C7075: Bioanalyticka chemie v laboratorni

mediciné

Vitaminy, hormony a

jejich stanoveni stanoveni




Vitaminy

= nizkomolekularni organické latky, které télo v primérené mire potrebuje pro Zivot

v’ az na vyjimky neumi vytvorit a musi byt dodavany potravou & '
vyjimky: vitamin A - tvorba v organismu z B-karotenu pe |
- . % 000 ¢
vitamin D - biotransformace z cholesterolu E ) -
= | Y
vitamin K - produkce strevnimi bakteriemi ™ % = e
v" jsou nezbytné pro fungovani zakladnich fyziologickych procesu “j“ B.'g (B R
'Wi » w
v obvykle jsou vyzadovana stopova mnozstvi denné (pg - mg/den) - % \-'_

Role vitamin( v organismu
v' slouzi zejména jako kofaktory enzymu (B1 - thiamin, B2 - riboflavin, B3 - niacin apod.)
v uplatnéni v oxidacné - redukcnich systémech (NAD - NADH*)

v jsou vyznamnymi antioxidanty (vitamin C, vitamin E)

Hypervitaminéza = predavkovani vitaminy, méné casty jev, snizuje efektivitu vstrebavani a
vyuziti, béznéjsi u vitamind, rozpustnych v tucich
Hypovitaminoza = nedostatecny prijem, v disledku vede ke zdravotnim potizim

- pri poruchach resorpce a pri zvysenych narocich organismu na vitamin



Vitaminy - déleni
= velmi obtizné, jedna se o zastupce riznych chemickych skupin, které nelze klasifikovat

na zakladé strukturni podobnosti

1. Vitaminy rozpustné ve vodé
v' vitaminy rady B - B1 (thiamin), B2 (riboflavin), B3 (niacin, kyselina nikotinova),

B5 (kyselina pantotenova) B6 (pyridoxin), B7 (biotin),

B9 (kyselina listova) B12 (kobalamin) )oL OH
v' vitamin C (kyselina askorbova) HN NH Ho S H
z_&\/\/W/OH N CHy
2. Vitaminy rozpustné v tucich S 5
v’ vitaminy rady A - A1 (retinol), A2 (3-dehydroretinol) Protin pyridoxin
vitaminy rady D - D2 (ergokalciferol), D3 (cholekalciferol) CH,

H5;C \ CHj

v
v’ vitamin E (tokoferoly)
v vitaminy rady K - K1 (fylochinony), K2 (melachinony)

CH,

HsC CHs CHy CHy HO

X

CH, CH, CH,
OH : '

| ergokalciferol
CH,
CH3 CH,
retinol tokoferol HO



Zpusoby stanoveni vitaminu

Primé méreni koncentrace vitaminu
v' v krvi - vit E, vit A, B - karoten, vit B12, kyselina listova
v v moci - vit B1, niacin

Méreni koncentrace specifického metabolitu

v" hromadeéni metabolitu v séru nebo moci nasledkem poruchy napr. enzymovych

reakci, napr. zvyseni hladiny kys. methylmalonové pri nedostatku vit B12
Méreni koncentrace specifického metabolitu po zatézi substratem
v" napr. sledovani hladiny homocysteinu odhali nedostatky vit B6, vit B12 a kyseliny

listové, podani methioninu umocni narast hladiny homocysteinu, ktera klesne

podanim chybéjiciho vitaminu




Zpusoby stanoveni vitaminu

Stanoveni produktu tvoreného plisobenim vitaminu

v’ jde o neprimou metodu, napr. zmény koncentrace koagulacnich faktor( pri
nedostatku vit K
Zvyseni aktivity vybraného enzymu podanim koenzymu
v’ sledovani aktivity ALT a AST po pridani pyridoxalfosfatu (stanovuje se vit B6 -
pyridoxin)
Saturacni testy
v' stanoveni napr. vitaminu C, pri nedostatku dochazi k jeho vychytavani a

koncentrace v moci je minimalni az nulova, po saturaci dochazi k vylucovani

stejného mnozstvi, jaké bylo podano




Lo s CH, CH,

Vybrané priklady stanoveni HMOH
retinol

Vitamin A o

= retinol - ma nékolik konformaci , lze chapat jen 2 aktivni formy

v krevnim obéhu vazan prevazné na RBP (retinol vazajici protein) a prealbumin

ma nezameénitelny vyznam pri reprodukci, podili se na spravné funkci zraku

je fotocitlivy, coz stézuje jeho stanoveni

SR NERNEEN

pri nedostatku nastava seroslepost, pri nadbytku dochazi k akumulaci v jatrech, coz
vede k jejich poskozeni

v’ Stanovuje se pro zjisténi poruchy traveni a vstrebavani tuku

Stanoveni

Carr-Price test

= extrakce pomoci chloroformu, acetanhydridu (odstranuje vlhkost), kdy vznikne nazloutly
roztok, ktery pridanim chloridu antimonitého SbCl; v pritomnosti vit A zmodra

