Dusikaté latky
nebilkovinné povahy

Ing. Martina Podborska, Ph.D.
OKB FN Brno

Zpracovano s pomoci prednasek RNDr. Petra Breineka

Skolni rok 2015/2016



LEd\" ny e )
o hlavni exkrecni organ A

a hlavni fce:

v' tvorba a vyluCovani moce:

vodorozpustné odpadni a
toxické latky

produkty metabolismu

v regulacni fce udrzeni
homeostazy

v ovliviuji metabolismus vody
a iontd, osmolalitu a
acidobazickou rovnovahu
organismu

v' mistem tvorby erytropoetinu
v tvorba aktivni formy vit. D

o k posouzeni fce a chorob
ledvin mohou slouzit
nasledujici biochemické .
parametry



Hlavni dusikaté latky nebilkovinné povahy

Analyt Zdroj Klinicky vyznam

* Onemocnéni ledvin

Mocovina (urea) L * Onemocnéni jater
Kreatinin Kreatin « Onemocnéni ledvin
e Zvyseny rozpad bunék
Kyselina mocova Purinové nukleotidy * Poruchy metabolismu
purind
e Onemocnéni jater
[ Aminokyseliny * Onemocnéni ledvin

e Deédicné poruchy
urosyntetického cyklu

* Onemocneéni jater
* Onemocnéni ledvin
Aminokyseliny Bilkoviny « Dé&di¢né poruchy
metabolismu
aminokyselin 3



Hlavni dusikaté latky nebilkovinné povahy

Qg

nejcastéji se jedna o odpadni latky, vyjimku tvori
aminokyseliny

0 jako odpadni latky jsou z organismu vylucovany moci

o jejich ucinné exkreci rozhoduje predevsim glomerularni
filtrace

chorobné stavy, které vedou k jejimu poklesu pUsobi
tzv. retenci téchto dusikatych latek

jejich hromadeéni v organismu = vzestup jejich
koncentrace v plazmé = vznik tzv. hyperazotémie

zvlastée hodnota mocoviny a kreatininu se proto pouziva
k diagnostice a sledovani prubéhu ledvinovych chorob



Jaké jsou doporucené metody?

Analyt

Mocovina (urea)

Kreatinin

Kyselina mocova

Cystatin C

Referencni metoda

ID-GC/MS
ID-LC/MS

ID-GC/MS
ID-LC/MS

ID-GC/MS
HPLC

IFCC/IRMM metoda

Certifikovany
referenc¢ni material

SRM 909b NIST
NIST/SRM 912a

SRM-NIST 967
SRM 909b NIST
NIST/SRM 914a

SRM 909b NIST
NIST/SRM 913a

ERM DA471/IFCC



0 je kone€nym produktem metabolismu bilkovin (aminokyselin) —
detoxikace NH;:

Proteiny
Aminokyseliny a-aminokyselina
l l oxidativni desaminace
Mocovinovy cyklus (jatra) a-ketokyselina + NH,
Mocovina (krev === moc) Mocovina (mog)

(ledviny)



Mocovina (urea)

vznika v jatrech (cca 16g/d= 0,5-0,7 mol/d) v mocovinovém cyklu
(metabolizovanim 2,9 g bilkovin vznika 1g mocoviny)

vylucuje se glomerularni filtraci modi (na rozdil od kreatininu je
zpétné resorbovana), mala ¢ast je metabolizovana ve streveé

v proximalnim tubulu se zpétne resorbuje 40-50% profiltrované
mocoviny, v distalnim tubulu zavisi resorpce na tom, zda je
vyluCovana koncentrovana nebo zfedéna moc (dehydratace
organismu se projevuje vzestupem mocoviny)
klinické vyuziti:
v stanoveni v séru - diagnostika ledvinovych chorob a sledovani jejich
prubéhu
v stanoveni v moci — odhad stupné katabolismu bilkovin u kriticky
nemocnych pacientd, sledovani dusikové bilance y



