Biochemie Il prakticka cvi€eni
Priprava pracovniho materialu

Biochemistry Il Practical Exercises
Working Material Preparation

Jii St&pan

1. Uvod

Vyuka pfedmétu Biochemie II praktickéd cviceni ma na LF MU dlouhou tradici, s propracova-
nou ndplni véetné¢ modernich skript. Jadrem pfedmétu je seznameni studentti s klinickobio-
chemickymi metodami ve zdravotnictvi a s dodrzovanim spravné laboratorni praxe. Jelikoz se
jedna o studenty druhého ro¢niku, ktefi teprve vsttebavaji preklinické obory, je pro né klinic-
kobiochemicka problematika znacné slozitd a tdpou ve vyberu pro né podstatnych véci.
Z toho diivodu byla piipravena sada dopliujicich pomocnych studijnich materiali, které by
jim studium mohly usnadnit. Jedna se zejména o: Biochemie II - protokoly, jejichz smyslem je
zjednodusit a zefektivnit pfipravu studentli na praktickd cviceni, sjednotit formu a grafickou
upravu vypracovavanych protokolil a urychlit timto zpisobem vyucujicimu opravu protokoli.
Tyto materialy byly zavedeny vloni a v pfispévku je srovnana vyuka bez nich a s nimi viz
odstavec 4. Zavér.

2. Zakladni stavba materialu

Pii tvorbé zminénych materiali se vychazelo ze struktury jednotlivych kapitol skript TA-
BORSKA, E., aj. BIOCHEMIE II : prakticka cviceni. 2. pteprac. vyd. 2005. ISBN
80-210-3645-1." Jedna se celkem o 12 materialii v rozsahu 6 - 11 stran podle rozsahu piislus-
né laboratorni ulohy. Celkovy rozsah vSech materialt je 95 stran. Vse je dostupné studentim
ke stazeni na <http://portal.med.muni.cz/multimedialni-ucebni-pomucky>.>
Zde je zékladni stavba materialu:

e cviceni x: nazev cviceni (x je potadové Cislo cviceni 1 - 12),

e Uvod,

jednotlivé ukoly x.1, x.2, atd.,

problémy souvisejici s timto tématem (mysli se téma piislusného cviceni).

3. Ukazky rozsahlejSich ¢asti materialu
Nézev cviceni je dan ve skriptech.

Uvod je zestruénény uvod ze skript zaméfeny pouze na vysSetifované parametry, co se tyka
fyziologie, odkazuje na ptisluSné ucebnice. Uvod obsahuje nutné minimum teorie, které je po
studentech v praktickém cviceni vyzadovano a jsou z n¢ho namatkové piezkuSovani. Byl
zatazen z diivodu, aby néktefi studenti neopisovali celé strany ze skript.

Zde budou ukazany piedevsim jednotlivé ukoly a zminény 1 problémy souvisejici s timto téma-
tem.

3.1 Podrobnéjsi struktura jednotlivych ukolt
Nasledujici obrazky piinaseji pretisky vybranych ukoli.
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3.1 Enzymové stanoveni glukozy v séru

Metoda end-point (do ustaleni reakéni rovnovahy).

HO HO
0 OH .
glukosaoxidaza, + O,
oH > OH
- Hy O
OH = OH
OH
B-D-glukopyrandza D-glukono-1,
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Provedeni (viz skripta)
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Vypocet koncentrace glukozy v krevnim seru: ¢, = 5 Cam
- SEID
Ao absorbance vzorku pii 495 nm (bezrozmémé £islo)
Az1p..... absorbance standardu pii 495 nm {I:rezrozmeme cislo)
[ koncentrace glukazy ve vzorku (mmol dm™ nebo-li mmnl M

czT0......koncentrace glukdzy v kalibraénim roztoku (mmol dm™ nebo-li mmol I }

Vysledek:

Obr. 1: Enzymové stanoveni glukdzy v séru — princip a vypocet
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Hodnoceni vypocfteného vysledku (viz pravidla nize):

Hodnoceni

Porovnani vysledku s referenénim intervalem koncentrace glukdzy nalaéno u
zdrawvych dospélych. Referenéni hodnoty se lisi podle typu zpracovavangho
matenalu.

