який використовують для визначення холестеролу.
Вміст холестеролу можна визначити як прямим методом, так і після екстракції органічним розчинником.
Розрахунок вмісту холестеролу в пробі Сд обчислюють за формулою:
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Еа, ЕСТ — екстинкції відповідно дослідної та стандартної проб; 

Сст — концентрація стандартного розчину, ммоль/л.
Зважаючи на розведення сироватки, отриманий результат мно​жать на 1,09.
Примітки.
1. Верхній шар сироватки, що містить ЛПВГ, слід відсмоктати одразу після центрифугування, оскільки при нагріванні ЛПВГ теж починають преципітуватися.
2. Якщо сироватка каламутна, зверху може утворитися шар хіломікронів, з-під якого важко взяти пробу. У такому разі визначення слід повторити, збільшу​ючи кількість сироватки і відповідно — реактивів. При цьому прозорий шар буде більшим і з нього легше взяти пробу.
Фармакологічна інтерференція. Підвищують рівень ХС-ЛПВГ естрогени, пероральні контрацептиви, клофібрат, нікотинова кисло​та, фенітоїн; знижують — пробукал, гідрохлортіазид, прогестини.


Нормальні значення. 0,9-1,9 ммоль/л, або 35-75 мг на 100 мл.

Б. Визначення загального холестеролу в сироватці крові прямим методом, що ґрунтується на реакції Лібермана-Бурхарда (метод Ілька)

Принцип методу. Холестерол при наявності оцтової і сульфат​ної кислот та оцтового ангідриду утворює забарвлені в зелений ко​лір продукти.
Реактиви.
1. Реактив №1: змішують 1 частину льодяної оцтової кислоти, 5 частин оцтового ангідриду, 1 частину концентрованої суль​фатної кислоти. Суміш повинна бути безбарвною або ледь жов​туватою.
2. Стандартний розчин холестеролу концентрацією 180 мг%. 

Матеріал для дослідження. Свіжа сироватка або плазма крові. 


Хід визначення. До 2,1 мл реактиву додають 0,1 мл сироватки. Пробірку струшують і поміщають на 20 хв у термостат при темпера​турі 37 °С. Вимірюють екстинкцію на ФЕКу при λ= 630...690 нм (червоний світлофільтр) у кюветі з товщиною шару 0,5 см, порівню​ючи зі стандартним розчином.

Робочі стандартні розчини холестеролу обробляють так само, як і дослідні проби.


Розрахунок здійснюють за калібрувальним графіком.

Хімічна й фармакологічна інтерференція. Підвищують рі​вень холестеролу андрогени, кортикостероїди, адреналін, сульфа​ніламіди, тіазидні діуретики, антикоагулянти (фториди, оксала​ти), білірубін; знижують — аспарагіназа, хлорпропамід, хлортет-рациклін, колхіцин, галоперидол, канаміцин, інгібітори МАО, неоміцин.


Нормальні значення. 3,38-6,5 ммоль/л, або 130-250 мг%.

Лабораторна робота №24

Визначення вмісту кетонових тіл у крові за методом Натальсона

Принцип методу. Ацетон видаляють із крові концентрованою сульфатною кислотою в чашці Конвея. Видалений ацетон зв'язуєть​ся розчином натрію гідросульфіту. Ацетон утворює із саліциловим альдегідом сполуку, забарвлену в червоний колір у лужному середо​вищі. Інтенсивність забарвлення визначають фотометрично. Ацето​оцтову кислоту попередньо перетворюють на ацетон, термостатуючи її в кислому середовищі при 60 °С. Цим методом можна визначити вміст ацетону в сечі та плазмі крові.

Реактиви.

1. Натрію гідросульфіт, 2 %-вий розчин.
2. Сульфатна кислота, 10 %-вий розчин.
3. Натрію гідроксид, 40 %-вий розчин.
4. Розчин саліцилового альдегіду.
5. Стандартний розчин ацетону, 2 мг %.
6. Натрію фторид.

Матеріал для дослідження. Свіжа сироватка або плазма крові.

