Oznaczanie bilirubiny calkowitej w plynach ustrojowych metodg utleniania

z uzyciem wanadanu jako czynnika utleniajacego

Wprowadzenie

Bilirubina jest organicznym zwigzkiem chemicznym, zo6ttym barwnikiem
— produktem degradacji cze$ci porfirynowej hemu (cze$¢ biatkowa — globina — degradowana
jest do pojedynczych aminokwasow, atom zelaza zostaje wiaczony do ogolnej puli Zelaza
organizmu, a hem ulega przeksztalceniu w linearna czasteczkg¢ — biliwerdyng, redukowana
z kolei do bilirubiny) uwolnionego wczesniej z hemoglobiny w §ledzionie, watrobie lub

szpiku kostnym.
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Dla celow klinicznych bilirubing wyraza si¢ jako dwie frakcje: zwiazana 1 wolna.
W  hepatocytach bilirubina jest enzymatycznie zwiazana z dwoma resztami kwasu
glikuronowego tworzac ester. Taka forme bilirubiny nazywa si¢ bezposrednia lub inaczej
zwiazana, cholebilirubing, bilirubing A. Nie taczy si¢ ona z biatkami krwi, dzigki czemu
z tatwoscia przedostaje si¢ do moczu, jest rozpuszczalna w wodzie. Wydzielana przez
watrobe do zo6fci bilirubina przedostaje si¢ do jelita, gdzie ulega przemianie pod wptywem
enzymow 1 bakterii jelitowych w urobilinogen, a nastgpnie w barwnik urobiling.

Bilirubina niezmodyfikowana kwasem glukuronowym wiaze si¢ z albuming 1 jest
okreslana jako posrednia lub tez wolna, hemobilirubina, bilirubina B. Oblicza si¢ ja jako
roznicg bilirubiny catkowitej 1 bezposredniej. Jest ona nierozpuszczalna w wodzie, w tej
postaci nie moze przenikna¢ do kigbuszkéw nerkowych 1 przedosta¢ si¢ do moczu. Moze za
to przenika przez barier¢ krew-mozg i w duzych stezeniach dziata¢ neurotoksycznie. Po
dostaniu si¢ do komorek watrobowych bilirubina posrednia jest dwukrotnie sprzggana
z kwasem glukuronowym. Przez to traci zdolno$¢ przenikania bariery krew-mozg i przestaje
by¢ zwiazkiem neurotoksycznym.

Prawidtowy poziom bilirubiny calkowitej w surowicy krwi cztowieka wynosi

0,3-1,0 mg/dl lub 5,1-17,0 umol/l. Po przekroczeniu stezenia 2-2,5 mg/100 ml krwi,



bilirubina dyfunduje do tkanek, powodujac ich zoétknigcie (zottaczka). Zwigkszenie stgzenia
bilirubiny w osoczu okre$la si¢ jako hiperbilirubinemi¢ - moze by¢ ona spowodowana
zwigkszonym wytwarzaniem bilirubiny w wyniku zéttaczki mechanicznej, zespotu Dubina-
Jonsona, schorzenia drog zotciowych czy pecherzyka zoéiciowego lub tez niezdolnoscia
wydzielania bilirubiny powstajacej w prawidtowych ilo$ciach przez uszkodzona watrobg.
Bilirubina zostata w ostatnich latach po raz pierwszy odkryta u pozbawionych krwi
ro$lin, gdzie bilirubina nie jest produktem rozktadu hemoglobiny, lecz chlorofilu. Dzieje sig¢
tak, gdyz oba barwniki maja podobna budowe. Odkrycia dokonano dopiero teraz, pomimo ze

rosliny z rodziny strelicjowatych sa bardzo popularne.

* Owoce strelicji
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Okazato sig, ze cechy intensywnie pomaranczowego barwnika meszku na owocach strelicji
(Strelitzia nicolai) (skorzasty pegkajacy owoc osiaga rozmiary grochu) nie pasuja do
wlasciwosci chemicznych znanych pigmentow roslinnych. Pochtanial on promieniowanie o
dhugosci fali innej niz w przypadku karotenoidow, poza tym w nietypowy sposob reagowat z
rozpuszczalnikami polarnymi 1 niepolarnymi. Strukture bilirubiny potwierdzono badaniami
NMR. Obecnie biochemicy badaja poszczegélne etapy rozktadu chlorofilu do bilirubiny.

[Zrodto: Science]

Cel ¢wiczenia:

Celem C(¢wiczenia jest ozmaczenie zawartosci bilirubiny catkowitej w plynach
ustrojowych metodq spektrofotometrycznq z udzialem metawanadanu sodu.

Bilirubina catkowita w obecnosci soli kwasu wanadowego i detergentu jest w
srodowisku kwasnym utleniana do barwnej biliwerdyny. Rozpuszczalny w wodzie glukuronian
bilirubiny wchodzi w reakcje bezposrednio, natomiast bilirubina zwiqzana z albuming

wymaga wczesniejszej hydrolizy pod wplywem detergentow. Reakcja utleniania powoduje



zmiane Zoltego zabarwienia charakterystycznego dla bilirubiny, do barwy zielonej
charakterystycznej dla biliwerdyny. Intensywnos¢ zabarwienia powstatej pochodnej, mierzona
przy diugosci fali 420 nm, jest proporcjonalna do stezenia bilirubiny catkowitej w badanej

probce.