- méri se spektrofotometricky pri 550 nm

- jednotlivé formy vitaminu A se stanovuji pomoci HPLC



Vybrané priklady stanoveni

Vitamin D

= cholekalciferol (D3) a ergokalciferol (D2)

v

v

aktivni formou je 1,25-dihydroxycholekalciferol

cholekalciferol je castecné syntetizovan v téle HO

ze 7-dehydrocholesterolu

hraje zasadni roli v metabolismu vapniku a

fosforu - stimuluje tvorbu vazebného proteinu

nedostatek vede k poruse mineralizace kosti

- osteoporoza, krivice
nadbytek bez vétsiho vyznamu

je mu prikladan vyznam také v souvislosti s

aktivitou imunitniho systému

ergokalciferol

7- dehydrocholesterol

|

prekalciferol

|

cholekalciferol
(neaktivni vitamin D3)

o>

1,25-dihydrocholekalciferol
(kalcitriol, aktivni vitamin D3)



Vybrané priklady stanoveni

Vitamin D

Stanoveni

v

v
v
v

nejcastéji RIA metody
kombinace HPLC a fotometrie, MS

chemiluminiscencni imunochemické techniky

koncentrace v krvi je zavisla na ro¢nim
obdobi a dobé vystaveni organismu

slunecniho svétla

v posledni dobé narulsta v klinické

diagnostice vyznam stanoveni

1,25-dihydroxycholekalciferolu

HO"

ergokalciferol

7- dehydrocholesterol

|

prekalciferol

|

cholekalciferol
(neaktivni vitamin D3)

o>

1,25-dihydrocholekalciferol
(kalcitriol, aktivni vitamin D3)



Vybrané priklady stanoveni

Vitamin C

= kyselina askorbova, oxidovana forma dehydroaskorbova

v’ soucasti kofaktorud, podili se na vstrebavani Zzeleza, ma silnou antioxidacni aktivitu
v nedostatek zpusobuje nachylnost k infekcim, kurdéje, prebytek je vylucovan moci

v stanovuje se prevazné v séru, méné v moci

Stanoveni
- nejcastéji HPLC nebo fluorescencni stanoveni
- vyuziti redukcnich vlastnosti vitaminu C (spektrofotometrie, titrace - jodometrie)

Stanoveni Tillmanovym ¢inidlem

= kyselina askorbova redukuje v kyselém
prostredi rGzovy roztok U \O “
2,4-dichlorfenolindofenolu do <

vzniku bezbarvé leukobaze O ©

CH;OH



Hormony

= latky chemické povahy, které plsobi na specifické receptory cilovych bunék a organt
stimuluji a reguluji latkovou vyménu (pochody, vedouci k tvorbé a vyuziti energie)
podili se na rozmnozovani a rustu, ovliviuji vyvoj organismu

v
v
v" slouzi k adaptaci organismu a k regulaci vnitrniho prostredi (homeostazy)
v" ridi reakce organismu v souvislosti s vnéjsimi podnéty a biorytmy

v

jsou tvoreny vylucné organismem a nelze je télu dodavat (napr. potravou)

Produkce hormon
v’ nejcastéji jsou pomoci zlaz s vnitrni sekreci vylu¢ovany primo do krevniho obéhu

v’ tvori se také v bunkach rdznych tkani a organu (jatra, ledviny, CNS) = tkanové hormony
U&inky hormont

> endokrinni - UCinek na vzdalenou tkan, prenos krevnim recistém -
> parakrinni- Uc¢inek v blizkém okoli bunky - napr. ristové hormony
> autokrinni - U¢inek primo v bunce, ktera hormon vytvorila

> exokrinni - v riznych vzdalenostech od mista vzniku, napr. bunky podél streva
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Hormony

v vétsina hormonu se tvori ve zlazach s vnitrni sekreci

v' produkce hormont je Uzce spjata s celou CNS, jejiz plsobeni je nadrazeno stimulaci

endokrinnich zlaz

v’ zasadni propojeni celého systému spociva v podminéné c¢innosti jedné zlazy Ucinky
hormonu, vytvorenych Zlazou jinou, napr. tvorba kortikoliberinu (v hypothalamu) spusti
tvorbu adrenokortikotropinu (v adenohypofyze), ktery nasledné v kure nadledvinek

