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 hlavní exkreční orgán 

 hlavní hlavní fcefce::  
 tvorba a vylučování moče:  

 vodorozpustné odpadní a 
toxické látky 

 produkty metabolismu 

 

 regulační fce udržení 
homeostázy 

 ovlivňují metabolismus vody 
a iontů, osmolalitu a 
acidobazickou rovnováhu 
organismu 

 místem tvorby erytropoetinu 

 tvorba aktivní formy vit. D 

 k posouzení k posouzení fcefce  a chorob a chorob 
ledvin mohou sloužit ledvin mohou sloužit 
následující biochemické následující biochemické 
parametryparametry  

 2 2 

LedvinyLedviny  



Hlavní dusíkaté látky nebílkovinné povahyHlavní dusíkaté látky nebílkovinné povahy  

AnalytAnalyt  ZdrojZdroj  Klinický významKlinický význam  

Močovina (urea)Močovina (urea)  AmoniakAmoniak  
• Onemocnění ledvin 
• Onemocnění jater 

KreatininKreatinin  KreatinKreatin  • Onemocnění ledvin 

KyselinaKyselina  močovámočová  PurinovéPurinové  nukleotidynukleotidy  
• Zvýšený rozpad buněk 
• Poruchy metabolismu 

purinů 

AmoniakAmoniak  AminokyselinyAminokyseliny  

• Onemocnění jater 
• Onemocnění ledvin 
• Dědičné poruchy 

urosyntetického cyklu 

AminokyselinyAminokyseliny  BílkovinyBílkoviny  

• Onemocnění jater 
• Onemocnění ledvin 
• Dědičné poruchy 

metabolismu 
aminokyselin 3 



 nejčastěji se jedná o odpadní látky, výjimku tvoří 
aminokyseliny 

 jako odpadní látky jsou z organismu vylučovány močí 
 o jejich účinné exkreci rozhoduje především glomerulární glomerulární 

filtracefiltrace 

 chorobné stavy, které vedou k jejímu poklesu působí      
tzv. retenciretenci těchto dusíkatých těchto dusíkatých láteklátek  

 jejich hromadění v organismu       vzestup jejich 
koncentrace v plazmě       vznik tzv. hyperazotémiehyperazotémie 

 zvláště hodnota močovinymočoviny a kreatininukreatininu se proto používá 
k diagnostice a sledování průběhu ledvinových diagnostice a sledování průběhu ledvinových chorobchorob  
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Hlavní dusíkaté látky nebílkovinné povahyHlavní dusíkaté látky nebílkovinné povahy  
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Jaké jsou doporučené metody?Jaké jsou doporučené metody?  

AnalytAnalyt  Referenční metodaReferenční metoda  
Certifikovaný Certifikovaný 

referenční materiálreferenční materiál  

Močovina (urea)Močovina (urea)  
IDID--GC/MSGC/MS  
  IDID--LC/MS LC/MS   

• SRM 909b NIST 
• NIST/SRM 912a  

KreatininKreatinin  
IDID--GC/MSGC/MS  
  IDID--LC/MS LC/MS   

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

KyselinaKyselina  močovámočová  
IDID--GC/MSGC/MS  
  HPLC HPLC   

• SRM 909b NIST 
• NIST/SRM 913a  

CystatinCystatin  CC  
 
IFCC/IRMM metodaIFCC/IRMM metoda 
  

• ERM DA471/IFCC 
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Močovina (urea)Močovina (urea)  

 je konečným produktem metabolismu bílkovin (aminokyselin) – 
detoxikace NH3: 

 ProteinyProteiny        

 

    

            AminokyselinyAminokyseliny      aa--aminokyselinaaminokyselina  

       

             

Močovinový cyklus (játra)Močovinový cyklus (játra)    aa--ketokyselinaketokyselina  + NH+ NH33  

 

       

Močovina Močovina (krev          moč)(krev          moč)      
(ledviny)(ledviny)    

  

ooxidativní xidativní desaminacedesaminace  

MočovinaMočovina  (moč)(moč)  
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Močovina (urea)Močovina (urea)  

 vzniká vzniká v játrech v játrech (cca 16g/d= 0,5-0,7 mol/d) v močovinovém cyklu 
(metabolizováním 2,9 g bílkovin vzniká 1g močoviny) 

 

 vylučuje vylučuje se glomerulární filtrací se glomerulární filtrací močí (na rozdíl od kreatininu je 
zpětně resorbována), malá část je metabolizována ve střevě  
 

 v proximálním tubulu se zpětně resorbuje 40zpětně resorbuje 40--50% profiltrované 50% profiltrované 
močovinymočoviny, v distálním tubulu závisí resorpce na tom, zda je 
vylučována koncentrovaná nebo zředěná moč (dehydratace 
organismu se projevuje vzestupem močoviny) 

 klinické využití:klinické využití:  
 sstanovení v séru tanovení v séru --  diagnostika ledvinových chorob a sledování jejich diagnostika ledvinových chorob a sledování jejich 

průběhuprůběhu  

 stanovení vstanovení v  moči moči – odhad stupně katabolismu bílkovin u kriticky odhad stupně katabolismu bílkovin u kriticky 
nemocných pacientů, sledování dusíkové nemocných pacientů, sledování dusíkové bilancebilance  
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Močovina (urea)Močovina (urea)  

 koncentrace koncentrace v krvi závisí na:v krvi závisí na:  

 vylučování močoviny ledvinami v moči 

 její tvorbě (zvýšený rozpad proteinů        horečka, sepse, 
hladovění) 

 obsah proteinů v dietě 
 

 rreferenční rozmezí:eferenční rozmezí:  

