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MOCOVINA (urea)

Je konecnym produktem metabolismu
bilkovin (aminokyselin) - detoxikace NH;

Bilkoviny

|

Aminokyseliny

l

Mocovinovy cyklus (jatra)

l

Mocovina (krev - mocC)



Mocovina

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 moci ( na rozdil
od kreatininu je zpétne resorbovdna), mald cdst je
metabolizovdna ve strevé.

V proximalnim tubulu se zpétné resorbuje 40-50%
profiltrované mocoviny, v distalnim tubulu zavisi
resorpce ha tom, zda je vyluCovana koncentrovand
nebo zredénd moc (dehydratace organismu se
projevuje vzestupem mocoviny).



Koncentrace v krvi zavisi na:

vylu€ovani moc€oviny ledvinami moci

jeji tvorbé (zvyseny rozpad bilkovin - horecka,
sepse, hladovénti)

obsah proteint v dieté



Referencni rozmezi:

S-Mocovina muzi 2,0-8,3 mmol/l
zeny 2,0-6,7 mmol/l

dU-Mocovina 167-583 mmol/24h



Metody stanoveni

1. REFERENCNI metody

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

standardni pridani znacené mocoviny (izotopova diluce) do
analyzovaného vzorku a nasledné stanoveni kombinaci
plynove nebo kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

b) HPLC

vysokoucinna kapalinova chromatografie



2. Doporucena metoda (enzymova)
(ureaza/GMD)

H,N-CO-NH, + H,0 + — CO, + 2 NH,
mocovina ureaza
j + 2H"



NH," + 2-oxoglutarat + — L-glutamat + +H,0
glutamatdehydrogenaza (GMD)

spektrofotometricky - pokles absorbance NADH pfi 340 nm



3. ELEKTROCHEMICKE metody (biosenzory)

GEM 4000,IL

ureaza

NH
O=C{H, +H0  COz+2NHs,

T




KREATININ

Kreatinin vznika ve svalové tkdni jako
koneény produkt premény kreatinu
(dehydratace).

(Kreatin vznika v jatrech, pankreatu a ledvindch,
podili se na tvorbé energie potrebné ke kontrakci

svald)
kreatin + ATP — kreatinfosfat + ADP (CK)

kreatinfosfat —» — kreatinin + H,0

. 40
_ /NHf\-»@ neenzymoveé ve svalu _NH- o
HN=C_ —— H=6 | + P.+ Hy0

N— CH,,—C00" N— CH,

CH3 C H3
kreatinfosfat kreatinin




Koncentrace v krvi zavisi na:

» vylu€ovani kreatininu ledvinami moci
+ syntéze kreatinu (svalové hmoté)



Referencni rozmezi: pro vek 18 az 64 let

S-Kreatinin muzi 60 (64)-100(104) pmol/l
zeny 50(49)- 90 pmol/l

dU-Kreatinin 8,8-15,0 mmol/24h



1. Referencni metoda
ID-GC/MS a ID-LC/MS

standardni pridani znaceného kreatininu (izotopova diluce) do
analyzovaného vzorku a nasledném stanoveni kombinaci
plynoveé nebo kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

« Certifikovany referencni material
SRM-NIST 967



2. Kreatinin enzymaticky

1.Stanoveni vzniklého z kreatininu
o Kreatininasa/kreatinasa/SOX/POD
e Kreatininasa/CK/PK/LD

2. stanoveni vzniklého z kreatininu
 Kreatininiminohydrolasa/ GIDH




+ H,0 — kreatin
kreatininasa

kreatin + H,0 — sarkosin + mocovina
Kreatinasa

sarkosin + H,0 +O, —glycin +formaldehyd + H,O,

sarkosinoxidasa

+AAP+fenol — chinonmonoiminové barvivo + H,0
peroxidasa (oxidacni kopulace)



Princip a postup méteni

KREATIN + H,0 - SARKOSIN + MOCOVINA
SARKOSIN + H,0 +O, 3GLYCIN + HCHO + H,0,

H,O,+ AAP + ESPMT — barevny komplex + H,0

e (Odstranéni endogenniho kreatinu,
H,0O, (katalasa), kyseliny askorbove (AOX)

+ H,0 — KREATIN



kreatinin + H,O — 1-methylhydantoin + NH,
kreatininiminohydrolasa

+2-oxoglutarat+ NADH — L-glutamat + NAD*+ H,0
glutamatdehydrogenasa (GMD)

Spektrofotometricky, pokles absorbance NADH pri
340nm



Jiny princip enzymoveho stanoveni

+ H,0 — kreatin
kreatininasa

kreatin + ATP — kreatinfosfat + ADP
kreatinkinasa (CK)

ADP + fosfoenolpyruvat —» pyruvat + ATP

pyruvatkinasa (PK)
pyruvat + NADH + H* — laktat + NAD”
laktatdehydrogenasa (LD)

Spektrofotometricky, pokles absorbance NADH pri
340nm



3. Metody vyuzivajici Jaffeho reakci

alkalicky roztok
Kreatinin + komplex kreatinin-

kyselina pikrova kyselina pikrova

cerveny

* NespecifiCnost méreni
» Reaguji: proteiny, ketony, bilirubin, nékteré 1éky, ...