Хід визначення. У внутрішній простір чашки Конвея налива​ють 2 мл 2 %-вого розчину МаН80з. .1 мл крові вливають у зовніш​ній простір чашки Конвея, туди ж додають трохи натрію фториду для запобігання згортанню крові. У зовнішній простір чашки Конвея додають 0,5 мл 10 %-вого розчину сульфатної кислоти, чашку відра​зу щільно закривають кришкою, обережно перемішуючи вміст, щоб кров і сульфатна кислота змішалися. Чашку поміщають у термостат на 60 хв при 70 °С. За цей час ацетон дифундує у внутрішній простір чашки Конвея і зв'язується з натрію гідросульфітом. З внутрішнього простору чашки Конвея переносять у пробірку 1,5 мл її вмісту. Додають такий самий об'єм 40 %-вого розчину натрію гідроксиду і 0,3 мл саліцилового альдегіду, змішаного з абсолютним етиловимспиртом, перемішують і залишають на 20 хв. у термостаті при 50 °С. Після цього пробірку залишають на 30 хв при кімнатній температурі й фотометрують при λ. = 530 нм, порівнюючи з контрольною пробою на реактиви.
Контрольну пробу готують так само, як і дослідну, але замість крові беруть 1 мл води. Стандартний розчин обробляють так само, як і дослідний.

Розрахунок. Концентрацію ацетону обчислюють за формулою:
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Коефіцієнт перерахунку в одиниці СІ дорівнює 0,156. Для того, щоб визначити одночасно і вміст β-оксимасляної кислоти, необхід​но окиснити її до ацетону. Білки сироватки крові попередньо оса​джують вольфрамовою кислотою у співвідношенні 1:5, осад відфі​льтровують. До 3 мл фільтрату в зовнішньому просторі чашки Конвея додають 5 крапель 10 %-вого розчину сульфатної кислоти і 5 крапель 5 %-вого розчину калію або натрію дихромату. Далі про​водять визначення так, як описано вище.

Нормальні значення. Вміст кетонових тіл у крові становить 0,85-1,7 ммоль/л, або 5-10 мг%.

Лабораторна робота №25

Визначення малонового діальдегіду в крові за реакцією з тюбарбітуровою кислотою

Принцип методу. У процесі перекисного окиснення ліпідів утворюється малоновий діальдегід — основний показник утворених пероксидів, який виявляють флуоресцентним методом.

Реактиви.

1. Фізіологічний розчин.

2. Сульфатна кислота Н2804, розчин 0,08 моль/л.

3.Фосфорно-вольфрамова кислота, 10 %-вий розчин.

3. Тіобарбітуровий реактив.
4. n-Бутиловий спирт.
Хід визначення. 0,05 мл крові, взятої з пальця, переносять у центрифужну пробірку з 1 мл фізіологічного розчину, центрифугу​ють її протягом 10 хв. при 4000 об/хв. Беруть 0,5 мл надосадової рі​дини, переносять у другу центрифужну пробірку, добавляють 4 мл розчину Н2SО4 0,08 моль/л, перемішують, додають 0,5 мл 10 %-вого розчину фосфорно-вольфрамової кислоти, знову змішують і залиша​ють на 5 хв. при кімнатній температурі, після чого центрифугують протягом 10 хв. при 4000 об/хв. Надосадову рідину видаляють, до осаду додають 2 мл розчину Н2SО4 0,08 моль/л і 0,3 мл 10 %-вого розчину фосфорно-вольфрамової кислоти, змішують і знову центри​фугують протягом 10 хв. при 4000 об/хв, після чого зливають надоса​дову рідину. Осад суспендують у 4 мл дистильованої води й дода​ють 1 мл тіобарбітурового реактиву, нагрівають на водяній бані при 95 °С протягом години. Після охолодження під струменем проточної води приливають 5 мл n-бутилового спирту, ретельно струшуючи, центрифугують при 4000 об/хв протягом 15 хв. Визначають інтенси​вність флуоресценції в бутаноловому шарі при довжині хвилі збу​дження 515 нм та довжині хвилі флуоресценції 553 нм.