 SS--močovina:močovina: Muži: 2,02,0--8,3 8,3 mmolmmol/l/l    

      Ženy:  2,0 2,0 ––  6,7 6,7 mmolmmol/l/l  
  

 dUdU--močovinamočovina::   167167--  583 583 mmolmmol/24h /24h   
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Močovina (urea)Močovina (urea)  

 zzvýšená koncentrace výšená koncentrace v v séru může být také způsobena:séru může být také způsobena:  
 zvýšeným příjmem bílkovin vzvýšeným příjmem bílkovin v  potravěpotravě  
 zvýšeným zvýšeným katabolismem bílkovin u závažně nemocných katabolismem bílkovin u závažně nemocných 

pacientůpacientů  
 zahuštěním vnitřního prostředí při zahuštěním vnitřního prostředí při dehydratacidehydrataci  
 snížením glomerulární filtrace při hypovolémii (snížením glomerulární filtrace při hypovolémii (extrarenálníextrarenální  

urémie)urémie)  
 

 snížená snížená koncentrace v séru může být také způsobena:koncentrace v séru může být také způsobena:  
 nízkým nízkým příjmem bílkovin vpříjmem bílkovin v  potravě (proteinová potravě (proteinová malnutrice)malnutrice)  
 těžkou těžkou poruchou funkce jater poruchou funkce jater --  jaterní selhání (nedostatečná jaterní selhání (nedostatečná 

tvorba močoviny)tvorba močoviny)  
 hyperhydratacíhyperhydratací; retencí vody (infuzní léčba, gravidita) ; retencí vody (infuzní léčba, gravidita)   
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                          Močovina (urea) Močovina (urea) ––  metody stanovenímetody stanovení  

1. Referenční metody:1. Referenční metody:  
 

a) a) IDID--GC/MS GC/MS aa  IDID--LC/MS LC/MS   
 

 sstandardní přidání značené močoviny (izotopová diluce) do tandardní přidání značené močoviny (izotopová diluce) do 
analyzovaného vzorku a následné stanovení kombinací analyzovaného vzorku a následné stanovení kombinací 
GC/LCGC/LC--MSMS 
 

b) b) HPLCHPLC  
 

 vysokoúčinná kapalinová chromatografievysokoúčinná kapalinová chromatografie 
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                          Močovina (urea) Močovina (urea) ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Doporučená rutinní metoda 2. Doporučená rutinní metoda --  enzymováenzymová::  
 

 kinetický test s ureázou a glutamátdehydrogenázou (GMD):kinetický test s ureázou a glutamátdehydrogenázou (GMD):  
  

 

          HH22NN--COCO--NHNH22  + 2 H+ 2 H22OO                                  22  NHNH44
++    + CO+ CO33

22--  

  

NHNH44
++  + 2+ 2--oxoglutarátoxoglutarát  + + NADHNADH                    LL--glutamátglutamát  ++  NADNAD++  + H+ H22OO  

 

 rychlostrychlost  poklesupoklesu  koncentracekoncentrace  NADHNADH  jeje  přímopřímo  úměrnáúměrná  koncentracikoncentraci  
močovinymočoviny  veve  vzorkuvzorku  aa  měříměří  sese  fotometrickyfotometricky  připři  340340  nmnm  

  ureázaureáza  

  GLDHGLDH  
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                          Močovina (urea) Močovina (urea) ––  metody stanovenímetody stanovení  

3. Elektrochemické metody (3. Elektrochemické metody (biosenzorybiosenzory):):  
 

 

 

 

 

  GEM 4000, ILGEM 4000, IL  
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KreatininKreatinin  

 vzniká ve svalové tkáni jako konečný produkt přeměny svalového vzniká ve svalové tkáni jako konečný produkt přeměny svalového 
kreatinukreatinu  (dehydratace)(dehydratace)  

 kreatin vzniká v játrech, pankreatu a ledvinách, podílí se na tvorbě kreatin vzniká v játrech, pankreatu a ledvinách, podílí se na tvorbě 
energie potřebné ke kontrakci svalůenergie potřebné ke kontrakci svalů  

 

                            kreatin + ATP       kreatin + ATP                               kreatinfosfátkreatinfosfát    +  ADP        (CK)+  ADP        (CK)  

      

    kreatinfosfátkreatinfosfát                                      kreatin                 kreatin                 kreatininkreatinin  + H+ H22OO  
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KreatininKreatinin  

 klinické využití:klinické využití:  

 stanovení v séru stanovení v séru --  diagnostika ledvinových chorob a sledování jejich diagnostika ledvinových chorob a sledování jejich 
průběhuprůběhu  

 stanovení vstanovení v  moči moči ––  hodnota pro výpočet kreatininové hodnota pro výpočet kreatininové clearanceclearance  