Mocovina (urea)

o koncentrace v krvi zavisi na:
v vyluCovani mocoviny ledvinami v moci

v’ jeji tvorbé (zvySeny rozpad proteinu == horecka, sepse,
hladoveéni)

v’ obsah proteinu v dieté

a referencni rozmeazi:
v S-mocdovina:  Muzi: 2,0-8,3 mmol/I
Zeny: 2,0 - 6,7 mmol/I

v dU-mocovina: 167- 583 mmol/24h



Mocovina (urea)

a zvySena koncentrace v séru muze byt také zpusobena:
v zvysenym prijmem bilkovin v potraveé

v zvysenym katabolismem bilkovin u zavazné nemocnych
pacientu

v zahusténim vnitrniho prostredi pri dehydrataci

v snizenim glomerularni filtrace pri hypovolémii (extrarenalni
urémie)

a shiZzena koncentrace v séru muze byt také zpusobena:
v nizkym prijmem bilkovin v potrave (proteinova malnutrice)

v tézkou poruchou funkce jater - jaterni selhani (nedostatecna
tvorba mocoviny)

v hyperhydrataci; retenci vody (infuzni |écba, gravidita)



Mocovina (urea) — metody stanoveni

1. Referencni metody:

a) ID-GC/MS a ID-LC/MS

v standardni pridani znacené mocoviny (izotopova diluce) do
analyzovaného vzorku a nasledné stanoveni kombinaci
GC/LC-MS

b) HPLC

v vysokoucinna kapalinova chromatografie
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Mocovina (urea) — metody stanoveni

2. Doporucena rutinni metoda - enzymova:

v kineticky test s ureazou a glutamatdehydrogenazou (GMD):

H.N-CO-NH, + 2 H.O % 2 NH,* +CO.,%
2 2 2 4 3

NH,* + 2-oxoglutarat + NADH 2% L-glutamat + NAD* + H,0

v rychlost poklesu koncentrace NADH je prfimo umérna koncentraci
mocoviny ve vzorku a meéri se fotometricky pri 340 nm

11
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o vznika ve svalové tkani jako konecny produkt premeéeny svalového
kreatinu (dehydratace)

o kreatin vznika v jatrech, pankreatu a ledvinach, podili se na tvorbé
energie potrebné ke kontrakci sval

kreatin + ATP == kreatinfosfat + ADP (CK)

kreatinfosfat === kreatin === kreatinin + H,0

: ~0
_ /MH.-L@ neenzymoveé ve svalu _NH- o
HN=C_ _ - HN:’C\ + p.t HEO
N—CH, —C00 T_CHE :
CH, CHg
kreatinfosfat kreatinin
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o klinické vyuziti:
v stanoveni v séru - diagnostika ledvinovych chorob a sledovani jejich
prubéhu
v stanoveni v moc¢i — hodnota pro vypocet kreatininové clearance

o koncentrace v séru zavisi na:
v na jeho vylucovani glomerularni filtraci ledvinami
v na jeho syntéze ze svalového kreatinu (svalova hmota)

o referencni rozmeazi:
v S-kreatinin: Muzi: 60 — 100 umol/i
Zeny: 50— 90 pmol/I

v dU-kreatinin: 8,8 — 15,0 mmol/24h
14
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;\j == 2 Kreatinin — mEtOdy stanoveni

1. Referencni metody:

a) ID-GC/MS a ID-LC/MS

v standardni pridani znaceného kreatininu (izotopova diluce)
do analyzovaného vzorku a nasledné stanoveni kombinaci
GC/LC-MS

v Certifikovany referencni material: SRM-NIST 967
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< 252 Kreatinin — metody stanoveni

2. Doporucené rutinni metody - enzymové stanoveni:

2.1 Stanoveni kreatinu vzniklého z kreatininu:
a) kreatininaza/kreatinaza/SOX (sarkosinoxidaza)/POD (peroxidaza)

b) kreatininaza/CK (kreatinkinaza)/PK (pyruvatkynaza)/LD
(laktatdehydrogenaza)

2.2 Stanoveni amoniaku vzniklého z kreatininu:

v kreatininiminohydrolaza/GIDH (glutamatdehydrogenaza)

16
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< 252 Kreatinin — metody stanoveni
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2. Doporucené rutinni metody - enzymové stanoveni:

2.1 a) Stanoveni kreatinu vzniklého z kreatininu:
kreatinin + H,0 === kreatin (kretininaza)
kreatin + H,0 === sarkosin + mocovina (kreatinaza)

sarkosin + H,0 + O, == glycin + formaldehyd + H,0, (sarkosinoxidaza)
H,0, + 4-aminoantipyrin + fenol == chinonmonoiminové barvivo + H,0
(peroxidaza)

v absorbance vzniklého barviva je umeérna koncentraci kreatininu
v analyzovaném vzorku

v reakéni usporfadani musi eliminovat endogenni kreatin pritomny
v analyzovaném vzorku

v rusici vliv kyseliny askorbové se odstranuje pridavkem askorbatoxidazy

(AOX)
17
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< 252 Kreatinin — metody stanoveni

2. Doporucené rutinni metody - enzymové stanoveni:

2.1 b) Stanoveni kreatinu vzniklého z kreatininu:
kreatinin + H,0 === kreatin (kretininaza)
kreatin + ATP = kreatinfosfat + ADP (kreatinkinaza)
ADP + fosfoenolpyruvat == pyruvat + ATP (pyruvatkinaza)

pyruvat + NADH — L-laktat + NAD* (laktatdehydrogenaza)

v pokles absorbance pfi 340 nm zpusobeny ubytkem NADH je umérny
koncentraci kreatininu v analyzovaném vzorku
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< 252 Kreatinin — metody stanoveni

2. Doporucené rutinni metody - enzymové stanoveni:

2.2 Stanoveni amoniaku vzniklého z kreatininu:

kreatinin + H,0 === 1-methylhydantoin + NH,
(kreatininiminohydrolaza)

NH,* + 2-oxoglutarat + NAD(P)H — glutamat + H,0 + NAD(P)*
(glutamatdehydrogenaza)

v sleduje se spektrofotometricky pokles absorbance NAD(P)H pfi 340 nm
(opticky test), ktery je umérny koncentraci kreatininu v analyzovaném
vzorku

v vysledek musi byt korigovan na obsah pritomného amoniaku
v analyzovaném vzorku

19
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< 252 Kreatinin — metody stanoveni
3. Doporucené rutinni metody — pouzivajici Jaffého reakci:
alkalicky
roztok

(NaOH); pH>7
kreatinin + kyselina pikrova =—= komplex kreatinin-kyselina

. pikrova
® o (cervenooranzovy komplex)
/@: N - - T 02 NO,
o)
e

cerveny

v rychlost tvorby barevného komplexu je pFfimo umeérna
koncentraci kreatininu v analyzovaném vzorku

AN

nespecificnost mereni
reaguji: proteiny, ketony, bilirubin, nékteré léky,...

AN
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< =% Kreatinin — metody stanoveni

3. Doporucené rutinni metody — pouzivajici Jaffého reakci:

Minimalni pozadavek pro pouzivani:

metrologicka navaznost (SRM-NIST 967)

navaznost na referen¢ni metodu (ID-GC/MS)

matematicka korekce (odecet pseudokreatininovych chromogenu)
Jaffého metody v pediatrii jsou pro vypocet eGFR nevhodné

AN N N RN

pro stanoveni kreatinu v moci lze povazovat metody enzymatické

a Jaffého za rovnocenné

21



Z7E Kreatinin — metody stanoveni

4. Jiné metody:

a)

c)

Elektrochemické metody (biosenzory)

GEM 4000, IL
) HPLC -
. -

CE




OH o
=105

Laktimova forma Laktamova forma
{Enoi-forma) {Oxo-forma)

o u Clovéka je konecnym produktem metabolismu purinu

v puriny jsou soucasti nukleovych kyselin (DNA), do krve se dostavaji z
potravy nebo pfi rozpadu a obnové bunék téla

o je malo rozpustna a cirkuluje v krvi v hladinach blizkych hodnote,
pri které jiz neni rozpustna (sodna sl je rozpustn&jsi (uraty))

2 u lidi a primatu chybi enzym urikaza, ktera umoznuje
premenu kyseliny mocové na lépe rozpustny allantoin