Результат реакції визначають у відносних одиницях флуоресценції.

Нормальні значення. 2,7-8,9 од.
Лабораторна робота №26
Методи визначення міоглобіну (Мв)

А. Метод висолювання (проба Блонгейма) Принцип методу ґрунтується на різній розчинності Мb і Нb у концентрованих розчинах амонію сульфату. Нb висолюється при нижчих концентраціях, ніж Мb.

Реактиви: амонію сульфат (NH4)2S04.
Хід визначення. Для одержання 80 %-вого розчину (NH4)2S04 до 5 мл добре відфільтрованої або відцентрифугованої сечі добавля​ють 2,8 г амонію сульфату. Сечу ретельно перемішують, після чого центрифугують. Надосадова рідина або фільтрат при наявності Мb в сечі будуть забарвлені у світло-коричневий або буро-червоний колір (залежно від концентрації Мb). Реакція вважається позитивною, як​що надосадова рідина або фільтрат безбарвні, це означає, що Мb у розчині немає. При наявності Нb осад набуває коричневого кольору, а надосадова рідина безбарвна. Метод є орієнтовним.
Нормальні значення. Мінімальні концентрації Мb, виявлені цим методом, становлять 30-40 мг%.
Б. Ідентифікація Мb методом електрофорезу
1. Ідентифікація Мb у сечі
Принцип методу ґрунтується на різній рухливості Мb і Нb в електрофоретичному полі. Мb переміщується від старту на полови​ну або 2/3 тієї відстані, на яку переміщується НЬ.
Реактиви.
1. Мединал-вероналовий   буфер   (рН  =   8,6);   іонна  сила  — 0,1 або 0,05.
2. Амідо чорний 10-В (барвник).
3. Бензидиновий барвник.
4. Відмиваючий розчин.
5. Папір для електрофорезу — ватман 3 або ацетатцелюлозна плівка. Режим роботи: мединал-вероналовий буфер (рН = 8,6) з іонноюсилою 0,05; напруга 150-250 В, сила струму 0,15-0,5 мА на 1 см по​перечного перерізу паперу, тривалість 8 год.

Хід визначення. На аркуш ватману розміром 17x40 см зі стар​товою лінією на відстані 16 см від поперечного краю паперу нано​сять проби сечі й стандартних розчинів МЬ та НЬ. Усі досліджен​ня дублюються. Залежно від мети дослідження на стартовій лінії попередньо роблять 6 або 8 поділок, які відповідають місцям нане​сення проб: завширшки 1 см (8 поділок) або 1,5 см (6 поділок). Сечу перед дослідженням бажано відцентрифугувати. Якщо концентрація невисока, сеча має звичайне забарвлення, але з бензидиновим реак​тивом дає різко позитивну реакцію, її необхідно концентрувати піс​ля попереднього діалізу.