 

 koncentrace v séru závisí na:koncentrace v séru závisí na:  

 na jeho vylučování glomerulární filtrací ledvinamina jeho vylučování glomerulární filtrací ledvinami  

 na jeho syntéze ze svalového kreatinu  (svalová hmota)na jeho syntéze ze svalového kreatinu  (svalová hmota)  
 

 referenční rozmezí:referenční rozmezí:  

 SS--kreatinin:kreatinin: Muži: 60 60 ––  100 100 mmmolmol/l/l    

      Ženy:  50 50 ––  90 90 mmmolmol/l/l  

  

 dUdU--kreatinin:kreatinin:   8,8 8,8 ––  15,0 15,0 mmolmmol/24h /24h   
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                          Kreatinin Kreatinin ––  metody stanovenímetody stanovení  

1. Referenční metody:1. Referenční metody:  
 

a) a) IDID--GC/MS GC/MS aa  IDID--LC/MS LC/MS   
 

 sstandardní přidání značeného kreatininu (izotopová diluce) tandardní přidání značeného kreatininu (izotopová diluce) 
do analyzovaného vzorku a následné stanovení kombinací do analyzovaného vzorku a následné stanovení kombinací 
GC/LCGC/LC--MSMS 

 

 Certifikovaný referenční materiál: Certifikovaný referenční materiál: SRMSRM--NIST 967NIST 967 
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                          Kreatinin Kreatinin ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Doporučené rutinní metody 2. Doporučené rutinní metody --  enzymové stanoveníenzymové stanovení::  
  
2.1 Stanovení kreatinu vzniklého z kreatininu: 2.1 Stanovení kreatinu vzniklého z kreatininu:   
  

a) a) kreatininázakreatinináza//kreatinázakreatináza/SOX (/SOX (sarkosinoxidázasarkosinoxidáza)/POD (peroxidáza) )/POD (peroxidáza)   

b) b) kreatininázakreatinináza/CK (/CK (kreatinkinázakreatinkináza)/PK ()/PK (pyruvátkynázapyruvátkynáza)/LD )/LD 
((laktátdehydrogenázalaktátdehydrogenáza) )   

  

2.2 Stanovení amoniaku vzniklého z kreatininu: 2.2 Stanovení amoniaku vzniklého z kreatininu:   
  

 kreatininiminohydrolázakreatininiminohydroláza//GlDHGlDH  ((glutamátdehydrogenázaglutamátdehydrogenáza))  
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                          Kreatinin Kreatinin ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Doporučené rutinní metody 2. Doporučené rutinní metody --  enzymové stanoveníenzymové stanovení::  

2.1 a) Stanovení kreatinu vzniklého z kreatininu: 2.1 a) Stanovení kreatinu vzniklého z kreatininu:   

        kreatinin +  Hkreatinin +  H22OO                          kreatin kreatin ((kretininázakretinináza))  

        kreatin + Hkreatin + H22O            O            sarkosinsarkosin  + močovina + močovina ((kreatinázakreatináza))  

sarkosinsarkosin  + H+ H22O + OO + O22                  glycin + formaldehyd + Hglycin + formaldehyd + H22OO22  ((sarkosinoxidázasarkosinoxidáza))  

HH22OO22  + 4+ 4--aminoantipyrinaminoantipyrin  + fenol         chinonmonoiminové barvivo + H+ fenol         chinonmonoiminové barvivo + H22OO  

                          (peroxidáza)(peroxidáza)  

  absorbanceabsorbance  vznikléhovzniklého  barvivabarviva  jeje  úměrnáúměrná  koncentracikoncentraci  kreatininukreatininu  
vv  analyzovanémanalyzovaném  vzorkuvzorku  

  reakčníreakční  uspořádáníuspořádání  musímusí  eliminovateliminovat  endogenníendogenní  kreatinkreatin  přítomnýpřítomný  
vv  analyzovanémanalyzovaném  vzorkuvzorku  

  rušícírušící  vlivvliv  kyselinykyseliny  askorbovéaskorbové  sese  odstraňujeodstraňuje  přídavkempřídavkem  askorbátoxidázyaskorbátoxidázy  
(AOX)(AOX)    
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                          Kreatinin Kreatinin ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Doporučené rutinní metody 2. Doporučené rutinní metody --  enzymové stanoveníenzymové stanovení::  

2.1 b) Stanovení kreatinu vzniklého z kreatininu: 2.1 b) Stanovení kreatinu vzniklého z kreatininu:   

          kkreatininreatinin  + H+ H22O            O            kreatinkreatin  ((kretininázakretinináza))  

            kreatin + ATP            kreatinfosfát + ADP kreatin + ATP            kreatinfosfát + ADP ((kreatinkinázakreatinkináza))  

      ADP + ADP + fosfoenolpyruvátfosfoenolpyruvát                        pyruvátpyruvát  + ATP + ATP ((pyruvátkinázapyruvátkináza))  

      ppyruvátyruvát  + NADH            L+ NADH            L--laktát + NADlaktát + NAD++  ((laktátdehydrogenázalaktátdehydrogenáza))  