stimuluje produkci kortikosteroidd, zejména kortizolu

Sisinka - epifyzy - Hypothalamus - podhrboli
T Hypofyza - podvések mozkovy HYPOTALAMUS
liberiny, statiny
C_j— Tyroidea - 5titna #laza - Stitnice 1
Thymus - brzlik
ADENOHYPOFYZA
- rasRinEa bi somatotrapin  reotropin  adrenokortifotropin  prolaktin  foliku Iotm;un fropin
@\: MNadledviny
y N glandulae suprarenales
G U Y Y v v
jatra stitna nadledviny| | mlééna Vajecmk va:rlata
7laza Zlaza
tyroxin glukokortikoidy estrogeny androgeny
). Ti‘;‘ﬁim trijodiyronin mineralokortikoidy gestageny
Kalcifonin  katecholaminy
ovaia ~ androgeny
- vajedniky
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Hormony - déleni

= hormony jsou velmi rozdilné latky a lze je délit podle nékolika kritérii

v' lisi se fyzikalné-chemickymi vlastnosti, mechanismem a rychlosti pusobeni, transportem ...

1. Hormony odvozené od aminokyselin
hormony stitné zlazy, adrenalin, melatonin
2. Hormony odvozené od mastnych kyselin
prostaglandiny
3. Hormony steroidni povahy
testosteron, progesteron, hormony kuiry nadledvin
4. Hormony peptidové a bilkovinné povahy

vétsina ostatnich hormont Cholesterol je prekurzorem celé Fady steroidnich
sloucenin.

5. Ostatni latky
rustové hormony apod.




Hormony a jejich hladiny

Hladinu hormont v krevni plazmé ovliviuji:
v' biorytmy (cirkadianni)
onemocnéni, napr. zanét, trauma, nador
nedostatek transportnich bilkovin, napr. albuminu
jaterni nedostatecnost ¢i porucha vylucovani ledvinami
pritomnost jinych latek - hormonalni agonisté a antagonisté
porucha receptor( - snizeny az zadny Gcinek
skladovani odebraného vzorku, napr. u hormonu stitné Zlazy

spatna konverze jednotlivych forem, napr. tyroxin - trijoédtyronin

D N N N N N Y N N

pritomnost protilatek, napr. snizeni cinku inzulinu

doba hlavnich jidel

;. E hladina inzulinu

. .
........
oooooooo
................




Zpusoby stanoveni hormonu

Neprimé méreni koncentrace hormonu v krvi

v' (¢inky hormont se posuzuji na zakladé pritomnych metabolittl
Stanoveni hormon a jejich metaboliti v moci

v' béznéjsi, avsak ne vsechny hormony se moci vylucuji
Primé stanoveni v Kkrvi

v nejcastéjsi vyuziti v souvislosti s velmi nizkymi koncentracemi

v’ vyuzivaji se komercné dostupné diagnostické soupravy

Vyuziti imunoanalytickych metod
RIA - radioimunoanalyza, kdy izotopem znac¢ime analyt jako antigen
IRMA - imunoradiometricka analyza, kdy je radioaktivné znacena protilatka
EIA - enzymova imunoanalyza
IEMA - imunoenzymometricka analyza

nejcastéji ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

Funkéni testy

v napr. oralni glukozovy tolerancni test OGTT- diagnostika diabetu
14
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Vybrané priklady stanoveni

Somatotropin
= ristovy hormon (STH, GH)

v’ jedna se o peptidovy hormon, stimulujici rist kosti a proteosyntézu
v jde o druhové specificky hormon, tj. nelze uzit zvireci hormon k terapii lidi
v' ovliviuje také hladinu cukru v krvi a plsobi jako antagonista inzulinu

v' snizena produkce STH zpUsobuje nanismus (zakrnéni), zvysena gigantismus (akromegalii)

Klinické vysetreni STH

v’ provadi se pri netypickych fyziologickych zménach podavanim
inzulinu, kdy se stimuluje vylucovani STH snizenou koncentraci
glukozy v krvi

v" metody stanoveni jsou na bazi imunochemie

v dopingové kontroly - STH patfi na seznam dopingovych latek v oboru
bodybuildingu a kulturistiky, kdy jeho podavani vede ke zméné

vahového poméru tuku ve prospéch svall

v' jedna injekce stoji cca 25,- USD




Vybrané priklady stanoveni

Kortizol

= hormon kury nadledvin, tzv. glukokortikoid
v’ steroidni hormon, ktery se neuklada, ale je vzdy Cerstvé syntetizovan a vyslan do obéhu
v podili se na regulaci glukozy a ukladani glykogenu v jatrech

v jeho sekrece je rizena hypofyzalnim adrenokortikotropinem (ACTH)

v’ zvySena i snizena produkce vede k nadorim hypofyzy a hyperglykémii (Cushingliv syndrom)

