Klinickd biochemie Kapitola 8. Dusikaté latky nebilkovinné povahy

Kapitola 8 Dusikaté latky nebilkovinné povahy

Kromé plazmatickych bilkovin (kapitola 13), coz jsou dusikaté latky v plazmé pfevazujici, vyskytuji se zde i
dusikaté latky nebilkovinné povahy. Mnohé z nich maji diagnosticky vyznam. Nékteré jsou odpadnimi
latkami, jiné vykazuiji biologickou aktivitu. Mezi hlavni dusikaté latky nebilkovinné povahy patfi mocovina,
kreatinin, kyselina mo¢ova, aminokyseliny a amoniak. Dale to jsou karnitin, glutathion, oxid dusnaty a
nebilkovinné dusikaté latky s hormonalnim G€inkem.

8.1. Mo€ovina

Mocovina (urea) je diamid kyseliny uhli¢ité: NH,—CO-NH,. Vznika v jatrech v cyklu mocoviny (tzv. maly
Krebsuv cyklus nebo téz ornitinovy cyklus). U savcl, obojzivelnika a nékterych ryb to je koneény produkt
metabolismu dusiku z bilkovin (u ptakd a plazd se tvofi kyselina mo€ova; amoniak, jako takovy, vyluéuji
zabrami raci a mnohé ryby). Dusik mocoviny pfedstavuje hlavni slozku tzv. nebilkovinného dusiku.
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Osud amoniaku
Amoniak je bunéény jed, proto musi byt pfeménén na latku netoxickou; tou mlze byt karbamoylfosfat nebo
glutamin. Oba tyto produkty maji dalSi vyuZiti.

Karbamoylfosfat vstupuje do mocovinového cyklu za tvorby moc€oviny, odpadniho produktu metabolismu
aminokyselin; druha (synteticka) metabolicka cesta vede od karbamoylfosfatu k pyrimidinim
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Sumarni reakce pro tvorbu mocoviny:

2NH; . CO, » HON-CO-NH, + H,O B
(ATP/ ADP) o
Mocovina N OH
. o . . . NHy  NH;
Glutamin (GLU.NH,) tvofi (spolu s asparaginem) latentni zasobu amoniaku
v organismech a hraje dllezitou roli v biosyntetickych dé&jich: syntéza aminokyselin Asparagin
transaminaci, syntéza purinovych nukleotidud, syntéza dalSich dusikatych latek NH, o)
(glukosamin, histidin). Glutamin mGze také odstépit NH; v ledvinach, €imz pfispiva
k udrzovani acidobazické rovnovahy (viz kapitola 8 Vnitrni prostredi ). 0 OH
NH,,
—> puriny, kyselina listova Glutamin

— odst&peni NH; v ledvinach (vyludovani protont jako NH,")
NH3 ——— GLU.NH;

——> syntéza aminokyselin (transaminace)

—> syntéza dalSich dusikatych latek (aminace)
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8.1.1. Metody stanoveni moc€oviny

8.1.1.1. Neenzymové metody HO—N CH, S
e s diacetylmonoximem (DAM) \ H,N
e s o-ftaldialdehydem H,C o Diacetylmonoxim NH-NH, Thiosemikarbazid

Diacetylmonoxim [CH;-CO-CNOH-CH;] dava s mocovinou za pfitomnosti thiosemikarbazidu [NH,-CS-NHNH,]v silné
kyselém prostredi (kyselina sirova) za zvysené teploty (var na vodni lazni) a v pritomnosti Fe* rizové zbarveni;
zbarveni je stalé asi 15 minut, vhodné k fotometrii pfi 525 nm (490 — 540 nm)

o-Ftaldialdehyd (ortho-ftaldialdehyd) reaguje s mocovinou v kyselém prostredi za tvorby meziproduktu (N-

karbam(o)yl-1,3- dihydroxyisoindolin), ktery dava s N-(1-naftyl)ethylendiaminem cervené zbarveny produkt; sleduje
se narlst absorbance v zavislosti na Case pfi 510 — 530 nm [kinetické méreni]

| ) ™
(0]

O-ftaldialdehyd N-(1-naftyl)ethylendiamin

8.1.1.2. Enzymové metody

Enzym ureaza odstépi z mo€oviny amoniak, ktery se stanovi UV testem, pfipadné Berthelotovou reakci.

ureaza
NHZ—CO NH2 + Hzo re—— 2 NH3 + C02

Berthelotovou
reakci
(kolorimetrie)
- stanovuje se
UV-testem

(pIné enzymaticka
reakce s GLDH)

Vznikly amonny ion se stanovuje:
e Berthelotovou reakci: se salicylanem sodnym, chlornanem sodnym [NaOCI] a nitroprussidem
sodnym [Na,[Fe(CN)s(NO)].2 H,O] (katalyzator reakce) vznika zelené zbarveni, fotometrovatelné
pfi 540 — 560 nm (pfi optimalni vinové délce 630 nm je reakce pifilis citliva).

Diagnosticka souprava PLIVA-Lachema Diagnostika: BLT Mocovina 200 (UREA 200) — modifikovana (upravena) Berthelotova
reakce — misto salicylanu sodného se pouziva 3-methyl-6-isopropylfenol; produktem reakce je indofenol; maximum absorbance je pfi

705 nm, fotometruje se pfi 580 — 650 nm
H,N (0]
\©\ /J/\;/r
N

indofenol
e UV-testem pii 340 nm; tato rovnice soucasné predstavuje princip stanoveni amoniaku (str. 7-19):

GLDH

NH;" + kyselina a-oxoglutarova < / \ » glutamat® + H,0

NADH + H* NAD*

GLDH = glutamatdehydrogenaza
Poznamka I: UV-test je analyticky spravné;jsi nez reakce uvedena ad a.
Poznamka II: Ve vyse uvedené rovnici je si tfeba predstavit glutamat za danych podminek jako kation [HO,C-(CH,),-CHNH;"-CO,H]

8-2



Klinickd biochemie Kapitola 8. Dusikaté latky nebilkovinné povahy

8.1.2. Klinické poznamky

Referencni rozmezi
Mocovina v plazmé: 2,5 - 8,3 mmol/l
Mocovina v mo¢i: 320 — 570 mmol/24 hodin

Hladina v plasmé zavisi na

- exkrecnich vlastnostech ledvin pro mocovinu (glomerularni filtrace + tubularni resorpce)

- proteinovém metabolismu, tj. na pfivodu bilkovin do organismu a na jejich katabolismu (100 g proteint
muZze vést k produkci az 35 g /5,8 moll mocoviny)

Hladina v moc¢i zavisi na

- urémii (hladiné v plazmé, séru)

- exkrecnich vlastnostech ledvin (naruSené ¢i nenarusené schopnosti filtrace + resorpce)
- pratoku krve ledvinou (zalezi zejména na hodnoté krevniho tlaku)

Koncentrace mocoviny v plazmé/séru ne zcela spolehlivé odrazi funkci ledvin. Ledviny maiji totiz velkou
rezervni kapacitu k udrzeni stabilni hladiny moCoviny v krvi.