  

  poklespokles  absorbanceabsorbance  připři  340340  nmnm  způsobenýzpůsobený  úbytkemúbytkem  NADHNADH  jeje  úměrnýúměrný  
koncentracikoncentraci  kreatininukreatininu  vv  analyzovanémanalyzovaném  vzorkuvzorku  
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                          Kreatinin Kreatinin ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Doporučené rutinní metody 2. Doporučené rutinní metody --  enzymové stanoveníenzymové stanovení::  

2.2 Stanovení amoniaku vzniklého z kreatininu: 2.2 Stanovení amoniaku vzniklého z kreatininu:   

  kreatinin + Hkreatinin + H22O          1O          1--methylhydantoinmethylhydantoin  + NH+ NH33      
      (kreatininiminohydroláza)(kreatininiminohydroláza)  

NHNH44
++  + 2+ 2--oxoglutarátoxoglutarát  + NAD(P)H            + NAD(P)H            glutamátglutamát  + H+ H22O + NAD(P)O + NAD(P)++    

      ((glutamátdehydrogenázaglutamátdehydrogenáza))  

  

   sledujesleduje  sese  spektrofotometrickyspektrofotometricky  poklespokles  absorbanceabsorbance  NAD(P)HNAD(P)H  připři  340340  nmnm  
(optický(optický  test),test),  kterýkterý    jeje  úměrnýúměrný  koncentracikoncentraci  kreatininukreatininu  vv  analyzovanémanalyzovaném  
vzorkuvzorku  

 výsledekvýsledek  musímusí  býtbýt  korigovánkorigován  nana  obsahobsah  přítomnéhopřítomného  amoniakuamoniaku  
vv  analyzovanémanalyzovaném  vzorkuvzorku    
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                                  Kreatinin Kreatinin ––  metody stanovenímetody stanovení  

3. Doporučené rutinní metody 3. Doporučené rutinní metody ––  používající Jaffého reakcipoužívající Jaffého reakci::  

                  

                  kreatinin + kyselina pikrová               komplex kreatininkreatinin + kyselina pikrová               komplex kreatinin--kyselinakyselina
                            pikrová pikrová     
        

  
  

   rychlostrychlost  tvorbytvorby  barevnéhobarevného  komplexukomplexu  jeje  přímopřímo  úměrnáúměrná  
koncentracikoncentraci  kreatininukreatininu  vv  analyzovanémanalyzovaném  vzorkuvzorku  

 nespecifičnostnespecifičnost  měřeníměření  
 reagujíreagují::  proteiny,proteiny,  ketony,ketony,  bilirubin,bilirubin,  některéněkteré  léky,léky,……    

alkalický alkalický 
roztok roztok 
(NaOH); pH>7(NaOH); pH>7  

(červenooranžový komplex)(červenooranžový komplex)  
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                                  Kreatinin Kreatinin ––  metody stanovenímetody stanovení  

3. Doporučené rutinní metody 3. Doporučené rutinní metody ––  používající Jaffého reakcipoužívající Jaffého reakci::  

MinimálníMinimální  požadavekpožadavek  propro  používánípoužívání::  

 metrologickámetrologická  návaznostnávaznost  (SRM(SRM--NISTNIST  967967))    

 návaznostnávaznost  nana  referenčníreferenční  metodumetodu  (ID(ID--GC/MS)GC/MS)  

 matematickámatematická  korekcekorekce  (odečet(odečet  pseudokreatininovýchpseudokreatininových  chromogenů)chromogenů)  

 JafféhoJaffého  metodymetody  vv  pediatriipediatrii  jsoujsou  propro  výpočetvýpočet  eGFReGFR  nevhodnénevhodné  

 propro  stanovenístanovení  kreatinukreatinu  vv  močimoči  lzelze  považovatpovažovat  metodymetody  enzymatickéenzymatické  

aa  JafféhoJaffého  zaza  rovnocennérovnocenné      
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                                  Kreatinin Kreatinin ––  metody stanovenímetody stanovení  

4. Jiné metody:4. Jiné metody:  

a)a) ElektrochemickéElektrochemické  metodymetody  ((biosenzorybiosenzory))  

b)b) HPLCHPLC  

c)c) CECE  

POCTPOCT    GEM 4000, ILGEM 4000, IL  
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                            Kyselina močová Kyselina močová (2,6,8(2,6,8--trioxypurintrioxypurin))  

 u člověka je u člověka je konečným produktem metabolismu purinůkonečným produktem metabolismu purinů  

 purinypuriny  jsoujsou  součástísoučástí  nukleovýchnukleových  kyselinkyselin  (DNA),(DNA),  dodo  krvekrve  sese  dostávajídostávají  zz  
potravypotravy  nebonebo  připři  rozpadurozpadu  aa  obnověobnově  buněkbuněk  tělatěla  

 je málo rozpustná a cirkuluje v krvi v hladinách blízkých hodnotě, je málo rozpustná a cirkuluje v krvi v hladinách blízkých hodnotě, 
při které již není rozpustná při které již není rozpustná (s(sodná sůl je rozpustnější (uráty))  

 u lidí a primátů u lidí a primátů chybí enzym urikázachybí enzym urikáza, která umožňuje , která umožňuje 
přeměnu kyseliny močové na lépe rozpustný allantoinpřeměnu kyseliny močové na lépe rozpustný allantoin  
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                            Kyselina močová Kyselina močová (2,6,8(2,6,8--trioxypurintrioxypurin))  

 je vylučována z 1/3 zažívacím traktem a ze 2/3 ledvinami; je vylučována z 1/3 zažívacím traktem a ze 2/3 ledvinami; 
není to jen látka odpadní, má význačný není to jen látka odpadní, má význačný antioxidační účinekantioxidační účinek  