На кінець шліфувального скла послідовно наносять 0,02 мл се​чі; контрольні розчини Мb і Нb обережно переносять на папір (його попередньо змочують буферним розчином, надлишок буфера вида​ляють фільтрувальним папером). Контрольні розчини Мb, Нb і сечу наносять на папір, також у певній послідовності: Нb, Мb, сеча. Дослідження дублюють на цьому ж аркуші (залежно від мети робо​ти два або три рази). Після електрофорезу фореграми знімають і переносять у сушильну шафу на 10 хв. при 120 °С або на ЗО хв. при 90 °С. Висушену фореграму розрізають на три частини, одну з яких забарвлюють амідо чорним, другу — бензидином, а третю зберіга​ють для архіву, оскільки забарвлення бензидином нестійке і зникає через 10-15 хв.
Фореграму опускають у лоток з розчином бензидину і через кілька секунд при наявності в досліджуваному матеріалі МЬ або НЬ на фореграмі з'являється яскраво-блакитна смуга, що відповідає рухливості контрольних розчинів Мb або Нb.
За характером рухливості невідомого пігменту відносно конт​рольних розчинів Мb чи Нb дають відповідь.
Якщо немає необхідності виявляти інші фракції білка в сечі, за​барвлення можна проводити одним лише бензидиновим розчином. При забарвленні фореграм амідо чорним розчин барвника вилива​ють у широкий лоток з кришкою. Фореграми опускають швидким рухом. Забарвлення продовжують 30 хв. і відмивають протягом 2 год, послідовно переносячи фореграми з одного розчину в інший 6-8 разів. Висушують на повітрі.
Нормальні значення. Мінімальні концентрації, що визнача​ються цим методом, 6-10 мг%.
2. Ідентифікація Мb у сироватці крові
Принцип методу. Мb на відміну від Нb не сполучається з гап-тоглобіном (білком, що входить до а2-фракції глобулінів сироватки) і переміщується від стартової лінії на значно меншу відстань, ніж фракції вільного і зв'язаного Нb. Мb розміщується між λ- і – γ фракціями глобулінів.
Режим роботи: веронал-мединаловий буфер (рН = 8,6) з іон​ною силою 0,1; напруга 120 В, сила струму 8-10 мА, тривалість 18-20 год.
Хід визначення. На аркушу ватману розміром 17x40 см нано​сять у певній послідовності контрольні розчини Мb, Нb та сироват​ку в кількості 0,01 мл. Дослідження дублюють. Одночасно можна досліджувати сечу. Фореграму висушують і забарвлюють амідо чор​ним 10-В і бензидиновим реактивом, як описано вище. При дослі​дженні білків сироватки методом електрофорезу на фореграмі є 5 фракцій (альбуміни, ά1-, ά 2-, β - та γ-глобуліни).
Якщо концентрація Мb у плазмі крові перевищує 30-40 мг%, то на електрофореграмі, забарвленій амідо чорним, з'являється додаткова фракція (Мb) між β- й γ-глобулінами; якщо нижча за 30 мг%, то цю фракцію можна виявити тільки при забарвленні бен​зидином.
За наявності в сироватці парапротеїнів між β- і γ-глобулінами можуть з'явитися інші фракції білків, тому забарвлення бензидином є обов'язковим для виявлення Мb. На фореграмі, забарвленій бензи​дином, майже завжди з'являються фракції гемальбумінів (на рівні альбумінів), фракції зв'язаного Нb (на рівні ά2-глобулінів) та вільно​го Нb (на рівні - β глобулінів).
У рідкісних випадках за наявності значної кількості Мb у сиро​ватці при забарвленні бензидином фракції Мb та вільного Нb мо​жуть зливатися, але забарвлюються вони окремо.
Методом електрофорезу можна виявити концентрації Мb у сироватці в межах 3-6 мг%, але тільки при забарвленні фореграм бензидином.
Діагностична цінність визначення Мb зросла з появою радіо-імунного методу.
Нормальні значення. Вміст Мb в сироватці крові: (49±17) мкг/л у чоловіків і (35±14) мкг/л у жінок.
Лабораторна робота №27
Визначення вмісту білірубіну в сироватці крові за діазореакцією при наявності акселератора (метод Ієндрашика, Клеггорна та Грофа)

Принцип методу. Під час взаємодії сульфанілової кислоти з натрію нітритом утворюється діазофенілсульфонова кислота, яка дає з кон'югованим (прямим, зв'язаним) білірубіном сироватки кро​ві рожево-фіолетове забарвлення. За інтенсивністю забарвлення ви​значають концентрацію білірубіну, що дає пряму реакцію. При до​даванні до сироватки крові кофеїнового реактиву некон'югований (незв'язаний, непрямий) білірубін переходить у розчинний дисоці-йований стан і з сумішшю діазореактивів також дає рожево-фіолето​ве забарвлення. Інтенсивність забарвлення є показником концентра​ції загального білірубіну. За різницею між вмістом загального та кон'югованого білірубіну визначають концентрацію некон'юговано-го білірубіну.

Реактиви.
1. Кофеїновий реактив.
2. 0,9 %-вий розчин натрію хлориду.
3. Діазосуміш:
а)
діазореактив І;
б)
діазореактив II. Перед роботою змішують 10 мл діазореактиву І і 0,3 мл діазореактиву П.