T Nartist koncentrace moéoviny v plazmé mize mit riizné priciny

A. Nadmérna tvorba mocoviny
- nadmérny pfivod bilkovin v potravé
- zvySeny katabolismus (sepse, horecka...)
- operacni trauma, infekce nebo zanét
- podavani steroidnich hormont nebo jejich zvySena tvorba, podavani cytostatik
- masivni krvaceni do GIT, hematomy
- intenzivni trénink (zvySeni koncentrace na 12 — 15 mmol/l)

B. Porucha jejiho vyluéovani ledvinami

- tzv. funkéni selhani ledvin (hypoperfluze kury ledvin pfi Soku, nedostate¢né srdeéni ¢innosti, vétsi
dehydrataci...)

- ledvinové selhani pfi rznych chorobach (nefritidy aj.), plsobenim Iékl apod.

- prekazka pfi odtoku moce (obstrukéni uropatie)

- jaterni selhani a jeho komplikace (hepatorenalni syndrom - funk&ni postiZeni, pfi kterém se mj.
shizuje ledvinna filtrace a tvorba mo¢i)

- po8kozeni ledvin pfi masivni hemolyze (hemolyticko-uremicky syndrom)

Poznamka: Pri obehové poruse dojde ke snizeni pratoku krve ledvinami, tim dojde ke snizeni filtrace a ke zvyseni koncentrace
mocoviny v plazmé. Koncentrace v plazmé nepresdhne 17 mmol/I.

C. Kombinace A.a B.

I Pokles koncentrace moéoviny v plazmé miize mit rovnéz riizné mozné priéiny

A. Porucha tvorby moc¢oviny
- sniZeni pfijmu bilkovin v potravé
- konecné stadium pfi onemocnéni jater (jediny organ tvorby mocoviny)
- anabolické stavy (fyziologicky u déti)

B. Mocové ztraty
- fyziologicky v téhotenstvi (zvySena filtrace v glomerulech + vystavba bilkovin plodu)

Dusikova bilance pacienta
Ztraty dusiku moci za 24 hodin jsou dilezitym ukazatelem miry katabolismu (zatéZe). Dusik mocoviny
predstavuje asi 80% celkového dusiku ztraceného moci. Z hodnoty mocoviny ve sbirané modci Ize vypocitat
tzv. dusikovou bilanci pacienta, tj. rozdil mezi pfijmem a vydejem dusiku:

dusikova bilance = pFijem N /24 h — (ztraty N v modi + neméfitelné ztraty)
Dusikova bilance se pocita v gramech dusiku za ¢asové obdobi.
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8.2. Kreatin a kreatinin

Tvorba kreatinu a jeho cyklického amidu kreatininu je naznaena ve schématu na strané 8-6. Kreatinin se
tvofi ve svalové tkani neenzymovym odstépenim fosforeéné skupiny z kreatinfosfatu, makroergické
slou€eniny, prvotniho energetického zdroje pro svalovou praci. Kreatinin se vylu€uje ledvinami, pfi
fyziologickych hladinach prakticky pouze glomerularni filtraci. Pfi hodnotach kreatininémie > 200 umol/l se
vylu€uje i tubularni sekreci.

o) o o
| 0 | \

I
hOH HO—I|3—OH OH [\
HN

H,N N HN N N—
\”/ ~ CH, T ~ CH, \H/ c H3
NH NH NH
Kreatin . Kreatinfosfat Kreatinin
svaly, mozek, krev, stopy v moci (rezerva energie) (anhydrid kreatinu, resp. cyklicky amid kreatinu)

krev, moc, vsechny téini sekrety,sliny, Zluc, pot, likvor

8.2.1. Metody stanoveni kreatininu

1. Jaffého reakce (reakce kreatininu s kyselinou pikrovou v alkalickém prostfedi)
Existuje ve dvou provedenich, jako metoda konstantniho ¢asu (s deproteinaci biologického vzorku) a kinetické
stanoveni (bez deproteinace).

Stanoveni s kyselinou 3,5-dinitrobenzoovou
Stanoveni s 1,4-naftochinon-2-sulfonanem
S o-nitrobenzaldehydem a ndslednou Sakaguchiho reakci s B-naftolem a thyminem (metoda se nehodi pro stanoveni v moci)
Enzymové metody
e ISE
o potenciometrické stanoveni amoniaku po jeho odstépeni keatininiminohydrolazou
(kreatinin + H,O — N-mehylhydantoin + NH3)
o amperometrické stanoveni peroxidu vodiku (viz kapitola 7, str. 7-3), popis reakce viz dale
Barevny test na str. 8-7

o UV-test pfi 340 nm: kreatininamid hydrolaza umozni plsobeni kreatininazy a pfeménu kreatininu na
kreatin. Ten je nasledné kreatinkinazou fosforylovan (s vyuZitim ATP) na kreatinfosfat. V reakéni
smési pritomny fosfoenolpyruvat se pfispénim pyruvatkindzy zméni na pyruvéat a v pfedchozi reakci
uvolnény ADP se regeneruje na ATP. Pyruvét se v dalSi reakci katalyzované laktat dehydrogenazou
hydrogenuje na kyselinu mlé&nou, pfitom pfechazi NADH na NAD. Sleduje se pokles absorbance
pfi 340 nm (viz schéma na str. 8-8).

e Barevny test: kreatinin hydrolyzuje za pfispéni kreatininazy na kreatin, ten dale hydrolyzuje za
pfispéni kreatinazy na sarkozin a moc€ovinu, sarkozin se oxiduje pomoci sarkozinoxidazy na glycin,
formaldehyd a peroxid vodiku; peroxid vodiku, 4-aminoantipyrin a TOOS [N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-
sulfopropyl)-m-toluidin] reaguji za od$tépeni vody na €ervené chinonové barvivo (viz schéma na str
8-7)

Poznamka: enzymové metody jsou jiz delsi dobu doporuéeny pro pracovisté s pacienty v transplantacnich programech a
na hemodialyze. V sou¢asnosti je enzymova metoda doporucena CSKB k vieobecnému pouZivéani jako standardizovand
metoda s ndvaznosti na primarni standard, ktera nema nedostatky Jaffého reakce, a kterou by méla postupné nahradit.