  

 klinické využití: klinické využití: diagnostika hyperurikémiediagnostika hyperurikémie  

 dnadna  

 rizikový faktor u aterosklerózyrizikový faktor u aterosklerózy  

 léčba cytostatiky (leukémie, lymfomy)léčba cytostatiky (leukémie, lymfomy)  

 hyperurikémie jako součást retence dusíkatých látek při renální hyperurikémie jako součást retence dusíkatých látek při renální 
insuficienciinsuficienci  
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                            Kyselina močová Kyselina močová (2,6,8(2,6,8--trioxypurintrioxypurin))  

 koncentrace vkoncentrace v  krvi závisí nakrvi závisí na::  

 jejíjejí  produkciprodukci  --  potravapotrava  bohatábohatá  nana  masomaso  

 zvýšenázvýšená  produkceprodukce  napřnapř..  připři  zvýšenémzvýšeném  rozpadurozpadu  buněkbuněk  (leukémie(leukémie  
léčenáléčená  cytostatiky)cytostatiky)  

 vylučovánívylučování  ledvinamiledvinami  močímočí  
  

 referenční rozmezí:referenční rozmezí:  

 SS--kyselina močová:kyselina močová: Muži: 200 200 ––  420 420 mmmolmol/l/l    

        Ženy:  140 140 ––  340 340 mmmolmol/l/l  
  

 dUdU--kyselina močová:kyselina močová:   0,5 0,5 ––  6,0 6,0 mmolmmol/24h /24h   
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                              Kyselina močová Kyselina močová ––  metody stanovenímetody stanovení  

1. Referenční metody:1. Referenční metody:  
 

a) a) IDID--GCGC--MSMS  
 

 standardní přidání značené 1,3standardní přidání značené 1,3--1515N kyseliny močové N kyseliny močové 
(izotopová diluce) do analyzovaného vzorku a následné (izotopová diluce) do analyzovaného vzorku a následné 
stanovení GCstanovení GC--MS MS   

 

 Certifikovaný referenční materiál: Certifikovaný referenční materiál: SRM 909b NIST, NIST/SRM SRM 909b NIST, NIST/SRM 
913a USA913a USA  

  

b) b) HPLC HPLC   
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                              Kyselina močová Kyselina močová ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Doporučená rutinní metoda 2. Doporučená rutinní metoda ––  enzymové stanoveníenzymové stanovení::  
  používající enzymy používající enzymy urikázu a peroxidázu: urikázu a peroxidázu:   

kyselina močová + Okyselina močová + O22  + 2H+ 2H22O O                   allantoin allantoin + CO+ CO22  + H+ H22OO22  (urikáza)(urikáza)  

  

  

  

  
  

  HH22OO22  + 4+ 4--aminoantipyrinaminoantipyrin  + derivát + derivát fenolu        Hfenolu        H22O + O + chinonmonoiminové chinonmonoiminové 
barvivobarvivo  (peroxidáza) (peroxidáza)   
  

 barevnýbarevný  komplexkomplex  jeje  přímopřímo  úměrnýúměrný  koncentracikoncentraci  kyselinykyseliny  močovémočové  aa  
stanovujestanovuje  sese  spektrofotometrickyspektrofotometricky  vv  analyzovanémanalyzovaném  vzorkuvzorku  
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                              Kyselina močová Kyselina močová ––  metody stanovenímetody stanovení  

3. Jiné metody 3. Jiné metody ––  enzymové stanoveníenzymové stanovení::  

  používající enzymy používající enzymy urikázu a katalázu: urikázu a katalázu:   

kyselina močová + 2Hkyselina močová + 2H22O + OO + O22                    allantoin allantoin + CO+ CO22  + H+ H22OO22  (urikáza)(urikáza)  

                                            HH22OO22  + methanol           formaldehyd + methanol           formaldehyd (kataláza)(kataláza)    

formaldehyd + formaldehyd + acetylacetonacetylaceton  + NH+ NH44
++                      dihydrolutidindihydrolutidin  + H+ H22O    O      

  

 vznik žlutého derivátu dihydrolutidinu vznik žlutého derivátu dihydrolutidinu --  Hantschova Hantschova 
kondenzační  reakce kondenzační  reakce (stanovení absorbance při 405 nm)(stanovení absorbance při 405 nm)  
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                              Kyselina močová Kyselina močová ––  metody stanovenímetody stanovení  

4. Jiné metody 4. Jiné metody ––  enzymové stanoveníenzymové stanovení::  

  používající enzym používající enzym urikázu /UV metoda: urikázu /UV metoda:   

kyselina močová + 2Hkyselina močová + 2H22O + OO + O22                    allantoin allantoin + CO+ CO22  + H+ H22OO22  (urikáza)(urikáza)  