Матеріал для дослідження. Свіжа сироватка або плазма крові.

Хід визначення (за таблицею).
	Компоненти
	Загальний білірубін, мл
	Кон'югований білірубін, мл
	Контрольна проба, мл

	Сироватка крові
	0,50
	0,50
	0,50

	Кофеїновий реактив
	1,75
	—
	1,75

	0,9 %-вий розчин натрію хлориду
	—
	1,75
	0,25

	Діазосуміш
	0,25
	0,25
	—


Для визначення кон'югованого білірубіну проби колориметру-ють через 5-10 хв. після додавання діазосуміші, оскільки при зволі​канні в реакцію вступає некон'югований білірубін.
Для визначення загального білірубіну пробу залишають на 20 хв, після чого колориметрують. Надалі забарвлення змінюється.
Вимірювання проводять на фотоелектроколориметрі при λ = = 500...560 нм (зелений світлофільтр) у кюветі з товщиною шару 0,5 см, порівнюючи з водою. Від показників, отриманих при колори-метруванні загального та кон'югованого білірубіну, віднімають по​казник контролю або колориметрують, порівнюючи з ним.
Розрахунок здійснюють за калібрувальним графіком. Знаходять вміст загального і кон'югованого білірубіну. Для визначення рівня некон'югованого білірубіну від показника загального його вмісту віднімають показник кон'югованого білірубіну.
Примітки.
1. Сироватка не має бути гемолізованою.
2. Перед визначенням білірубіну обстежуваній особі не можна приймати ліки або вживати продукти, які викликають штучне забарвлення сироватки (морк​ва, апельсини тощо), не слід також уводити вітамін С.
3. Для перерахунку міліграм-відсотків (мг/100 мл) у мікромолі на літр користу​ються коефіцієнтом 17,10.
Фармакологічна інтерференція. Концентрація білірубіну в си​роватці крові дещо зростає під впливом таких препаратів, як фенітоїн, натрію йодат, сульфаніламіди (переважно фракція кон'югованого білірубіну), індометацин, саталон, тимолол, вітамін К. Знижують вміст білірубіну аспірин, вітамін С.
Нормальні значення. Вміст загального білірубіну становить 8,5-20,5 мкмоль/л (0,5-1,2 мг%). У нього майже 75 % припадає на некон'югований білірубін

.
Лабораторна робота №28
Визначення вмісту неорганічного фосфору в сироватці крові та в сечі уніфікованим методом за відновленням фосфорно-молібденової кислоти

Принцип методу. Після осадження білків та кислотонерозчинних сполук фосфору в надосадовій рідині залишається неорга​нічний фосфор, який при взаємодії з молібденовою кислотою утво​рює фосфорно-молібденову кислоту. Остання відновлюється ейконогеном або аскорбіновою кислотою до фосфорно-молібденового комплексу синього кольору, інтенсивність забарвлення якого прямо пропорційна концентрації неорганічного фосфору в біологічному субстраті.

Реактиви.
1. Розчин трихлороцотової кислоти концентрацією 100 г/л (10 %-вий).
2. Розчин амонію молібдату.
3. Сульфатна кислота, 5 н розчин.
4. Розчин амінонафтолсульфонової кислоти (ейконогену).
5. Основний стандартний розчин, містить 50 ммоль фосфору в  1л.

Хід визначення. 0,5 мл сироватки (плазми) крові або сечі (роз​веденої в 10 разів дистильованою водою), 2,5 мл 10 %-вого розчину ТХО к-ти, 2 мл дистильованої води ретельно перемішують і залиша​ють на 10 хв. Потім проби колориметрирують на ФЕКу з червоним світлофільтром (660-680 нм) у кюветі з товщиною шару 10 мм, по​рівнюючи з контрольною пробою.

Контрольна проба: 2,5 мл 10 %-вого розчину ТХО к-ти, 0,5 мл амонію молібдату, 0,1 мл розчину ейконогену (або аскорбінової кис​лоти) і 0,9 мл Н20.



Розрахунок здійснюють за калібрувальним графіком.