6. lzotopova diluce ve spojeni s plynovou nebo kapalinovou chromatografii a

hmotnostni spektrometrii A
(referenéni metoda, viz Kapitola 3, Analyticka faze, str. 3-9)

g N

8.2.1.1. Reakce Jaffé

Max Jaffé (25.7.1841 — 26.10.1911), némecky biochemik, profesor farmakologie,
popsal reakci kreatininu s alkalickym pikratem za tvorby ¢ervenooranzového
zbarveni jiz v roce 1886 (!). Pro stanoveni kreatininu v séru ji poprvé pouzil Folin
v roce 1904. Od té doby proSla tato reakce mnoha Upravami a obménami

s cilem vylepsSit jeji specifitu.

Poznamka: Ackoliv jméno Jaffé ma zifejmé francouzsky plvod, jedna se o némeckého badatele a

vyslovnost je shodna s psanou podobou, tedy jafe (nikoliv Zafe, dZzafe apod., jakkoliv se to v této
podobé u nas hojné pouziva). Max Jaffé
Jednd se tedy o reakci kreatininu s kyselinou pikrovou v alkalickém prostfedi.
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Reakce je jednoducha, ale nespecificka, doposud je to vSak nejrozSifenégjsi reakce, ktera je postupné
nahrazovana specifi¢téjsi reakci enzymatickou (SirSimu a rychlejSimu rozsifeni enzymové metody brani
zejména ekonomické divody). Vysledkem Jaffého reakce je nestaly adukt Cervenooranzové barvy,

v kyselém prostifedi se rozpadajici:

O OH
|, I
o o
+
N Ny /N
0" o 07 S0 HsC NH
Kyselina pikrova Komplex pikrat-kreatinin
(2,4,6-trinitrofenol) (okyselenim se rozpadad)

Kromé kreatininu reaguji pfi Jaffého reakci ve vedlejSich reakcich i jiné latky (tzv. chromogeny, coz jsou
v daném pfipadé zejména bilkoviny, glukdza, kyselina askorbova, guanidin, aceton, kefalosporiny a a-
oxokyseliny, jako jsou kyselina acetoctova a pyrohroznova), které snizuji specifitu metody pro stanoveni
kreatininu, tj. vedou k faleSné vy$Sim vyslednym hodnotam (v plazmé se podle metody jedna o navyseni
cca 18 — 35 umol/l), kromé bilirubinu, ktery vytéznost reakce snizuje (u kinetického stanoveni, viz dal).

Vliv pH na vytézek reakce ) ) o
Poznamka: Kefalosporiny (cefalosporiny) jsou

Rychlost reakce beta-laktamovad antibiotika, derivaty kyseliny

kreatininu 7-aminocefalosporanové. Nazev pochazi od
A  Slyselinou pikrovou Cephalosporium, plisné, z niz byly tyto latky
poprvé izolovany.

Vytézek reakce

Guanidin, je silné zasadita sloucenina
vyskytujici se v rostlindch a nizsich Zivocisich,
s vlastnostmi parasympatického stimulans.
Mnohé derivaty guanidinu slouZi jako léciva.

th
Guanidin
PN .. .
H,N NH,  (pfi pozorném pohledu na vzorec
kreatinu na str. 7-9 zjistite, Ze
guanidin je jeho soudasti).

v

pH 12,4 pH
Vzrdstu rychlosti reakce kreatininu

s kyselinou pikrovou konkuruje vzrist
rychlosti reakce s OH ionty, vytéZek je
tedy nizsi (z obrazku je patrno, zZe
optimalnim pH je pH 12,4)

Relativni rychlosti reakce jsou nasledujici:

1. chromogeny velmi rychle reagujici (nejvic pyrohroznan)
2. kreatinin (v alkalickém prostfedi!)

3. chromogeny pomalu reagujici

Bézné se jako rusivé latky projevuji predevsim:

e Glukosa — ovliviiuje jiz v koncentracich nad 6,1 mmol glukosy/l, hodnoty nad 15 mmol glukosy/I ovlivAuji
stanoveni kreatininu takovym zplisobem, Ze vysledky jsou nespolehlivé

e Kyselina acetoctova — pokud je v modi, je nutno ji odstranit povafenim

e Bilirubin — pfi kinetickém stanoveni (ne pfi stanoveni s deproteinaci, kdy je odstranén) snizuje vysledky
stanoveni kreatininu; pfi koncentracich nad 100 mmol bilirubinu/l je nutno bilirubin ve vzorku potlacit
(ferrikyanidem, jédem aj.)

Vliv rusivych latek je omezen spravnou volbou optimalnich podminek (€as, pH, teplota), pouzitim Cerstvych,

spravné uchovavanych reagencii (zejména NaOH), upravou (modifikaci) reakce (napf. okyselenim se

eliminuje vliv pomalu reagujicich chromogena).

Reakce se pouziva jak pro stanoveni v séru (plazmé), tak v moc&i (mo€ je nutno pfed analyzou fedit) .
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Metabolicka cesta tvorby kreatininu (zkracené)

ledviny arginin + glycin
\ ornitin

transaminidaza
<4------ (uréuje rychlost biosyntézy <
kreatinu)

v

kyselina guanidinoctova

|

1

1

1

1

1

(glykokyamin, glykocyamin) :
1

|
ATP /_\ ~CHs Z methinoninu (ireve»:zibilné)
|
. !
jatra \
|
. |
ADP *-------- transferaza !
|
v 7
EEERI. - - - - - - - - - - - - - - - - - _- :
i z potravy L
ATP zpétnd vazba
10x rychlejsi nez fosforylace
€------ kreatinkinaza
ADP
KREATINFOSFAT (Zasobarna makroergickych fosfatli = rezerva energie vyhodnéjsi
nez ADP/ATP)
sval
Pi ) (neenzymové!)
v
KREATININ
ledviny
MocC
(odpad)
HaN NH o 0 o)
>:N (o] )J\ S l o
-
HoN \_/< H,N™ NH OH H,N OH HsC OH HzN/Y
OH NH, NH, HoN OH
Kyselina guanidinoctova Arginin Ornitin Methionin Glycin

Diagnosticka souprava PLIVA-Lachema Diagnostika:
Reakéni podminky pro BLT test CREAT 100 (urcen pro manudini

stanoveni)

Reakéni doba: 15 - 20 minut

PH: 12,3 - 12,5 (nejkritictéjsi faktor) Poznamka: V praktickém Zivoté je potieba dat
Teplota: 25 +1,5 °C (kritické je ovlivnéni pH teplotou) pozor na to, aby hydroxid sodny byl vidy Eerstvy
Vinova délka: z pdsma 490 - 520 nm (505 nm) a aby davkovace davaly spravné mnozstvi jak
Spektrdlni Sife: 1-2nm (méné jak 10) hydroxidu, tak kyseliny pikrové (plati i pro provoz
Reakce "OH iontl je kompenzovéana porovnavacim vzorkem na automatickych analyzatorech)

(slepym pokusem), ostatni chromogeny volbou reakéni doby.
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Stanoveni v mog¢i se pouziva pro