Vendzni Kapilarni
Krev 31-50 33-56
serum, plazma 33-56 39-63

==

Hypoglykemie (pod 2,8 mmol I Kiinické pfiznaky [ Glc pro mozek, akiivace sympatiku])
Normoglykemie

Hyperglykemis

Stanoveni diagnozy diabetu z hodnoty glykemie

Rozhodovaci analyza - porovnani zjisténe koncentrace s hraniéni hodnotou
koncentrace glukdzy + souéasna pritomnost klinickych pfiznakd (polyurie, polydipsie,
ubytek hmotnosti, ketonurie). Bezpfiznakovy nemocny - nejmené 2 = prekroteni
hraniéni hodnoty.

Plna krev Plazma
vendzni |  kapilarni vendzni |  kapilarni
Nalaéno 7 8
Kdykoli po jidle 10 | 11 12

Obr. 2: Enzymové stanoveni glukdzy v séru — hodnoceni

Komentar:

do protokolu je zafazen princip metody enzymového stanoveni glukozy v séru formou vycis-
lenych chemickych rovnic s chemickymi strukturnimi vzorci a ndzvy jednotlivych zicastné-
nych chemikalii. Na rozdil od skript jsou zavedeny chemické strukturni vzorce, protoze fada
studentli je uz od zkousky z Biochemie I pozapomnéla a schémata psana slovné nebo pouze
principy metod popsané v textu jsou pro n¢ ptili§ abstraktni.

Co se tyka stanovovaného parametru jsou zdliraznény u jednotlivych veli€in jejich jednotky,
uvedené, je se studenty probirdano odvozeni pfislusnych jednotek. Pokud ma veli¢ina vice
moznych jednotek, na prvnim misté jsou uvedeny jednotky upiednostnované ve fyzikalni
chemii, na druhém misté€ jednotka pouzivana v klinické biochemii. Na vypocet s vysledkem je
ponechané potiebné misto.

Co se tyka klinického hodnoceni, provedou ho studenti na zdklad¢é niZe uvedenych pravidel
ptevzatych ze skript, poptipadé u nekterych tloh doplnénych z dalsi literatury. Pravidla jsou
uvedena ve zhusténé podobé, je vzdy zdlraznéno, o ktery ze tii typl interpretace vysledkl se
jedné (porovnani vysledkl s referenénim intervalem, rozhodovaci analyza, kriticky rozdil).
Zdanliva malickost, ktera ovSem také mtize Cinit problémy.
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6.1 Stanoveni katalytické koncentrace kreatinkinazy v séru

Kreatinkinaza (CK) - cytoplazmaticky a mitochondrialni enzym katalyzujici fosforylac
kreatinu. 2 podjednotky: B (brain), M (muscle) = 3 izoenzymy: CK-MM (kosterni,
srdeini svalstvo), CK-MB (ze 40% celkové CK v srdetnim svalu, v kosternimjenz 1 - 2
% celkové CK), CK-BB (hlavné mozek, hladka svalovina délohy, nékteré nadory).

Kineticka metoda.

Opticky test (méfi se rychlost pfindstku NADPH ~ rychlost vzristu absorbance pfi 340 nm).

CK z pfidaného séra, + ADP,

H O Mg, N-acetylcystein (akfiva-
|l tory CK), diadencsinpentafosfat,
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HN_DI - kinazy) N Hh—
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B-D-glukopyrandza B-D-glukopyrandza-G-fosfat
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_ H ) . . _
0 SR . glukoza-B-fosfatdehydrogengza © © .
OH + MNADF > oH 0 + MADPH+H
OH OH
OH OH
B-C-glukogyrancza-6-fosfat B-fosfo-D-glukono-1,5-lakton

Provedeni (viz sknipta)

Wypotet katalyticke koncentrace CK v krevnim séru:

AA
katal kone. CK (ukat den™*) = —2 * 108.47
AL

MAaen  Zména absorbance vzorku pfi 340 nm (bezrozmémeé Eislo)

N S doba za kterou doslo ke zméné absorbance o AAasp (min)

Vztah plati pro objem séra 0,02 ml a celkovy objem reakéni smési (Einidlo + sérum)
1,02 ml.