Klinické vysetreni STH

v’ zvySena produkce se sleduje v séru, ve slinach nebo v moci

v funkcni testy slouzi ke zjisténi mista poskozeni ”
Dexamethazonova suprese a:
= zaloZzena na podani dexamethazonu jako syntetického {hf'
glukokortikoidu, ktery potlaci tvorbu ACTH a snizi tvorbu J CUSHING's .
| . o1

kortizolu - ukazuje na poskozeni hypofyzy :'| -J
ACTH stimulace
= méreni hladiny kortizolu pred a po podani injekce ACTH

16  hladina stoupa, je-li funkce nadledvin v poradku a klesa, jsou-li poskozeny



Vybrané priklady stanoveni

Hormony stitné zlazy

= tyroxin (T4), trijodtyronin (T3 - nejucinnéjsi) a reverzni trijodtyronin (rT3 - neGcinny)

v’ prekurzorem syntézy je tyrosin jako AMK

v’ tvorba tyreoidalnich hormon( je spjata s tyreotropinem, pochazejicim z hypothalamu

v poruchy funkce stitné zlazy ovliviuji mitochondrialni metabolismy, oxidacni fosforylaci,
metabolismy cukrd, tuku i bilkovin

v hyperfunkce stitné zlazy - Gravesova - Basedowova choroba

v hypofunkce stitné zlazy - mentalni retardace (kretenismus)

Klinické vysetreni T3 a T4
v’ zakladnim testem je stanoveni tyreotropinu (TSH), coz je glykoprotein, ktery zajistuje

o 7 —m— — . e

transport jodidl do stitné Zlazy, teprve poté se s’ o .
v' nejcastéji RIA nebo ELISA metodou @%
v fada komercnich testu pro rdzné analyzatory | / trijodtyronin T3

,

1 b2 o |
tyroxin T4 \' ':‘H‘QO‘@\_{”
MH2 o]

reverzni trijédtyronin rT3
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Vybrané priklady stanoveni

Pohlavni hormony
= steroidni hormony, produkované pohlavnimi zlazami a/nebo nadledvinami
v produkce je rizena spoustécimi hormony hypothalamu a hypofyzy

(gonadoliberin, folikulotropin)

ANDROGENY - testosteron, dihydrotestosteron
ESTROGENY - estron, estriol, estradiol (Ucinek v poméru5: 1 : 10)
GESTAGENY - progesteron

Testosteron

v’ tvori se v Leydigovych bunkach varlat muz(, reguluje spermiogenezi

v' podili se na vyvoji primirnich a sekundarnich pohlavnich znaku

v produkce je regulovana gonadoliberinem, vlastni Ucinnou formou je 5a - dihydrotestosteron
v vylucovan je do plazmy, kde je specificky vazan na transportni protein (SHBG, albumin)

v odbourava se v jatrech a je vylucovan ve vazbé na kyselinu glukuronovou

v’ stanovuje se metodami RIA ¢i vazebnymi testy
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Vybrané priklady stanoveni

Pohlavni hormony

Progesteron

= hormon Zlutého téliska

v’ pretvari délozni sliznici a v pripadé téhotenstvi inhibuje tvorbu gonadoliberinu
(zastavi zrani folikul()

v odbouravani probiha v jatrech, metabolickym produktem je pregnandiol

v stanoveni - RIA, TLC, ELISA, EIA

v' sledovani hladiny progesteronu - pri kontrole menstruacniho cyklu a v pribéhu

tehotenstvi

Estradiol
= nejucinnéjsi z estrogenl

v' podili se na sekundarnich znacich Zeny, pusobi na délozni sliznici a ridi menses

Lutropin

v produktem adenohypofyzy, spolecné s folikulotropinem ridi menstruacni cyklus zeny
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Tkanové hormony

= tvori se mimo zlazy s vnitrni sekreci, jejich analytické stanoveni neni zatim zavedeno

Angiotensin - stimuluje tvorbu aldosteronu a vazokonstrikci

Renin - tvori se v ledvinach, zajistuje privod krve do glomerul

Sekretin - tvori se ve sliznici tenkého streva a reguluje hladinu HCl v Zzaludku
Gastrin - stimuluje sekreci zaludecnich stav

Bradykinin - reguluje vazodilataci a tim krevni tlak

... prostaglandiny, endorfiny, dopamin...

U rostlin se jedna o fytohormony
v' reguluji starnuti a opadavani listll, podporuji rist

rostlinnych bunék, napr. auxiny, cytokiny

U Zivocichu se jedna o feromony
v prenaseji informace mezi jedinci jednoho druhu, lakaji k pareni, upozoriuji na potravu

napr. terpeny, alkoholy, estery
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