23



S A Kyselina moé€ova (2,6,8-trioxypurin)

a je vylucovana z 1/3 zazivacim traktem a ze 2/3 ledvinami;
neni to jen latka odpadni, ma vyznacny antioxidacni ucinek

o klinickeé vyuziti: diagnostika hyperurikémie
v dna
v rizikovy faktor u aterosklerozy
v |éCba cytostatiky (leukémie, lymfomy)

v hyperurikémie jako soucast retence dusikatych latek pfi renalni
insuficienci

24



S M Kyselina moéova (2,6,8-trioxypurin)

o koncentrace v krvi zavisi na:

v jeji produkci - potrava bohata na maso

v zvysena produkce napt. pri zvyseném rozpadu bunék (leukémie
|éCena cytostatiky)

v vyluCovani ledvinami moci

o referencni rozmeazi:
v S-kyselina mocova:  Muzi: 200 - 420 pumol/I
Zeny: 140 — 340 pmol/I

v dU-kyselina mocova: 0,5 -6,0 mmol/24h

25



1 Kyselina moéova — metody stanoveni

1. Referencni metody:

a) ID-GC-MS

v standardni pridani znacené 1,3-1°N kyseliny mocové
(izotopova diluce) do analyzovaného vzorku a nasledné
stanoveni GC-MS

v Certifikovany referenéni material: SRM 909b NIST, NIST/SRM
913a USA

b) HPLC

26



-~ Kyselina mocova — metody stanoveni

2. Doporucena rutinni metoda — enzymové stanoveni:

a pouzivajici enzymy urikazu a peroxidazu:

kyselina mocova + O, + 2H,0 == allantoin + CO, + H,0, (urikaza)
OH

N* N
*\ | J\ o 0y 5 H0 4,‘ /K + CO,; +|H,O,
HO™ "N TI\] OH
H

Kys. moCova alantoin

A293

H,0, + 4-aminoantipyrin + derivat fenolu=== H,0 + chinonmonoiminové
barvivo (peroxidaza)

2. Oxidaéni kopulace 4-aminoantipyrinu a derivatu fenolu

peroxidasa

2 H:0; + 4-AAP + derivat fenolu 4 H;O + barevny komplex

v barevny komplex je prfimo umeérny koncentraci kyseliny mocové a
stanovuje se spektrofotometricky v analyzovaném vzorku 27
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M Kyselina moéova — metody stanoveni

3. Jiné metody — enzymové stanoveni:
o pouzivajici enzymy urikazu a katalazu:
kyselina mocova + 2H,0 + O, = allantoin + CO, + H,0, (urikaza)

H,0, + methanol — formaldehyd (katalaza)

formaldehyd + acetylaceton + NH,* === dihydrolutidin + H,0

v vznik Zlutého derivatu dihydrolutidinu - Hantschova
kondenzacni reakce (stanoveni absorbance pri 405 nm)

28



4. Jiné metody — enzymové stanoveni:
a pouZivajici enzym urikazu /UV metoda:

kyselina mocova + 2H,0 + O, == allantoin + CO, + H,0, (urikaza)

v jedno z absorpénich maxim kyseliny mocové je pfi 293 nm
(UV oblast)

v allantoin vznikly oxidaci kyseliny mocoveé pfri této vinové délce
neabsorbuje

v koncentraci kyseliny mocové = ubytek absorbance
pfi 293 nm pred a po pridani urikazy k analyzovanému vzorku

29



1 Kyselina moéova — metody stanoveni

5. Elektrochemické metody:
a pfima potenciometrie:

v mereni ubytku O, Clarkovou elektrodou po pfidani urikazy k
reakéni smési obsahuji analyzovany vzorek

a enzymoveé elektrody (biosenzory)

30
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M Kyselina moéova — metody stanoveni

6. Chemické metody:
o zalozené na redukcnich viastnostech kyseliny mocove:

v redukce kyseliny fosfowolframové v alkalickém prostredi za
vzniku molybdenové modri nebo redukci zelezitych nebo
médnatych iontu na Zeleznaté a médné, které se stanovovuiji
specifickymi Cinidly (derivaty fenantrolinu nebo kuproinu) za
vzniku barevnych komplexu

v vSechny tyto metody jsou nespecifické a pro kvantitativni
stanoveni kyseliny mocové se jiz nepouzivaji