- odhad glomerularni filtrace (viz Clearance endogenniho kreatininu)

- odhad uplnosti sbéru moce: odpad kreatininu vztazeny na kg hmotnosti by se nemél snizit vic jak o 30%
proti oekavané hodnoté

- Standardizaci odpadu latek moci: koncentrace stanovované latky se pfepocCitava na 1 mmol kreatininu a
tim se eliminuje vliv rizné koncentrace mogi

8.2.1.2. Enzymové reakce

Barevny test

V prvni reakci, kreatinasa a sarkosin oxidasa hydrolysuji endogenni kreatin za vzniku peroxidu vodiku, ktery je
eliminovan katalasou. Po pridani kreatininasy a 4-aminoantipyrinu, pouze kreatin vytvoreny z kreatininu ic¢inkem
kreatininasy je nasledné hydrolyzovan kreatinasou a sarkosin oxidasou za vzniku peroxidu vodiku. Tento nové vznikly
peroxid vodiku reaguje s N-etyl-N-sulfopropyl-m-toluidinem (ESPMT) za katalyzy peroxidasou. Absorbance vzniklého
komplexu pti 546 nm je pfimo umérna koncentraci kreatininu ve vzorku.

(Souprava CREAT E L 204 Erba-Lachema Diagnostika, citace z pfibalového letdku).

Reakcni schémata pro zvidavé studenty:

l. faze
zaCatek reakce Q
Kreatinaza KIKQH
CH3-NH-CH»-CO,H + NH,-CO-NH, - H,O + HANL N
- L 2 >cH
Sarkosin Mocovina 3
NH
Kreatin
A
Sarkosinoxidaza
sarkosin + H,O + O, > NH,-CH,-CO,H + CH,=0 + H,0,
Glycin Formaldehyd
katalaza
2 Hzo + 02 - 2 H202

i Peroxid pochazejici z kreatinu ve
Il.faze vzorku (I. faze) je eliminovan
pomoci katalazy

Q o] Peroxid pochazejici z kreatininu (I1.
N
I\ Kreatininaza | faze — pfemeéna kreatininu na
HN N +H,0 —> OH kreatin) je stanoven modifikovanou
\”/ TCH,3 Trinderovou reakci
H,N N
NH \ﬂ/ CHg
. NH
Kreatinin

Q== 11 o !

Po pridani kreatinindzy, tj. od kreatininu, bézi dale reakce podle schématu I. faze (naznaceno Sipkou); tvofici se
peroxid vodiku tentokrat pochazi vylucné z kreatininu a je stanoven modifikovanou Trinderovou reakci (intenzita
zbarveni barevného pigmentu je proporcionalni pivodni koncentraci kreatininu ve vzorku:

H,O, + N-etyl-N-sulfopropyl-m-toluidin + 4-aminoantipyrin ————————— barevny pigment + H,O

(TOOS)
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UV test

(0]

(0]
ha :

Kreatininaza OH
HN\”/N\Ch3 > ﬁ
H,N N
NH +H,0 \[( CH,
L. NH
Kreatinin
kreatin
HO\ OO
=
P N—on
HO™
Soucast vre.akcnl CH,
smési
Kyselina

fosfoenolpyrohroznova
(fosfoenolpyruvat)

o}

W\
c—0H \ /
HO-HC <
\

CHj3

Kyselina mlécna
(laktat)

Srovnej také se schématem na str. 8-6

Poznamka k nazvoslovi nékterych enzym (srovnej s kapitolou 12 Enzymy):

(0]
o |
Kreatinkinaza HO— P —OH (\OH

/N oy

NH
Kreatinfosfat
o)
\ 4>\fOH
Pyruvatkinaza i "o \\CH2

Kyselina (enol) - pyrohroznova

[(enol) = pyruvat]
UV-test 7 l

— _.l—
NADH +H"

(0]

\ OH
[(@ P
Laktatdehydrogenaz CHs

a
Kyselina (keto) - pyrohroznova
[(keto) — pyruvat]

EC 3.5.2.10 Kreatinin amidohydroldza, téZ Kreatinin hydrolaza nebo Kreatininaza; hydrolazy tohoto typu se také nazyvaji amidazy
EC3.5.3.3 Kreatin amidinohydroldza, téZ Kreatinaza. Pfehledny seznam enzym véetné uzivanych nazvoslovi ve Wikipedii

8.2.2. Klinické poznamky
T Zvysena koncentrace sérového kreatininu:

Viz odstavec 7.2.1.2. kde se diskutuji pfi¢iny zvySené urémie (funk&ni i anatomické selhani ledvin,
obstrukce v mocCovych cestach atd.). Kreatininémie vyrazné stoupa u chronického selhani ledvin (hodnoty u
tézkého selhani jsou az nad 1000 pumol/l), u akutnich stavl a u funkéniho selhani ledvin je zvySeni
kreatininémie mirngjsi. Indikovany stav pro umélou ledvinu je pro pacienty s hodnotami kreatininu mezi 700
— 800 umol/l. Zvy3eny pfijem bilkovin a fyzicka namaha ovliviiuji hladinu kreatininu v krvi jen malo, proto je
kreatinin specifictéj§im ukazatelem porusené funkce ledvin neZ mocovina. Hladina kreatininu v séru vSak
neni citliva na rané poskozeni ledvin a béhem Ié€by selhani ledvin reaguje na hemodialyzu pomaleji, nez

mocovinovy dusik v krvi (BUN).

{ Snizena koncentrace sérového kreatininu:

Fyziologicky v détském véku a u t&hotnych (zvySena glomerularni filtrace — viz ,Moc€ovina“). U osob s malou
svalovou hmotou, u nemocnych s myodystrofii a u osob dlouhodobé upoutanych na Iizko.

Referenéni meze se lisi podle pohlavi, véku a hmotnosti testované osoby i podle pouzité metody.

Jaffé metoda

Enzymova metoda (Erba Lachemas.r.o.)

Krev: muzi do 124 pymol/l

zeny do 115 pmol/l

déti vyrazné niz8i hodnoty (mald svalovd hmota)
Moc¢: do 18 mmol/24 hod.

44 —90 pmolll
44 — 87 pumoll/l

5 — 18 mmol/24 hod.

Mnozstvi vylou€ené denné je umérné svalové hmoté a je individualni konstantou Elovéka.