      

 jedno z absorpčních maxim kyseliny močové je při jedno z absorpčních maxim kyseliny močové je při 293 nm 293 nm 
(UV oblast)(UV oblast)  

 allantoin vzniklý oxidací kyseliny močové při této vlnové délce allantoin vzniklý oxidací kyseliny močové při této vlnové délce 
neabsorbujeneabsorbuje  

 koncentraci kyseliny močové =koncentraci kyseliny močové =  úbytek absorbance                úbytek absorbance                
při 293 nm před a po přidání urikázypři 293 nm před a po přidání urikázy  kk  analyzovanému vzorkuanalyzovanému vzorku  
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                              Kyselina močová Kyselina močová ––  metody stanovenímetody stanovení  

5. Elektrochemické metody:5. Elektrochemické metody:  

  přímá potenciometrie: přímá potenciometrie:   

 měření úbytku Oměření úbytku O22  Clarkovou elektrodou po přidání urikázy k Clarkovou elektrodou po přidání urikázy k 
reakční směsi obsahují analyzovaný vzorekreakční směsi obsahují analyzovaný vzorek    

  enzymové elektrody (enzymové elektrody (biosenzorybiosenzory) )   
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                              Kyselina močová Kyselina močová ––  metody stanovenímetody stanovení  

66. Chemické metody:. Chemické metody:  

  založené na redukčních vlastnostech kyseliny močové: založené na redukčních vlastnostech kyseliny močové:   

 redukce kyseliny fosfowolframové vredukce kyseliny fosfowolframové v  alkalickém prostředí za alkalickém prostředí za 
vzniku molybdenové modři vzniku molybdenové modři nebo redukci železitých nebo nebo redukci železitých nebo 
měďnatých iontů na železnaté a měďné, které se měďnatých iontů na železnaté a měďné, které se stanovovujístanovovují  
specifickými činidly specifickými činidly (deriváty (deriváty fenantrolinufenantrolinu  nebo nebo kuproinukuproinu) ) za za 
vzniku barevných komplexůvzniku barevných komplexů  

 všechny tyto metody jsou nespecifické a pro kvantitativní všechny tyto metody jsou nespecifické a pro kvantitativní 
stanovení kyseliny močové stanovení kyseliny močové se již nepoužívajíse již nepoužívají  
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                            Amoniak (NHAmoniak (NH33))  

 amonné kationty NHamonné kationty NH44
++  

 vzniká při vzniká při degradaci bílkovin (katabolismu aminokyselin; degradaci bílkovin (katabolismu aminokyselin; 
oxidativní deaminace) oxidativní deaminace) ve všech tkáních, především ve všech tkáních, především v játrech v játrech 
(také v ledvinách a svalech). (také v ledvinách a svalech).   

 nezanedbatelným zdrojem amoniaku je také rozklad bílkovin nezanedbatelným zdrojem amoniaku je také rozklad bílkovin 
bakteriálními enzymy ve střevěbakteriálními enzymy ve střevě  

 je je toxickýtoxický, , v játrech je přeměňován na močovinu a v játrech je přeměňován na močovinu a glutaminglutamin    

 v mozku a jiných tkáních, které nemají schopnost tvořit močovinu, v mozku a jiných tkáních, které nemají schopnost tvořit močovinu, 
se amoniak detoxikuje transaminační reakcí s 2se amoniak detoxikuje transaminační reakcí s 2--oxoglutarátemoxoglutarátem, za , za 
vzniku glutamátuvzniku glutamátu  
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                            Amoniak (NHAmoniak (NH33))  

 Dva hlavní zdroje amoniaku v organismu:Dva hlavní zdroje amoniaku v organismu:  

 dehydrogenační deaminace glutamátu dehydrogenační deaminace glutamátu v buňkách v buňkách 
většiny tkánívětšiny tkání  

 bakteriální fermentace proteinů bakteriální fermentace proteinů v tlustém střevě v tlustém střevě 
amoniak difuzí přechází do portální krve          portální amoniak difuzí přechází do portální krve          portální 
krev má relativně vysokou koncentraci NHkrev má relativně vysokou koncentraci NH33                                            
    odstraněn játry odstraněn játry   
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                            Amoniak (NHAmoniak (NH33))  

 Zvýšená koncentrace v plazmě:Zvýšená koncentrace v plazmě:  

 závažná onemocnění jater (př. selhání jater závažná onemocnění jater (př. selhání jater --  akutní nebo akutní nebo 
chronické těžké poškození jater)chronické těžké poškození jater)  

 snížení průtoku krve játrysnížení průtoku krve játry  

 při vrozených poruchách enzymů v močovinovém cyklupři vrozených poruchách enzymů v močovinovém cyklu  

 Reyeův syndrom (vzácné poškození krve, jater a mozku, Reyeův syndrom (vzácné poškození krve, jater a mozku, 
většina případů je vyvolána virovou infekcí)většina případů je vyvolána virovou infekcí)  

 selhání ledvin selhání ledvin   
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                            Amoniak (NHAmoniak (NH33))  

