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Hlavni dusikaté latky nebilkovinné povahy

Q

nejcastéji se jedna o odpadni latky, vyjimku tvori
aminokyseliny

0 jako odpadni latky jsou z organismu vylucovany moci

o jejich ucinné exkreci rozhoduje predevsim

chorobné stavy, které vedou k jejimu poklesu pusobi
tzv.

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

zvlasteé hodnota a se proto pouziva
k



Analyt

Mocovina (urea)

Kreatinin

Kyselina mocova

Cystatin C

Certifikovany

Referencni metoda - -
referencni material

ID-GC/MS SRM 909b NIST
ID-LC/MS NIST/SRM 9123

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

ID-GC/MS
ID-LC/MS

ID-GC/MS SRM 909b NIST
HPLC NIST/SRM 913a

IFCC/IRMM metoda ERM DA471/IFCC
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a vznika v jatrech (cca 16g/d= 0,5-0,7 mol/d) v mocovinovém cyklu
(metabolizovanim 2,9 g bilkovin vznika 1g mocoviny)

0 vylucuje se glomerularni filtraci moci (na rozdil od kreatininu je
zpétné resorbovana), mala cast je metabolizovana ve strevé

0o v proximalnim tubulu se zpétné resorbuje 40-50% profiltrované
mocoviny, v distalnim tubulu zavisi resorpce na tom, zda je
vyluéovdna koncentrovana nebo zredéna moc (dehydratace
organismu se projevuje vzestupem mocoviny)

0 klinické vyuziti:
- diagnostika ledvinovych chorob a sledovani jejich
prubéhu
— odhad stupné katabolismu bilkovin u kriticky
nemocnych pacientd, sledovani dusikové bilance =






“w. 2 Mocovina (urea)

v’ zvysenym prijmem bilkovin v potraveé

v’ zvysenym katabolismem bilkovin u zavazné nemocnych
pacientd

v zahusténim vnitrniho prostredi pri dehydrataci

v snizenim glomerularni filtrace pri hypovolémii (extrarenalni
urémie)

v' nizkym prijmem bilkovin v potrave (proteinova malnutrice)

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

v hyperhydrataci; retenci vody (infuzni Iécba, gravidita)
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H,N~~ NH.)

1 Mocovina (urea) — metody stanoveni

1. Referencni metody:

d

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

v’ vysokoucinna kapalinova chromatografie
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1 Mocovina (urea) — metody stanoveni

2. Doporucena rutinni metoda -

v kineticky test s ureazou a glutamatdehydrogenazou (GMD):

+ 2-oxoglutarat + — L-glutamat + + H,0

v rychlost poklesu koncentrace NADH je pfimo umeérna koncentraci
mocoviny ve vzorku a meri se fotometricky pri 340 nm
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A2 Reraatinin = metody stanoveni

2. Doporucené rutinni metody -

kreatininaza/kreatinaza/SOX (sarkosinoxidaza)/POD (peroxidaza)

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

v kreatininiminohydrolaza/GIDH (glutamatdehydrogenaza)
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0

A e eatinin = metody stanoveni

CHgy

2. Doporucené rutinni metody - :

kreatinin + H,0 =
kreatin + H,0 === sarkosin + mocovina

sarkosin + H,O + O, == glycin + formaldehyd + H,0,
H,0, + 4-aminoantipyrin + fenol == chinonmonoiminové barvivo + H,0

v reakéni usporadani musi eliminovat endogenni kreatin pfritomny
v analyzovaném vzorku

v rusici vliv kyseliny askorbové se odstranuje pridavkem askorbatoxidazy

(AOX)
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enzymoveé stanoveni

kreatin



enzymoveé stanoveni



pouzivajici Jaffého reakci

alkalicky
roztok
(NaOH); pH>7




pouzivajici Jaffého reakci

v Jaffého metody v pediatrii jsou pro vypocet eGFR nevhodné
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Laktimova forma Laktamova forma
{Enoiiorma) {Oxo-forma)

konecnym produktem metabolismu purinu



A Kyselina mocova (2,6,8-trioxypurin)