Odpad na kg hmotnosti
muzi: 0,097 - 0,177 mmol/kg/24 hod
zeny: 0,124 - 0,230 mmol/kg/24 hod

Poznambka: poskozeni ledvinové tkéné z vice jak 1/3 vede k poklesu hladiny kreatininu v moci
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8.2.3. Clearance endogenniho kreatininu

to clear (angl.) = Cistit, odistit, vycCistit, vyprazdnit, vyklidit, uvolnit

clearance (angl.) = vyklizeni, vyprazdnéni, odstranéni, odklizeni, asanace; vyprodej zasob; vybirani (schranky) [vyslov: klirens]
endogenni = vnitini (tzn. vytvofeny v organismu, organismu vlastni, nedodany zvenku)

Jak bylo uvedeno v kapitole 5, kazdou sekundu se ve zdravé ledviné tvofi pfiblizné 2 ml primarni mogi.
Snizeni filtrace vypovida o snizené funkci ledviny. Jednou z cest, jak se (nepfimo) pfesveédcit o filtracni
schopnosti ledviny, je stanoveni tzv. clearance (resp. clearance indikatorové latky).

Pod pojmem clearance se rozumi
e objem krve nebo plazmy, obsahujici to mnozstvi indikatorové latky, které se moci vyloudi za jednu
sekundu
e objem krve nebo plazmy ,ocisténé” zcela od takového mnozstvi (indikatorové) latky, které je
v jednosekundovém vzorku moci (coz jsou vyroky v podstaté totozné).

Jde tedy o to, zjistit tento objem, vétSinou vypoctem z udaji koncentrace podané (¢i endogenné vytvorené)
indikatorové latky v séru/plazmé a jeji koncentrace v moci, sbirané po urcitou konkrétni dobu (obvykle 24
hodin). Rutinnim testem pro vySetfeni filtracni funkce ledvin je kreatininova clearance, resp. clearance
ednogenniho kreatininu.

Poznamka: Clearance je fiktivni pojem, protoze se pfi jednom pritoku ledvinami plazma zcela nezbavi dané latky (vyjimkou je
aminohippurat).

Prehledné schéma clearance endogenniho kreatininu

Anatomie | Nef Obecné pojmy Priklad
Glomerulus Filtrace Ce Cp
plazmy (koncentrace kreatininu v plazmé) 72 umol/l
Primarni Cp Vp Vp
mo¢ (stejnd (objem plazmy oéisténé 83.0,0174 =
koncentrace glomeruldrni filtraci za 1 =1,44 ml/s
kreatininu sekundu od kreatininu)
v primdrni moci Ref. hodnota:
jako v plazmé) Ve =KI.Vs=GF 1,7-2,0ml/s
Tubuly Tvorba Kl Kl
definitivni (koncentracni index uddvd, 5936/72 = 83
modi (zakoncentrovdni) | kolikrdt je koncentrace
(zde kreatininu v moci vyssi nez
pfedevsim v plazmé, Cili zkoncentrovdni
zahusténi) moci)
Kl = le Cp
Ledvinova Definitivni | Cwu N Va4
panvicka mo¢ (koncentrace (objem mo¢ za 24 hodin v ml) | 1500 ml
kreatininu
v definitivni mo¢i, | Vs Vs
vyssi ne? (objem mo¢i za sekundu 1500/60.60.24 =
v plazmé, moc¢ vml) =1500/86400 =
byla =0,0174
zakoncentrovdna) | Vs = Va4 /60.60.24
Vs = Va4 /86400 Cwm
5936 umol/l

Legenda k tabulce:

Vp = objem plazmy ocisténé glomerularni filtraci za 1 sekundu od kreatininu

V,,4 = objem moci sbirané 24 hodin

Vs = objem modi vylouéené za 1 sekundu (tj. V,4/ 24 hod . 60 min . 60 s)

Cw = koncentrace kreatininu v definitivni moci

Cp = koncentrace kreatininu v plazmé (= koncentrace kreatininu v primarni moci)

KI = koncentracni index (tj. Cy/ Cp)

GF = glomerularni filtrace = V; = clearance (nedochazi-li k tubularni resorpci ¢i sekreci, je clearance rovna glomerularni filtraci GF)
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Indikatorova latka by pfi prichodu ledvinou neméla byt ledvinou ani resorbovana, ani vylu¢ovana
(secernovana), ale pouze filtrovana. Tyto podminky nejlépe splfiuje inulin (polysacharid
nahrazujici u nékterych rostlin 8krob). Proto se inulinové clearance povazuje za ,zlaty standard*
tohoto typu vySetfeni. Nicméné i endogenné tvofeny kreatinin vykazuje podobné vlastnosti jako OH
inulin a vylu€ovani kreatininu do modi je povazovano za miru glomerularni filtrace. VySetieni se h
nazyva clearance endogenniho kreatininu, nebo zkracené kreatininova clearance. Mirné
vylu€ovani kreatininu tubuly navySuje hodnotu kreatininové clearance oproti aktualni GFR o 10
— 20%, coz je prijatelné, avSak pfi kreatininémii >200 umol/l tubuly secernuji kreatinin jiz
vyznamné a vySetfeni nelze pouzit.

Vypoctem pro glomerularni filtraci GF vychazi: GF =V, =V, KI = V¢ X i—’:’ (= clearance)

CH,OH

o
Oﬁ
T

CH,0H

2
- ©
o
T
S

Referencni hodnoty: [1,7 — 2,0 ml/s], &ili jednosekundovy objem od kreatininu og¢i$téné plazmy GH,0H
je roven sekundovému objemu vylou€ené moci krat zahusténi moci, tedy koncentraéni index.
Koncentraéni index je roven koncentraci kreatininu v definitivni mo¢i lomeno koncentrace
kreatininu v primarni mogi, tj. v plazmé (az na bilkoviny ma primarni mo¢ prakticky stejné o
slozeni jako plazma). Filtraéni plocha v ledvinach je pfimo umérna povrchu téla (S = povrch Inulin
téla), proto dany vypocet odpovida konkrétnimu povrch téla S. Pro moznost srovnani vysledku (€ast vzorce)
riizné velkych osob, tedy s rdznou velikosti povrchu téla, se vysledky vztahuji na jednotkovy

povrch téla, ktery je 1,73 m?Povrch téla S se ziska z Gdaju o vySce a vaze testované osoby, a to odectenim

Z nomogramu nebo vypoctem. Jeden z moznych vzorcli pro vypocet povrchu téla je

CH,OH

T~ O
O

§$=0,0167Vvimx h [m = hmotnostvkg h = vyskavcm]

Odpovida-li tedy vypoétena GF povrchu téla S, pak tzv. korigovana glomerularni filtrace GFy odpovida
velikosti téla s povrchem 1,73 m% GF ................ SaGF.nenn 1,73
a odtud

GF
GFK = ? x1,73
Referenéni hodnoty: [1,28 —2,29 ml . s*. 1,73 m?]; [1,15-2,35ml.s'. 1,73 m? - podle Racka]

Kreatininova clearance se vétSinou vySetfuje jako jednorazova, tj. moc¢ se sbira jedno sbérné obdobi,
nejCastéji 24 hodin. Nékdy se moc sbira ve vice intervalech, napf. Sestkrat po &tyfech hodinach, vypocita se
clearance pro kazdy interval zvlast a z vysledkd se potom vypocita primérna clearance (jako konecny
vysledek). V tomto pfipadé se jedna o tzv. clearanci délenou (frakcionovanou).