   Preanalytická fáze:Preanalytická fáze:  
 stanovení z plazmy (nesrážlivá krev) stanovení z plazmy (nesrážlivá krev)   

 krev se musí po odběru ihned zchladit a zpracovat co nejdříve krev se musí po odběru ihned zchladit a zpracovat co nejdříve 
(centrifugovat v chlazené centrifuze, do 20 min oddělit plazmu od (centrifugovat v chlazené centrifuze, do 20 min oddělit plazmu od 
krevních elementů)krevních elementů), neboť hrozí falešně zvýšené hodnoty, neboť hrozí falešně zvýšené hodnoty  

  

 Referenční rozmezí:Referenční rozmezí:  

 PP--amoniak:amoniak: 18 18 ––  72 72 mmmolmol/l/l  

    Muži: 15 15 ––  55 55 mmmolmol/l/l    

      Ženy: 11 11 ––  48 48 mmmolmol/l/l  

  
  

 Certifikovaný referenční materiál:Certifikovaný referenční materiál:  není k dispozicinení k dispozici  
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                            Amoniak (NHAmoniak (NH33) ) ––  metody stanovenímetody stanovení  

1. Referenční metoda: 1. Referenční metoda: není k dispozicinení k dispozici  
  

2. Doporučená rutinní metoda:2. Doporučená rutinní metoda:  

  2.12.1  Enzymové stanovení:Enzymové stanovení:  

  používající enzym používající enzym GMD (glutamátdehydrogenázu)/UV: GMD (glutamátdehydrogenázu)/UV:   

NHNH44
++  + 2+ 2--oxoglutarátoxoglutarát  + NAD(P)H          + NAD(P)H          glutamátglutamát  + H+ H22O + NAD(P)O + NAD(P)++            

      ((glutamátdehydrogenázaglutamátdehydrogenáza))  

  spektrofotometricky se stanoví pokles absorbance, která je 
úměrná množství přeměněného NADH na NAD+ při 340 nm 

  pokles absorbance je přímo úměrný koncentraci amoniakupokles absorbance je přímo úměrný koncentraci amoniaku  
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                            Amoniak (NHAmoniak (NH33) ) ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Doporučená rutinní metoda:2. Doporučená rutinní metoda:  

  2.22.2  Elektrochemické metody (Elektrochemické metody (biosenzorybiosenzory):):  

  přímá potenciometriepřímá potenciometrie  

  konduktometriekonduktometrie  

 měří se změna potenciálu nebo vodivosti reakční směsi, která je závislá měří se změna potenciálu nebo vodivosti reakční směsi, která je závislá 
nana  množství uvolněných amonných iontů vmnožství uvolněných amonných iontů v  reakcireakci    

3. Jiné metody:3. Jiné metody:  

  3.13.1  Chemické metody:Chemické metody:  
 amoniak reaguje samoniak reaguje s  NesslerovýmNesslerovým  činidlemčinidlem  (alkalický roztok (alkalický roztok jodidortuťnatanujodidortuťnatanu) za ) za 

tvorby oranžového zabarvenítvorby oranžového zabarvení  

 amoniak reaguje samoniak reaguje s  fenolem a chlornanem za vzniku  modře zbarveného indofenolu fenolem a chlornanem za vzniku  modře zbarveného indofenolu 
(Berthelotova reakce)(Berthelotova reakce)  

   metody se již v klinické biochemii nepoužívajímetody se již v klinické biochemii nepoužívají  

3.2 Mikro3.2 Mikro--difúzní metodadifúzní metoda  
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                            AminokyselinyAminokyseliny  

 Význam stanovení:Význam stanovení:  

 diagnostika dědičných poruch diagnostika dědičných poruch 
metabolismu AK metabolismu AK (screening)(screening)  

 monitorování výživy u monitorování výživy u 
nemocných v těžkém stavunemocných v těžkém stavu  
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                                Aminokyseliny Aminokyseliny ––  metody stanovenímetody stanovení  

1. Referenční metoda: neuvádí se1. Referenční metoda: neuvádí se  

2. Chromatografické metody: 2. Chromatografické metody:   

 Ionexová chromatografieIonexová chromatografie  

 HPLCHPLC  

 GC po převedení aminokyselin na těkavé derivátyGC po převedení aminokyselin na těkavé deriváty  

 TLC  používaná jako TLC  používaná jako semikvantitativnísemikvantitativní  metodametoda  

 pro analýzu většího spektra aminokyselin se používají automatické pro analýzu většího spektra aminokyselin se používají automatické 
analyzátory aminokyselinanalyzátory aminokyselin  

3. Elektroforetické metody3. Elektroforetické metody  

4. Jednoduché chemické reakce4. Jednoduché chemické reakce  

5. Imunoanalytické metody 5. Imunoanalytické metody (viz. stanovení homocysteinu)(viz. stanovení homocysteinu)  

6. Techniky DNA6. Techniky DNA  



40 

                            HomocysteinHomocystein  

 neesenciální sirná aminokyselinaneesenciální sirná aminokyselina  

 není součástí tělesných bílkovinnení součástí tělesných bílkovin  

 vzniká v organismu při přeměně vzniká v organismu při přeměně methioninumethioninu  (Met) na cystein((Met) na cystein(CysCys) ) --  
jako degradační produkt Sjako degradační produkt S--adenosylmethioninuadenosylmethioninu  (donor (donor 
merhylenovémerhylenové  skupiny)skupiny)  