Sprzet i materialy:

» Roztwor wzorcowy bilirubiny CORMAY MULTICALIBRATOR LEVEL 1

o stezeniu podanym przez prowadzacego,

» Surowica krwi ludzkie;j,

» Zestaw diagnostyczny do oznaczania st¢zenia bilirubiny catkowitej Lquick
Cor-BIL TOTAL sklada sie z dwoch oddzielnych odczynnikow I1-BIL TOTAL
i 2- BIL TOTAL. Sktad i stezenie sktadnikow w zestawie :

I-BIL TOTAL
* Bufor cytrynianowy (pH 2,8) 90 mmol/l
* detergent

2- BIL TOTAL
* bufor fosforanowy (pH 7,0) 4,6 mmol/l
¢ metawanadan sodu 3,0 mmol/1

6 ciemnych probowek typu eppendorf,

pipety automatyczne, koncowki do pipet,

1 kuweta polistyrenowa do pomiarow spektrofotometrycznych (d = 10 mm),
termostat,

Spektrofotometr UV-Vis SP-830 PLUS.
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Bilirubina jest wrazliwa na Swiatlo (ulega fotooksydacji), dlatego prébki nalezy chronié¢ przed

$wiatlem zaréwno slonecznym, jak i sztucznym.

Wykonanie é¢wiczenia:

1. Prdéba wzorcowa: do probowki typu eppendorf doda¢ 1 ml odczynnika do oznaczen

I-BIL TOTAL. Ogrza¢ do temperatury oznaczenia 37°C. Nastepnie doda¢ 100 pl
roztworu wzorcowego. Dokladnie wymiesza¢ 1 inkubowaé¢ 2 min. w temp. 37°C.
Nastgpnie przenies¢ 800 Ml roztworu do kuwetki. Odczyta¢ absorbancje Al prob
wzorcowych przy dtugosci fali 420 nm wzgledem powietrza. Po pomiarze doktadnie

calaq zawartos$¢ przenie$¢ do eppendorfa. Pomiar wykona¢ trzykrotnie.



2. Proba badana: do probowki typu eppendorf doda¢ 1 ml odczynnika do oznaczen

I-BIL TOTAL. Ogrza¢ do temperatury oznaczenia 37°C. Nastgpnie doda¢ 100 pl
roztworu badanego (surowicy). Doktadnie wymiesza¢ i inkubowaé¢ 2 min. w temp.
37°C. Nastegpnie przenies¢ 800 pl roztworu do kuwetki. Odczyta¢ absorbancjg Al
prob badanych przy dtugosci fali 420 nm wzgledem powietrza. Po pomiarze doktadnie
cata zawartos¢ przenie$¢ do eppendorfa.

3. Do eppendorfow z probami wzorcowymi i badanymi doda¢ 200 pl odczynnika do
oznaczen 2-BIL TOTAL.

4. Proba wzorcowa: Po dodaniu odczynnika do oznaczen 2-BIL TOTAL zawartos¢

doktadnie wymiesza¢ i po 10 minutach inkubacji w temperaturze 37°C odczytac
absorbancje A2 préb wzorcowych wobec powietrza przy tej samej diugosci fali.
Zabarwienie jest stabilne przez 30 min. Obliczy¢ AA = Al — A2. Pomiar wykona¢
trzykrotnie.

5. Proba badana: Po dodaniu odczynnika do oznaczen 2-BIL TOTAL zawarto$¢
doktadnie wymiesza¢ i po 10 minutach inkubacji w temperaturze 37°C odczytaé
absorbancj¢ A2 prob badanych wobec powietrza przy tej samej dlugosci fali.

Zabarwienie jest stabilne przez 30 min. Obliczy¢ AA = Al — A2. Pomiar wykona¢

trzykrotnie.
Préba Wzorcowa Badana
Sktadnik (PW) (PB)
probki
1-BIL TOTAL 1000ul 1000ul
Multikalibrator 100ul -
Roztwor badany - 100pl

Doktadnie wymiesza¢ i po 2 min. inkubacji w temp. 37°C odczyta¢ absorbancjg¢ Al
préob wzorcowych (PW) 1 badanych (PB). Nastepnie dodaé:
2-BIL TOTAL 200p1 200p1

Dobrze wymiesza¢ i doktadnie po 10 min. inkubacji w temp. 37°C przenies¢ 800 pl
roztworu do kuwetki 1 odczyta¢ absorbancj¢ A2 proby wzorcowej(PW) 1 badanej

(PB) wobec powietrza przy dlugosci fali 420 nm. Pomiar wykona¢ trzykrotnie.

Opracowanie wynikow:

» Obliczy¢ AA = Al — A2 dla obydwu prob;




» Obliczy¢ stezenie bilirubiny catkowitej w badanej probie korzystajac ze wzoru:

Stezenie bilirubiny catkowitej = AA(PB) / AA(PW) x stezenie kalibratora

Warto$ci prawidlowe (surowica):
dorosli 0,3-1,2 mg/dl (5-21 pmol/l)
Zalecane jest opracowanie przez kazde laboratorium wlasnych zakreséw wartosci
prawidlowych charakterystycznych dla lokalnej populacji.
Przeprowadzi¢ analizg statystyczna wynikow, obliczajac Srednia zawarto$¢ bilirubiny

catkowitej w probce, odchylenie standardowe oraz procentowy btad oznaczenia.
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Zagadnienia:

1.

Bilirubina (budowa, poznanie zagrozen wynikajacych z zachwiania réwnowagi
bilirubiny w organizmie, metody oznaczania bilirubiny we krwi).
Spektrofotometria UV-Vis (prawa absorpcji 1 odchylenia od tych praw, aparatura).

Opracowanie wynikow 1 ich ocena statystyczna.