Idealni clearance kreatininu GF; je clearance vztaZena na vék (s vékem clearance klesa — klesa
glomerularni filtrace):
GF;p = —0,00946 X vék + 2,118 [vékje udan v rocich]

Resorpce R je definovana jako vstfebany objem Vi pfipadajici na glomerularni filtraci GF, €ili podil Vir/GF.
Vstfebany objem (,zahusténi“) je definovan
Vg = GF — Vg (glomerularni filtrace minus sekundovy objem modi).

v GF-V v C
R = G—‘I; = TS =1- G—Z =1- ﬁ Referengni interval: [0,986 — 0,998]

8.2.4. Klinické poznamky

ISnizeni hodnoty GF: Funké&ni poskozeni glomerull, snizené prokrveni ledviny. Za normalini se povazuje
hodnota v rozmezi GFp + 30%, velmi snizena je hodnota kreatininové clearance pod 25% GFp.

Priklad: Pacientka, 76 rokd, s diagndézou pyelonefritida méla pfi kreatininové clearanci tyto hodnoty:

Sbér modi za 24 hodin = 1400 ml, hodnota kreatininu v séru = 98 umol/I, kreatinin v mo¢i 6,63 mmol/l, vaha 90 kg, vyska 155 cm.
Vypoctéte hodnoty nekorigované GF a R, zhodnotte vysledek.

GF =Vs. (Cy / Cp) = (V,4/60.60.24) . (C\, / Cp) = (1400/86400) . (6630/98) = 0,016 . 67,7 = 1,08 [ml/s]

$=0,0167.V\m.h = 0,0167 . ¥90.155 = 0,0167 . V139,5 = 0,0167 . 118,1 = 1,97 [m?]

GF¢=(GF.1,73) /S = (1,08 . 1,73)/1,97 = 1,87/1,97 = 0,95 [ml/s]

GFjp=-0,00946 . v&k + 2,118 = - 0,00946 . 76 + 2,118 = - 0, 719 + 2,118 = 1,40 [ml/s]; (0,95/1,40) . 100 = 68% (tedy snizeno o 32%)

Komentar: Tficetiprocentni rozmezi idealni GF = [0,98 — 1,82]. Namérena hodnota GF je mensi nez —30% GFp, je tedy snizena.
Kdyby se nebral v Uvahu vék pacientky (tedy idealni GF), je vysledek rovnéz pod dolni hranici normy: 0,95 proti 1,28 resp. 1,15
ml/s.R=1- (Cp /Cy)=1-(98/6630) =1-0,0148 = 0,985. Vysledek je tésné pod dolni hranici normy.
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8.2.5. Odhad glomerularni filtrace z hodnot sérového kreatininu

Z hodnot sérového kreatininu [S-Kreat] Ize odhadnout hodnotu glomerularni filtrace [eGF] pomoci
vypoctovych metod. Existuje rovnice podle Cockrofta a Gaulta, ta je vSak v sou€asnosti jiz povazovana za
obsolentni (neaktualni, zastarala) a od roku 2009 v CR nedoporu¢ovana k pouzivani.

Prednost se dava rovnici MDRD (Modificatiton of Diet in Renal Disease), ktera ma pfi pouziti
standardizované metody stanoveni sérového kreatininu (enzymové) tzv. zkraceny &i Ctyfparametrovy tvar:

eGF = 547,1535 x [S — Kreat] V15* x vék=0203 x 0,742 (zeny) [mlis/1,73m?

Pro muze je posledni ¢len rovnice roven “1% pro ¢ernou populaci obsahuje rovnice jesté dalSi korekéni €len.
Vysledek je vztazen na tzv. idealni povrch téla, tj. 1,73 m®. Absolutni hodnota odhadnuté glomerularni
filtrace se ziska vydélenim vysledku hodnotou 1,73 a vynasobenim skutec¢nou hodnotou povrchu téla
(vzorec pro vypocet povrchu téla viz napf. str. 8-10). Pro vypocCet [eGF] u déti a mladistvych do 18 let se
tato rovnice nehodi. Pro tuto vékovou kategorii se pouziva vypocet podle Schwartze:

vyska

eGF = F X ——
[S—Kreat]

[ml/s/1,73 m?]

V této rovnici F predstavuje faktor, ktery je tabelovan a nabyva riznych hodnot pro rizna pohlavi a rizné
vékové skupiny.

Rovnici obdobnou rovnici MDRD je rovnice CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration;
podrobnosti napf. zde), rovnéz obsahuje Ctyfi proménné, ale je postavena ponékud odlisné, méla by davat
ponékud lepsi vysledky nez rovnice MDRD. V souc€asnosti se v Evropé prosazuje rovnice Lund-Malmé,
ktera ma proti jmenovanym urcité vyhody, napf. moznost pouziti pro jedince jiz od 1 roku véku az po
dospélé. Detailngjsi popis zde. Kromé toho je navrzena i tzv. kvadraticka rovnice Mayo Clinic (MCQ), ta
se v8ak v Ceské republice nepouziva. Pro vypo&tové metody se zasadné doporuduje pouziti hodnoty
koncentrace kreatininu ziskané enzymovou metodou.

Jiné moznosti odhadu GF poskytuji nizkomolekularni proteiny a polypeptidy, které se pfi poklesu
glomerularni filtrace hromadi v plazmé. Jedna se napf. o f,-mikroglobulin, C-peptid, Cystatin C a|.
Pro odhad glomerularni filtrace je zvl. vhodny zejména cystatin C, protoze na rozdil od ostatnich
jmenovanych je to latka nezavisla (tzn. jeji produkce a tim i jeji koncentrace v plazmé/séru) na pfitomnosti
zanétu, nékterych nadorli apod. Cystatin C patfi mezi inhibitory cysteinovych proteaz, je tvofen dvéma
polypeptidovymi fetézci, molekula ma kladny naboj, relativni molekulova hmotnost je 13 343.
Stanovuje se imunochemicky, s vyuZitim nefelometrie nebo turbidimetrie, nefelometrie dava obecné
preciznéjSi a pfesné;jsi vysledky. Na trhu jsou k dispozici soupravy pro stanoveni cystatinu C s principy
e PENIA (particle-enhanced nephelometric immunoassay) a
e PETIA (particle-enhanced turbidimetric mmunoassay).
(podrobnéjsi popis principd metod viz kapitola 13, str. 13-21).