Wysledek:

Obr. 3: Stanoveni katalytické koncentrace kreatinkinazy v séru — princip a vypocet
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Hodnoceni

Porovnani vysledku s referenénim intervalem katalyticke koncentrace CK
0,41 - 3,16 pkat I'" {muzi), 0,41 - 2,83 ukat I (Zeny).

Ke studiu: vyznam stanoveni kreatinkinazy pro diagnostiku infarktu myokardu

T CK - pfi IM pe 3 - 6 h, vrchol cbwykle pe 24 h, pozor moZnost uvoingni CK z kosterniho svalu
(fyzicka namaha, kfefe, poranéni svall, i.m. inj.) = CK je nespecificky a malo viznamny
ukazatel IM, pro poterzeni diagnézy stanovit CH-MB a dali markery IM (myoglobin, froponin)

Obr. 4: Stanoveni katalytické koncentrace kreatinkinazy v séru — hodnoceni

Komentar:

vvvvvv

(viz prvni reakce pfeména kreatinfosfatu na kreatin) je u vSech slozek uvedena jejich funkce.

Ve skriptech to studenti uvedeno nemaji a zvidavéjsi jedinci zde naleznou pottebné informa-
ce.

3.2 Podrobnéjsi struktura ¢asti ,,Problémy souvisejici s timto tématem"
Tato Cast je zcela pfevzata ze skript. Zmény a doplnéni jsou uvedeny v komentéii. Ptiklady
jsou vybrany ze cviceni 7: Vysetieni bilkovin v krevnim séru. Opét je uveden pietisk materid-
lu.

v 2. Kiteré zmény ve spektru sérovych proteinl nastavaji pfi chronickych
zanétlivych onemocnénich?

v 3. Jaky nalez ve spektru sérovych proteinu lze ot ekavat pii chronickych
hepatopatiich?

+ | albumin, T v-globuliny, . ai-globuliny, J protrombin (Quickdy test),
| chaolinesteraza (ale pii steatdze 7), (pfi cholestaze T oz a - globuliny)

v 4. Uvedte, jaké zmény (T zvydené, | snizené, N normalni) v bilkovinném
spekiru lze predpokladat u pacienta s tézkym bronchialnim astmatem.
(UvaZujte pouze z hlediska bilkovin probiranych v tomto cvideni).

» Dalsi lab. diagnostika: tasta eozinofilie, eozinofily ve sputu i v lavazni tekuting ziskans pfi
bronchoskopi (bronchoalveclami lavaz, BAL)

Obr. 5: Priklady otazek v ¢asti ,,Problémy souvisejici s timto tématem*
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Komentar:
zmeény oproti skriptiim jsou nasledujici:
e doplnéné odrazky, naznacujici pocet odpovédi na otdzky, na které studenti pii pecli-
vém prostudovani dané kapitoly ve skriptech mohou nalézt odpoveéd’,

e doplnéné odpovédi na otazky, na které neni mozné nalézt ve skriptech odpovéd’, (toto
bude mozné 1épe zaménit za konkrétni literarni pramen, kde lze odpovéd’ nalézt),

e doplnéni dalsi odrazky s dal$i laboratorni diagnostikou, aby si studenti uvédomili, ze
klinickobiochemické vySetfeni neni jedinou moznou laboratorni diagnostikou.

4. Zaver
Materialy Biochemie II - protokoly ptinesly nasledujici vyhody:
o zefektivnéni ptipravy studentl na prakticka cviceni,
e lepsi vhled do chemismu jednotlivych vysettfeni,
e unifikaci protokoli,
e Usporu ¢asu pro studenty,
e Usporu ¢asu pro vyucujiciho.
Studenti také v priab&hu semestru odhalovali drobné pieklepy, které mohly byt hned odstrané-
ny.
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