Metody vyuzivajici Jaffeho reakci

Minimalni pozadavek pro pouzivani:
v Metrologicka navaznost (SRM-NIST 967)
v'Navaznost na referen¢ni metodu (ID-GC/MS)

v’ Matematicka korekce
(odecet pseudokreatininovych chromogenii)

v Jaffého metody v pediatrii jsou pro vypocet
¢GFR nevhodné

v’ Pro stanoveni kreatinu v moc¢i lze povazovat
metody enzymaticke a Jaffého za rovnocenne



4. Jiné metody:

a) elektrochemické metody (blosenzory)
b) HPLC
c) CE

POCT




Kyselina mocova (2,6,8-trioxypurin)

OH 0
~a g H
0 =10

HO \ NH 0 at; H

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

U Clovéka je konecnhym produktem metabolismu
purind.

Puriny jsou souc€dsti nukleovych kyselin (DNA), do krve se
dostavaji z potravy nebo pri rozpadu a obnové bunék téla.

Je mdlo rozpustnd a cirkuluje v krvi v hladindch blizkych
hodnoté, pri které jiz neni rozpustna.

Sodnd sl je rozpustnéjsi (urdaty).

U lidi a primatt chybi enzym urikdza, kterd umozriuje
preménu kyseliny mocové na lépe rozpusfny allantoin.



Je vylu€ovana z 1/3 zaZivacim traktem a ze 2/3
ledvinami. Neni to jen ldtka odpadni, ma vyznacny
antioxidacni dcinek.

Zvysenou koncentraci v krvi (hyperurikemie)
zplsobuje:

+ jeji zvysenad produkce (maso, zvysena degradace
bunék-leukémie)

+ jeji snizené vylucovani




Referencni rozmezi:

S-Kyselina mocova muzi 200-420 pmol/l
zeny 140-340 pmol/l

dU-Kyselina mocCova 0,5-6,0 mmol/24h



Metody stanoveni
Referencni metody
ID-GC-MS a HPLC

standardni pfidani znac¢ené 1,3-°N kyseliny mocové
(izotopova diluce) do analyzovaného vzorku a nasledné
stanoveni plynovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii

nebo stanoveni kyseliny mocCové vysokoucinou kapalinovou
chromatografii (HPLC)




2. Doporucena rutinni metoda
(enzymoveé stanoveni,urikaza/peroxidaza)

+2 H,0 +O, —allantoin + + CO,
urikaza

OH

N7 N NH2
s | I+ 00 MO == * + €O +[HO, |
N

HO” N~ N~ OH

I
H
Kys. moCova alantoin




kyselina mocova +2 H,0 +O, —allantoin + H, O,+ CO,
urikaza

H,O, +AAP+fenol — chinonmonoiminove barvivo + H,0
peroxidaza (oxidacni kopulace)

0
N 0 NH
HN urikasa HZN "
07 N i O NH
H

N
H

kyselina mocova allantoin

2. Oxidacni kopulace 4-aminoantipyrinu a derivatu fenolu

peroxidasa
2 H,0, + 4-AAP + derivat fenolu —m—» 4 H,O + barevny komplex




3. Jiny princip enzymoveho stanoveni
(urikasa/katalaza)

Kyselina mocova +2 H,0 + O, — allantoin + H, O, + CO,
urikaza

H,O, + methanol — formaldehyd + 2 H,0
katalaza



Kyselina mocova +2 H,0 + O, — allantoin + H, O, + CO,
urikaza
H,O, + methanol — formaldehyd + 2 H,0
katalaza

formaldehyd +2 acetylaceton+ NH4* —3,5-diacetyl-
1,4-dihydrolutidin+ 3 H,0

HANTZSCHOVA kondenzacni reakce



4. ENZYMOVE stanoveni
282-293 nm



5. Chemicke metody

zalozene na redukcnich vlastnostech kyseliny
mocove (oxidace)

napr. redukce kyseliny fosfowolframoveé v alkalickem
prostredi za vzniku wolframové modre



AMOl\”AK (N H3),amonny kation NH,*

Vznika ﬁF‘i degradaci bilkovin (aminokyselin) ve
vSech tkanich, predevsim v jatrech (také v
ledvinach a svalech).

Nezanedbatelnym zdrojem amoniaku je také rozklad
bilkovin bakteridlnimi enzymy ve streve.