31



7~ & Amoniak (NH,)

a amonné kationty NH,*

o vznika pri degradaci bilkovin (katabolismu aminokyselin;
oxidativni deaminace) ve vsech tkanich, predevsim v jatrech
(také v ledvinach a svalech).

v nezanedbatelnym zdrojem amoniaku je také rozklad bilkovin
bakterialnimi enzymy ve streve

o je toxicky, v jatrech je preménovan na mocovinu a glutamin

v v mozku a jinych tkanich, které nemaji schopnost tvorit mocovinu,
se amoniak detoxikuje transaminacni reakci s 2-oxoglutaratem, za
vzniku glutamatu

32



7~ & Amoniak (NH,)

2 Dva hlavni zdroje amoniaku v organismu:

v dehydrogenacni deaminace glutamatu v bunkach
vétsiny tkani

v bakterialni fermentace proteint v tlustém stievé
amoniak difuzi prechazi do portalni krve == portalni
krev ma relativné vysokou koncentraci NH,

mm) odstranén jatry

33



7~ & Amoniak (NH,)

o 2Zvysena koncentrace v plazme:

v zavaZzna onemocneéni jater (pr. selhani jater- akutni nebo
chronické tézké poskozeni jater)

v snizeni prutoku krve jatry
v pfi vrozenych poruchach enzymu v mocovinovém cyklu

v Reyelv syndrom (vzacné poskozeni krve, jater a mozku,
vétsina pripadu je vyvolana virovou infekci)

v selhani ledvin

34



7~ & Amoniak (NH,)

Q Preanalyticka faze:

v stanoveni z plazmy (nesrazliva krev)

v krev se musi po odbéru ihned zchladit a zpracovat co nejdrive
(centrifugovat v chlazené centrifuze, do 20 min oddélit plazmu od
krevnich elementt), nebot hrozi falesné zvysené hodnoty

a Referencni rozmeazi:
v P-amoniak: 18 - 72 umol/i
Muzi: 15 - 55 pumol/I
Zeny: 11 — 48 pmol/I

o Certifikovany referencni material: neni k dispozici
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N

N c?’“ Amoniak (NH,) — metody stanoveni

H

1. Referencni metoda: neni k dispozici

2. Doporucena rutinni metoda:

2.1 Enzymové stanoveni:
a pouZivajici enzym GMD (glutamatdehydrogenazu)/UV:

NH,* + 2-oxoglutarat + NAD(P)H = glutamat + H,0 + NAD(P)*
(glutamatdehydrogenaza)

v spektrofotometricky se stanovi pokles absorbance, ktera je
umerna mnozstvi preménéného NADH na NAD+ pri 340 nm

v pokles absorbance je pfimo umerny koncentraci amoniaku

36
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N, c} “ Amoniak (NH,) — metody stanoveni

2. Doporucena rutinni metoda:

2.2 Elektrochemické metody (biosenzory):
a pfima potenciometrie
a konduktometrie

v meéri se zmeéna potencialu nebo vodivosti reakéni smesi, ktera je zavisla
na mnozstvi uvolnénych amonnych iontu v reakci

3. Jiné metody:

3.1 Chemické metody:

v amoniak reaguje s Nesslerovym cinidlem (alkalicky roztok jodidortutnatanu) za
tvorby oranZzového zabarveni

v amoniak reaguje s fenolem a chlornanem za vzniku modie zbarveného indofenolu
(Berthelotova reakce)

v metody se jiz v klinické biochemii nepouzivaji

3.2 Mikro-difuzni metoda .



R—CH—COOH

" 35%% Aminokyseliny

premény aminokyselin @=—| aminokyseliny

bilkoviny

l traveni

7 N
e

uhlikaty skelet

odstranéni aminoskupiny

-

amoniak

meziprodukty

o

itrdtového cyklu IE

pyruvdt, acetylkoenzym A

v

citrdtovy cyklus
+

dychaci retézec

{

4

oxid uhlicity, voda a energie

tvorba novych ldtek

mocovina

potrava
vlastni ——» | POOL degradace (role ziviny)
proteiny ¢—— AK » CO,, H,O, NH;3

syntetické cesty

RN

hem  kreatin yrimid hormony, neurotransmitery,
mediatory

jiné AK, tuky, sacharidy

_purin o
polyaminy karnitin

o Vyznam stanoveni:

v diagnostika dédiénych poruch
metabolismu AK (screening)

v" monitorovani vyZivy u
nemocnych v téezkém stavu
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R—CllH——COOH
NH,