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

o klinické vyuziti:
v dna
v rizikovy faktor u aterosklerézy
v |é€ba cytostatiky (leukémie, lymfomy)

v hyperurikémie jako soucast retence dusikatych latek pfi renalni
insuficienci
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-+~ Kyselina mocova (2,6,8-trioxypurin)
o koncentrace v krvi zavisi na:

v jeji produkeci -

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

v vylucCovani ledvinami moci

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

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

allantoin

w G0 +

Kys. mocCova alantoin

[For]

chinonmonoiminové
barvivo

2. Oxidaéni kopulace 4-aminoantipyrinu a derivatu fenolu

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




enzymoveé stanoveni

allantoin

dihydrolutidin



enzymoveé stanoveni

allantoin
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v+ < Kyselina mocova — metody stanoveni

6. Chemické metody:

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

v’ vSechny tyto metody jsou nespecifické a pro kvantitativni
stanoveni kyseliny mocCové se jiz nepouzivaji
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N \\_ﬂ Amon ia k ( NH 3)

a amonneé kationty NH,*

o vznika pri
ve vsech tkanich, predevsim
(také v ledvinach a svalech).

v' nezanedbatelnym zdrojem amoniaku je také rozklad bilkovin
bakterialnimi enzymy ve strevée

v' v mozku a jinych tkanich, které nemaji schopnost tvorit mocovinu,
se amoniak detoxikuje transaminacni reakci s 2-oxoglutaratem, za
vzniku glutamatu
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H\;yN\H \\_ﬂ Amoniak (NH3)

o Dva hlavni zdroje amoniaku v organismu:

v bunkach
vétsiny tkani

v tlustém streve
amoniak difuzi prechazi do portalni krve portalni
krev ma relativné vysokou koncentraci NH;

odstranén jatry
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H\;yN\H \:p\ Amoniak (NH3)

v’ Zavazna onemocnéni 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
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H\;yN\H \\_ﬂ Amoniak (NH3)

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

v P-amoniak: 18 — 72 umol/i
Muzi: 15 — 55 umol/I
Zeny: 11 — 48 umol/I

neni k dispozici
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Y
7N, \\_ﬂ’ Amoniak (NH;) — metody stanoveni

1. Referenéni metoda: neni k dispozici

2. Doporucena rutinni metoda:

o pouzivajici enzym

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

v spektrofotometricky se stanovi pokles absorbance, ktera je
umerna mnozstvi premenéného NADH na NAD+ pri 340 nm
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2.2 Elektrochemické metody (biosenzory):

3.1 Chemické metody:

3.2 Mikro-difuzni metoda



bilkoviny

trdveni
pfemény aminokyselin €&——| aminokyseliny

odstranéni aminoskupiny

uhlikaty skelet amoniak

meziprodukty

FA ruvat acetylkoenzym A
citratového cyklu PY ST

citrdtovy cyklus
+

dychaci Fetézec

oxid uhlicity, voda a energie tvorba novych ldrek mocovina

degradace (role Ziviny) _
CO, H20, NH;

vlastni ——»
protemy ¢——

n jiné AK, tuky, sacharidy
syntetické cesty

/ f \\ \\
LY
A’/// N

hem  kreatin / pyrimidiny hormony, neurotransmitery,
_“puriny N mediatory
polyaminy karnitin




Ik ©ll COOH
NH,

*", Aminokyseliny — metody stanoveni

1. Referencni metoda: neuvadi se
2. Chromatografické metody:

0 pro analyzu vétsiho spektra aminokyselin se pouzivaji automaticke
analyzatory aminokyselin

3. Elektroforetické metody
4. Jednoduché chemické reakce
5. Imunoanalytické metody

6. Techniky DNA
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inflammation

Compromises the integrity of
blood cell wall and enables
accumulation of fat layers

Increases aggregation and
adhesion of thrombocytes

Stimulates oxidation of
hyperplasia tunica intima low density lipoproteins










. “é Homocystein — metody stanoveni

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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. “é Homocystein — metody stanoveni

o nejdrive je oxidovana forma Hcy redukovana na volny Hcy
Hcy + SAM ===y SAH + Met

SAH === Hcy + Adenosin

Adenosin === |nosin + NH3

NH3 + NADH + 2-oxoglutarat = glutamat + NAD+ + H20

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