Je toxicky, v jatrech je premérovan na mocovinu
a glutamin.
V mozku a jinych tkdnich, které nemaji schopnost tvorit

mocovinu, se amoniak detoxikuje transaminacni reakci s
2-oxoglutaratem, za vzniku glutamatu.



Dva hlavni zdroje amoniaku v organismu

 dehydrogenacni deaminace glutamatu
v bunkach vetsiny tkani

 bakterialni fermentace proteint v tlustém
streve amoniak difuzi prechazi do portalni krve
= portalni krev ma relativhe vysokou

koncentraci NH; = odstranén jatry



Zvysend koncentrace v plazmé:

Zdvazné jaterni onemocnéni

SniZeni pritoku krve jatry

PFli |vr'ozen)'/ch poruchdch enzymu v mocovinovém
cyklu

Reyeﬁv synd rom (vzc’xcnfé Eo§kozeni krve, jater a mozku, vétsina
e

pripadl je vyvoldna virovou infekci)

Selhani ledvin

Preanalytika:

Krev se musi SPO odbéru ihned zchladit a zpracovat
co nejdrive (30min), nebot’ hrozi falesne zvysené
hodnoty.



Referencni rozmezi:

P-Amoniak muzi 15 - 55 ymol/l
zeny 11 -48 pmol/l

18 - 72 pmol/l



Metody stanoveni:

1. Referencni metoda: neni k dispozici
2. Rutinni metody
a) enzymove metody (GMD/UV)

+ 2-oxoglutarat + NADH —L-glutamat+ NAD*+ H,0
glutamatdehydrogenaza

spektrofotometricky
pokles absorbance NADH pri 340 nm



3. Elektrochemicke metody (biosenzory, POCT)
- prima potenciometrie
- konduktometrie

4. Jiné moznosti stanoveni
- chemicke metody
- mikrodifuzni metody



Aminokyseliny

Vyznam stanoveni:

» diagnostika dédi¢nych poruch metabolismu AK
(screening )

» monitorovani vyzivy u nemocnych v tézkém
stavu



N>

o Ok~ W

Metody stanoveni:

Referencni metoda: neuvadi se

Chromatografie: GC, HPLC, TLC (automaticke
analyzatory)

Elektroforeza

Jednoduchée chemicke reakce
Imunoanalyticke metody (napr. homocystein)
Techniky DNA



Homocysteln

* neesencialni sirna aminokyselina

* neni soucasti télesnych bilkovin

* vznika v organismu pi1 piemeén¢ methioninu
(Met) na cystein(Cys)

jako degradacni produkt S-adenosylmethioninu
(donor merhylenove skupiny)

* nezavisly rizikovy faktor



Nezavisly rizikovy faktor

¢ kardiovaskularni onemocnéni
¢ periferni vaskularni onemocnéni (arterialni 1
Z1lni tromboza)
¢ cerebrovaskularni onemocnéni
¢ opakovang¢ ztraty plodu
Rizikovy faktor je piriblizné stejny jako u
hyperlipidémie a koureni.



Referencni rozmezi:

P-Homocystein 5-15 pmol/l



Metody stanoveni:

1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

(deproteinace)

redukce

derivatizace

analyza

detekce (fluorometricka)

Referenc¢ni material: NIST SRM 1955



2. Imunochemické metody

Redukce oxidovanych forem(napr.1,4-dithio-D,L-
threitol)

Enzymaticka preména homocysteinu na
S-adenosylhomocystein

Kompetitivni imunochemicka reakce se specifickou
monoklonalni protilatkou

Detekce
ELISA,imunoturbidimetrie, chemiluminiscence,...




3a. Enzymova metoda (,,cyklicka™):
Hcy + L-serin > Cystathionin
CBS (cystathion B-syntaza)
Cystathionin » Pyruvat +Amoniak+Hcy
BBL (cystathion B-lyaza)
Pyruvat + NADH » L-Laktat +NAD*

LD (laktatdehydrogenaza)
SPEKTROFOTOMETRICKY
(pokles absorbance pri 340 nm)




3b. Enzymova metoda (,,cyklicka-) - roche:
Nejdrive je oxidovana forma Hcy redukovana na volny Hcy

Hcy + SAM > SAH + Met
1‘ HMTasa (homocystein-S- methyltransferaza)
SAH > Hcy +Adenosin
SAHasa (SAH hydrolaza)
Adenosin > Inosin +NH;
ADA (adenosindeaminaza)
NH; + NADH + 2-oxoglutarat > glutamat + NAD+* + H,O
GIDH

Spektrofotometricky (pokles absorbance pfi 340 nm)

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



4. Kombinace plynové chromatografie s hmotovou
spektrometrii (GC-MS)