Převzato z: http://www.cardiovitamin.com/en/physicians/ 

 nezávislý rizikový faktor: nezávislý rizikový faktor:   

 kardiovaskulární onemocnění kardiovaskulární onemocnění   

 periferní vaskulární onemocnění periferní vaskulární onemocnění 
(arteriální i žilní trombóza)(arteriální i žilní trombóza)  

 cerebrovaskulární onemocněnícerebrovaskulární onemocnění  

 opakované ztráty plodu opakované ztráty plodu   
 

Rizikový faktor je přibližně Rizikový faktor je přibližně 
stejný jako u hyperlipidémie a stejný jako u hyperlipidémie a 
kouření.kouření.  
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                            HomocysteinHomocystein  

 Referenční rozmezí:Referenční rozmezí:  

 PP--homocystein:homocystein:   5 5 ––  15 15 mmmolmol/l/l  

      

 Certifikovaný referenční materiál:Certifikovaný referenční materiál:  NIST SRM 1955NIST SRM 1955  

 Metody stanovení:Metody stanovení:  

1. HPLC1. HPLC  

2. Imunochemické metody2. Imunochemické metody  

3. Enzymové metody3. Enzymové metody  

4. GC4. GC--MSMS  
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                            Homocystein Homocystein ––  metody stanovenímetody stanovení  

1. HPLC (Vysokoúčinná kapalinová chromatografie) 1. HPLC (Vysokoúčinná kapalinová chromatografie)   

 deproteinacedeproteinace  

 redukceredukce  

 derivatizacederivatizace  

 analýzaanalýza  

 detekce (fluorometrická) detekce (fluorometrická)   
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                            Homocystein Homocystein ––  metody stanovenímetody stanovení  

2. Imunochemické metody 2. Imunochemické metody   

 redukce oxidovaných forem redukce oxidovaných forem (např.1,4(např.1,4--dithiodithio--D,LD,L--threitolthreitol))  

 enzymatická přeměna homocysteinu                                                   enzymatická přeměna homocysteinu                                                   
na Sna S--adenosylhomocysteinadenosylhomocystein  

 kompetitivní imunochemická reakce se specifickou kompetitivní imunochemická reakce se specifickou 
monoklonální protilátkou monoklonální protilátkou   

 detekce detekce   

  

 Další metody: Další metody: ELISA,imunoturbidimetrie, chemiluminiscence,…   
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                            Homocystein Homocystein ––  metody stanovenímetody stanovení  

3.1 Enzymová metoda („cyklická“):3.1 Enzymová metoda („cyklická“):  

HcyHcy  +  L+  L--serin serin            cystathionin cystathionin (CBS (CBS --  cystathioncystathion  ββ--syntázasyntáza))  

cystathionin            cystathionin            pyruvátpyruvát  + amoniak + + amoniak + HcyHcy  (BBL (BBL --  cystathioncystathion  ββ--  
              syntázasyntáza  ))  

pyruvátpyruvát  + NADH            L+ NADH            L--laktát + NADlaktát + NAD++  (LD (LD --  laktátdehydrogenázalaktátdehydrogenáza))  

  

  spektrofotometrické stanovení spektrofotometrické stanovení --  pokles absorbance při 340 nmpokles absorbance při 340 nm  
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                            Homocystein Homocystein ––  metody stanovenímetody stanovení  

3.2 Enzymová metoda („cyklická“) 3.2 Enzymová metoda („cyklická“) ––  RocheRoche::  

 nejdříve je oxidovaná forma nejdříve je oxidovaná forma HcyHcy  redukována na volný redukována na volný HcyHcy  

  HcyHcy  + SAM             SAH + Met+ SAM             SAH + Met  

    HMTasaHMTasa  (homocystein(homocystein--SS--methyltransferázamethyltransferáza) )   

      SAH            SAH            HcyHcy  + Adenosin+ Adenosin  

      SAHasa (SAH hydroláza) SAHasa (SAH hydroláza)   

    Adenosin              Adenosin              InosinInosin  + NH3+ NH3  

      ADA (adenosindeamináza) ADA (adenosindeamináza)   

NH3 + NADH + 2NH3 + NADH + 2--oxoglutarátoxoglutarát                              glutamátglutamát  + NAD+ + H2O+ NAD+ + H2O  

                  GIDHGIDH  

  spektrofotometrické stanovení spektrofotometrické stanovení --  pokles absorbance při 340 nmpokles absorbance při 340 nm 

SAM (SSAM (S--adenosylmethioninadenosylmethionin), SAH (S), SAH (S--adenosyladenosyl--homocysteinhomocystein), ), HcyHcy  ((HomocysteinHomocystein), ),                                               
Met (Met (MethioninMethionin), ), GlDHGlDH  ((GlutamátdehydrogenázaGlutamátdehydrogenáza))  



Děkuji za pozornost.Děkuji za pozornost.  