Розрахунок для сечі: кількість фосфору в мілімолях на літр, від​найдену за калібрувальним графіком, множать на 10 (розведення сечі) та на діурез у літрах, результат виражають у мілімолях за добу.

Фармакологічна інтерференція. Збільшують вміст фосфору в кро​ві андрогени, вітамін І), ерго- та кальциферол, фуросемід, гідрохлортіазид, метицилін (нефротоксичність), пероральні контрацептиви, паратгормон, фосфати, етидронат натрію, тетрациклін (нефротоксич​ність). Хімічну інтерференцію викликають білірубін, гемоглобін, де​тергенти (забруднений посуд).

Знижують вміст фосфору амінокислоти, ацетазоламід, знеболюючі засоби, протисудомні препарати, кальцитонін, адреналін, естрогени, фруктоза, глюкоза, гідрохлортіазид (при тривалому застосуванні), ін​сулін, фенотіазини.

Занижують результати досліджень внаслідок хімічного впливу ци​трати, манітол, оксалати, тартрати.

Вплив факторів на екскрецію неорганічного фосфору із сечею. Завищують результати досліджень аланін, аспарагіназа, ацетилсаліци​лова кислота, ацетазоламід, гідрокарбонати, солі бісмуту, кальцито​нін, кортикостероїди, паратирин, меркурієві діуретики, фосфати, трип​тофан. Занижує результати досліджень манітол.

Нормальні значення. Сироватка: у дітей 1,45-2,10 ммоль/л; до​рослих 0,87-1,45 ммоль/л.

Сеча (добова): 12,9-42,0 ммоль/добу.

Лабораторна робота №29

Визначення вмісту кальцію в сироватці крові за кольоровою реакцією з мурексидом

Принцип методу. Мурексид утворює з кальцієм у лужному се​редовищі забарвлений комплекс, стійкість якого підвищують дода​ванням у розчин гліцерину.


Реактиви.

1. Мурексид-гліцериновий реактив.

2. Основний стандартний розчин кальцію, 25 ммоль/л.

3. Робочі стандартні розчини (1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 ммоль/л). Матеріал для дослідження. Свіжа сироватка або плазма крові. Хід визначення (за таблицею).

	Компоненти
	Дослідна проба, мл
	Стандартна проба, мл
	Контрольна проба, мл

	Вода
	0,3
	0,3
	0,4

	Сироватка крові (сеча)
	0,1
	—
	—

	Робочий стандартний розчин 2,5 ммоль/л
	—
	ол
	—

	Мурексид-гліцериновий реактив
	3,0
	3,0
	3,0


Вміст пробірок перемішують і через 5 хв. фотометрують у кюве​ті з товщиною шару рідини 0,5 см при λ = 490 нм, порівнюючи з контрольною пробою.

Розрахунок здійснюють за формулою:
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або за калібрувальним графіком.

Фармакологічна інтерференція. Підвищують рівень кальцію анаболічні гормони, андрогени, вітамін О, солі кальцію, діетилстіль-бестрол, тривале застосування діуретиків (хлорталідон, етакринова кислота, фуросемід, меркурієві й тіазидні діуретики), естрогени, пе-роральні контрацептиви, паратгормон, прогестерон.

Знижують — протисудомні препарати, аспарагіназа, кальцито-нін, карбеноксолон, кортикостероїди, естрогени в період менопаузи, гастрин, глюкагон, глюкоза, інсулін, проносні засоби (при надмірно​му вживанні), солі магнію, метицилін, мітраміцин, фосфати, а також оксалати, білок, сульфати.

Нормальні значення. Сироватка; у дітей — 2,20...2,70 ммоль/л; дорослих — 2,1 0.. .3,00 ммоль/л.

Сеча (добова): 2,5-7,5 ммоль/добу.

Методичні вказівки для практичних робіт підготували:                                 доц. Горбач Тетяна Вікторівна, ас. Мартинова Світлана Миколаївна. 
Методичні вказівки переглянуті і затверджені на засіданні кафедри
Завідувач кафедри, проф.                                                            Наконечна О. А.
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