Od ur¢ité hodnoty koncentrace Cystatinu C v plazmé vykazuji metody ponékud rozdilné vysledky, proto
existuji i dvé rovnice pro vypocet odhadu glomerularni filtrace — Leveyova (PENIA) a Grubbova (PETIA).
Levey: eGF =1,278. [CysC]'l'19

Grubb: eGF =1,412 . [CysC]'l’68 (tato rovnice je pouzitelna do koncentrace 2,5 mg CysC/l)

[CysC] = koncentrace cystatinu C v krevnim séru v mg/I.

Pro vzajemnou srovnatelnost je vyZadovano pouZiti certifikovaného referenéniho materiélu. V sou€asné
dobé je k dispozici certifikovany referenéni material pro cystatin C ERM DA-471/IFCC, jehoz certifikované
hodnoty byly uréeny metodami RID, PETIA a PENIA a jsou nabizeny soupravy s navaznosti na tento
materidl).

V roce 2014 Grubb a cela Fada dalSich spolupracovnikd vyvinuli, za pomoci sedmi metod stanoveni
standardizovanych podle mezinarodniho kalibratoru, novou rovnici pro odhad GF z koncentrace cystatinu C,
prakticky nezavislou na metodé stanoveni a bez ¢lenud uréujicich poéhlavi a rasu.

Cesky preklad prace Ize nalézt napft. ve firemnim &asopisu fy Roche Diagnostics, Labor Aktuell, 01/15, str. 14 —23.

Cystatin C je lepsim ukazatelem funkce glomerul( nez clearance endogenniho kreatininu! Je tfeba zvazit i vyhodu
stanoveni v plazmé pred sbhérem moci!

Poznamka: Z hlediska rané detekce akutniho ledvinového selhdni (AKI) se jako velmi nadéjny jevi novy marker z rodiny lipokalind,
malych sekrecnich protein(i Ucastnicich se prevazné transmembranovych prenost lipofilnich substanci, neutrofilni lipokalin
asociovany s gelatinasou (NGAL), jehoZ hladina v moci i v plazmé se oproti hladiné S-kreatininu v pfipadé hroziciho AKI zvy3uje
podstatné rychleji, fadové v hodinach. Zakladni zkusenosti v klinické praxi vSak teprve musi pfijit. Srovnej téZ v kapitole 16,
Markery na str. 16-19. Strucné k dané problematice viz. napr. zde.
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8.3. Kyselina mocova

Kyselina mocova (1,3,8-trioxopurin) — u ¢lovéka a primati koneény produkt katabolismu purinovych latek
(adenin, guanin). Adenin a guanin jsou soucasti pfedevsim nukleovych kyselin (viz kapitola 22), ale i
nékterych koenzymu (ATP, NAD(P) aj.). Kyselina moc¢ova vznika jak z purinovych latek télu viastnich, tak
z purinovych latek pfivedenych do organizmu potravou (!).

Tvorba kyseliny mocové

H

NN ST

OH

Guanosinmonofosfat Guanosin Guanin Xantin Kyselina mocova

Xantinoxiddza
XN (xo)
o

o NH,
H
HO—P—0O N HO N
\ o o /N NN r NH
OH — — < ‘ ) ——— <\ ‘ )
NH N N Z
N N

Adenin Hypoxantin
Adenosinmonofosfat Adenosin

Obecné: nukleové kyseliny — nukleotidy — nukleosidy — volné baze — kyselina mocova

To je katabolickd draha purinovych bazi. Ty ovSem mohou byt z¢asti preménény zpét na nukleotidy o
opétné vyuZity k syntéze nukleovych kyselin.

Ostatni savci pfeménuji kyselinu mocovou dale na allantoin (alantoin):

| urikaza OHH o H
HN +0 ) +H20 H.N % N
D 25 1 e -
_ L
07 N o% o/ NA N

H —COZ

-H,0,
Kyselina mocova 5-hydroxyisourat Alantoin

(oxidovana forma)
Sumadrné zapsana rovnice tvorby alantoinu:
kyselina mocova + O, + H, O —— = alantoin + CO, + H,0,

Kyselina mocova neni pouze odpadni latkou, je vyznamnym antioxidantem a chrani organismus pfed ucinky
volnych radikald. Pfeména na allantoin probiha i u ¢lovéka (oxidaci kyseliny mo¢ové plsobenim volnych
radikal(l), malé mnozstvi alantoinu se da prokazat v krvi ¢lovéka a tofo mnozstvi je ukazatelem zatéze
organismu volnymi radikaly.

Asi 90% kyseliny mocové profiltrované glomeruly se resorbuje v proximalnim tubulu. V distalnim tubulu
dochazi jednak k sekreci kyseliny mocové, jednak k jeji absorpci. Pochody v distalnim tubulu mohou byt
ovlivnény fadou aniont(l a Iékl. Zbyvajici (neresorbovany) podil kyseliny mocové se vylu€uje mogi.
Kyselina mocova je Spatné rozpustna ve vodé. Tak mohou vznikat krystaly v okoli kloubl (dna) a ,kameny*
v mocovych cestach.
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8.3.1. Metody stanoveni kyseliny mocové

8.3.1.1. Redoxni neenzymové metody
(v soucasnosti se nedoporucu;ji)

a. Redukce soli kyseliny fosfowolframové v alkalickém prostiedi — vznikaji modré roztoky vhodné k fotometrii
b. Redukce zelezitych soli kyselinou moc¢ovou a reakce s o-fenanthrolinem

X
kyselina mocova \ P
3+ 2+ _ : X 2 N =
Fe —— = Fe** + o-fenanthrolin = cervené roztoky |

N
o-fenanthrolin

Priklad pripravy cinidla kyseliny fosfowolframové v laboratofi: 40 g wolframanu sodného p.a. nebo 44,9 g Na,W0,.2H,0 rozpustit
v asi 300 ml destilované vody. Pfidat 32 ml 85% kyseliny o-fosforecné a mirné vatit pod zpétnym chladicem po dobu 4 hodin. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu pridat 300 ml destilované vody, 32 g Li,SO,.H,0 p.a. a doplnit destilovanou vodou na 1000 ml.
Ptipravit 3 mol/I NaOH (12 g NaOH do 100 ml destilované vody) a upravit jim pH fosfowolframového ¢inidla na hodnotu pH =2,5 +
0,1 (spotieba asi 76 ml). Roztok C¢inidla ma byt Ciry a slabé Zlutozeleny. Uchovavat v lednici.

Tato ukazka navodu na pfipravu €inidla ma pouze demonstrovat jesté nedavné pomeéry v laboratorni praxi.
Pfiprava reagencii v laboratofi v sou¢asné dobé se nedoporucuje!