3}?%‘ Aminokyseliny — metody stanoveni

1. Referencni metoda: neuvadi se

2. Chromatografické metody:
v"  lonexova chromatografie
v HPLC
v GC po prfevedeni aminokyselin na tékavé derivaty
v TLC pouiZivana jako semikvantitativni metoda

o  pro analyzu vétSiho spektra aminokyselin se pouzivaji automatickeé
analyzatory aminokyselin

3. Elektroforetické metody

4. Jednoduché chemické reakce

5. Imunoanalytické metody (viz. stanoveni homocysteinu)
6. Techniky DNA

39



o ‘g; Homocystein

o neesencialni sirna aminokyselina

o neni soucasti télesnych bilkovin

o vznika v organismu pfi premeénéeé methioninu (Met) na cystein(Cys) -
jako degradacni produkt S-adenosylmethioninu (donor
merhylenové skupiny)

inflammation

V 4 e Y 4 e e Y 4 C . theint ty f
0 nezavisly rizikovy faktor:  Soemeneneoe ‘
adhesion of thrombocytes

accumulation of fat layers

AN

kardiovaskularni onemocnéni

v periferni vaskularni onemocnéni
(arterialni i Zilni trombadza)

v" cerebrovaskularni onemocnéni
v' opakované ztraty plodu

Rizikovy faktor je priblizné
StEjnv jako u hyperlipidémie a Stimulates oxidation of

hyperplasia tunica intima low density lipoproteins
koureni.
PFevzato z: http://www.cardiovitamin.com/en/physicians/ 40



HS\/TVi\OH i HomocyStein

o Referencni rozmezi:

v P-homocystein: 5-15 umol/I

o Certifikovany referencni material: NIST SRM 1955

o Metody stanoveni:
1. HPLC
2. Imunochemické metody
3. Enzymové metody
4. GC-MS

41



oo _% Homocystein — metody stanoveni

1. HPLC (Vysokoucinna kapalinova chromatografie)

v' deproteinace
redukce
deprivatizace
analyza

N N NN

detekce (fluorometricka)



oo _% Homocystein — metody stanoveni

2. Imunochemické metody

v"  redukce oxidovanych forem (napf.1,4-dithio-D,L-threitol)

v enzymaticka pfeména homocysteinu
na S-adenosylhomocystein

v kompetitivni imunochemicka reakce se specifickou
monoklonalni protilatkou

v detekce

o Dalsi metody: ELISA,imunoturbidimetrie, chemiluminiscence,...
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oo i Homocystein — metody stanoveni

3.1 Enzymova metoda (,,cyklicka“):

Hcy + L-serin — cystathionin (CBS - cystathion B-syntaza)

cystathionin = pyruvat + amoniak + Hcy (BBL - cystathion B-
syntaza )

pyruvat + NADH — L-laktat + NAD* (LD - laktatdehydrogenaza)

v spektrofotometrické stanoveni - pokles absorbance pri 340 nm
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oo _% Homocystein — metody stanoveni

3.2 Enzymova metoda (,,cyklicka“) — Roche:

o nejdrive je oxidovana forma Hcy redukovana na voiny Hcy

Hcy + SAM === SAH + Met
HMTasa (homocystein-S-methyltransferaza)

SAH === Hcy + Adenosin
SAHasa (SAH hydrolaza)

Adenosin === |nosin + NH3
ADA (adenosindeaminaza)

NH3 + NADH + 2-oxoglutarit = glutamat + NAD+ + H20
GIDH
v spektrofotometrické stanoveni - pokles absorbance pri 340 nm

SAM (S-adenosylmethionin), SAH (S-adenosyl-homocystein), Hcy (Homocystein),
Met (Methionin), GIDH (Glutamatdehydrogenaza)
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