STANOVENI OSMOTICKE FRAGILITY ERYTROCYTU

Princip:

Bunky reaguji na zménu osmotického tlaku. V hypotonickém prostredi buiika nasava vodu,
zvétSuje se a dochazi k popraskani jeji plasmatické membrany a k uvolnéni bunécného
obsahu. Pro studium tohoto fenoménu pouZijeme erytrocyty, které po popraskani (hemolyze)
uvoliuji hemoglobin, jenZ se da snadno stanovit. Hemolyza je patrna i pouhym okem.

K stanoveni hemoglobinu uvolnéného z erytrocytii se pouziva Drabkinovo ¢inidlo. Princip
reakce spoCiva vtom, Ze se hemoglobin a jeho derivaty oxiduji na methemoglobin
v pritomnosti alkalického ferikyanidu draselného. Methemoglobin reaguje s kyanidem
draselnym za vzniku barevného kyanomethemoglobinu. Intenzita barvy mérena pti 400 nm je
umeérna celkové koncentraci hemoglobinu.

PouZijeme lidské erytrocyty, které byly promyty fyziologickym roztokem, a tedy jiZ
neobsahuji plasmu.

Chemikalie:

Drabkinovo ¢inidlo — ferikyanid draselny (K;[Fe(CN)s]) a kyanid draselny (KCN)
v alkalickém prostredi

Pracovni postup:

POZOR! NOSTE RUKAVICE A PLAST - PRACUJETE S BIOLOGICKYM
MATERIALEM, POTENCIALNE INFEKCNIM, A SVYSOCE TOXICKYM
DRABKINOVYM CINIDLEM!

1. Oznacte si 5 eppendorfek (malé plastové zkumavky) ¢isly 1-5 a do kazdé zkumavky
napipetujte 1 ml odpovidajiciho roztoku:

Roztok 1: nefedény fyziologicky roztok

Roztok 2: fyziologicky roztok fedény vodou v poméru 3:1

Roztok 3: fyziologicky roztok fedény vodou v poméru 2:1

Roztok 4: fyziologicky roztok fedény vodou v poméru 1:1

Roztok 5: fyziologicky roztok fedény vodou v poméru 1:5, obsahujici NH4Cl

(NH.4CI navodi zkrat zbyvajicich membranovych pump)

2. Do zkumavek 1-5 napipetujte po 50 pl suspenze erytrocytli, jemné promichejte a
nechte 10 min. stat. Pak zkumavky centrifugujte (3000%g/ 3 min.) a opatrné odeberte
supernatant na stanoveni hemoglobinu.

Poznamka: supernatant je tekutina nad sedimentem, jenzZ vznika p¥i centrifugaci.

3. Pripravte si 5 sklenénych zkumavek 1-5 s2 ml Drabkinova cinidla. Do kazdé
zkumavky pridejte 50 pl supernatantu z predchoziho kroku a jemné promichejte.

Zméfte absorbanci ve vSech vzorcich pfi vinové délce 400 nm proti slepému vzorku
(obsahuje pouze Drabkinovo ¢inidlo).



Vzhledem k tomu, Ze se nejedna o Cerstvou krev, zjistite CasteCnou hemolyzu i ve
zkumavce €. 1. MnozZstvi hemoglobinu v ni stanovené povaZujte za kontrolu a odectéte je
od hodnot naméfenych ve zkumavkach 2-5. MnoZstvi hemoglobinu zméfené ve
zkumavce €. 5 je maximalni moZzné a vyjadiime je jako 100 % hemolyzy. Na tomto
zakladé potom vypocitejte % hemolyzy ve zkumavkach 2—4.

Pomoci kalibracni kfivky (k dispozici v laboratofi) vyjadrete své vysledky jako
koncentraci hemoglobinu v mg/1.
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