8.3.1.2. Enzymové metody

Pouzity enzym — urikaza — katalyzuje oxidaci kyseliny mocové kyslikem na peroxid vodiku a allantoin (viz
rovnici na str. 7-14). Peroxid vodiku se stanovi

(0]
v vagr . . . //
a. Primo, s vyuZitim Trinderovy reakce (viz Kapitola 3, str. 3-21) H3C/\N N
oHHO
Toto usporddani mél napf. set BLT: OXOCHROM KYSELINA MOCOVA (UA 105 E)
Diagnosticky set Erba-Lachema Diagnostika: KYseLina MocovA AOD 100 pouziva misto 4-chlor-3-
methyfenolu tzv. TOOS, tj. sodnou stl N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-m-toluidinu. Vznikly CHj
peroxid vodiku se tedy stanovuje oxidacni kopulaci se 4-aminoantipyrinem a s TOOS (za katalyzy N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-m-toluidin
peroxiddzou). Fotometrie pfi 505 nm.
b. Nepfimo, s vyuZitim katalazy
C.
katalaza
H,0, + CH;OH —— H,0 + HCHO
methanol formaldehyd
HCHO +  CH;-CO-CH,-CO-CH; + NH," = 3,5-diacetyl-1,4-dihydrolutidin
acetylaceton (Zluta latka, fotometrie pfi 410 nm)
CHy CH,
| X HSCTO\K\/EO\‘4O
_ |
N CHy @) 7 CH,
N CHy
Lutidin
(2,4-dimetylpyridin) 3,5-diacetyl-1,4-dihydrolutidin

Poznamka: Metody s kataldazou se v soucasnosti nedoporucuji.
8.3.2. Klinické poznamky

Referenc¢ni rozmezi se mirné lis§i podle pouzité metody, obecné hodnoty uvadi napf. Racek
pro muze 200 — 420 pmol/l,
pro zeny 140 — 340 umol/l.

T Hyperurikémie:
Vy38i koncentraci kyseliny mo€ové v krvi maji muzi (vzhledem k Zenam) a obézni osoby. Obecny princip
hyperurikémie — zvySena tvorba a sniZzené vylu€ovani kyseliny mocoveé. Velmi &asto byvaji pFiinou
hyperurikémie oba mechanismy sou¢asné.
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a. PrFiciny zvysené produkce kyseliny mocové

- zvySeny pfijem purinG v dieté (maso, zvéfina, vnitfnosti)

- zvySena syntéza purinu diky zvySené aktivité prislusného enzymu

- zvySena degradace nukleovych kyselin pfi zaniku velkého mnoZzstvi bunék (po ozéafeni, po |éEbé
cytostatiky, pneumonie aj. chorobné stavy)

- zvySené odbouravani ATP (napf. po zatézi)

- u nékterych dédi¢nych onemocnéni postihujicich enzymovy aparat metabolismu adeninu a guaninu

Hyperurikémie obecné mohou byt projevem dédi¢né poruchy (defekt ur¢itétho enzymu, primarni
hyperurikémie, viz. odst. 8.5.), pfikladem jsou Lechdv-Nyhaniv syndrom (nefunkéni
hypoxantinguaninfosforibosyl transferaza) a Von Gierkeho choroba (nefunkéni glukosa-6-fosfataza), nebo
jsou dusledkem jiné choroby (sekundarni hyperurikémie), napf. karcinomu, psoriazy, (lupénky),
myeloproliferativnich procesu, 1&é¢by diruetiky ¢i zvySeného tkanového obratu.

b. PFi¢iny snizeného vyluéovani kyseliny mocové

- stavy se snizenou glomerularni filtraci

- soutéz nékterych aniontl s kyselinou mocovou o aktivni sekreci v distalnim tubulu (takto pusobi napf.
laktat, thiazidova diuretika aj.); tubularni sekreci kyseliny mocové snizuje i alkohol

Pro zvidavé studenty:

Syntéza purinovych nukleotid probiha v organismu de novo a organismus si tuto syntézu peclivé hlida. Purinové nukleotidy se
buduji sledem energeticky narocnych reakci a cely postup zacina na fosofribosylpyrofosfatu (PRPP). Klicovou roli regulace syntézy
zde hraje hned prvni enzym, PRPP-glutamylamidotransferaza. AMP, ADP, GMP a GDP zpétnovazebné ovliviuji (inhibuji) aktivitu
této transferdzy, takZe organismus si tvofi pouze potfebné mnozstvi purinovych nukleotidd. Aktivita zminéného enzymu maze byt
geneticky pozménéna, a to ve smyslu zvysené rychlosti reakce (V. je vyssi oproti,,normalu”), vyssi afinity k PRPP nebo rezistence
k inhibici zpétnou vazbou. Kazda z téchto poruch vede ke zvysené produkci purinovych katabolitd, tj. zejména kyseliny mocové.
Klinické projevy této genetické poruchy (téchto genetickych poruch) se nazyvaji dna.

Dna (arthritis uratica, podagra), je metabolické onemocnéni, kdy doslo k pfesdahnuti meze rozpustnosti uratu (mocanu) sodného.
Byva doprovazena hyperurikémii, ale neplati to vZdy. Rovnéz tak hyperurikémie nemusi mit priznaky dny. Vznikajici krystaly této
latky se ukladaji v okoli kloubu a vyviji se zanétliva reakce, vznika tzv. dnava artritida. Tyto krystalky mohou zpUsobit i mnohem

Lécba se snazi potlacit zvySenou tvorbu kyseliny mocové, zvysit jeji vylucovani, pfipadné odstranit primarni onemocnéni, které
k hyperurikémii vede.

ucinkem, omezuje se tmavé maso a alkohol v dieté. U sekundarni dny se ovlivriuje, pokud to jde, primarni onemocnéni.

I Hypourikémie:

Zhusta byva pfi¢inou pusobeni 1€k, které mohou plsobit jako inhibitory xantinoxidazy, nebo mohou
snizovat reabsorpci kyseliny moc¢ové v distalnim tubulu. Moznou pfi¢inou maze byt i (vzacny) vrozeny
defekt tvorby xantinoxidazy, pfipadné vazné postizeni jater. V tomto pfipadé se mohou u postiZzené osoby
vyskytovat xantinové mocové konkrementy. Nalez hypourikémie ma maly diagnosticky vyznam

8.4. Nékteré dalsi dusikaté latky

8.4.1. Amoniak

Vznika pfi degradaci dusiku aminokyselin v jatrech, kde z néj vznika mocovina a v proximalnim tubulu ledvin
hydrolyzou glutaminu.

Referenéni rozmezi amoniaku v plazmé se uvadi 35 — 50 umol/l (zalezi na pouzité metodé). Odbér plazmy
je specialni (anaerobni s okamzitym chlazenim) a zpracovani materialu musi byt bezprostfedni. NejCastéjsi
indikaci tohoto vySetfeni je selhani jater.

8.4.1.1. Metody stanoveni amoniaku
Vyuziva se typu reakce, znamého ze stanoveni mocoviny, s glutamatdehydrogenazou:

GLDH

NH," + kyselina a—oxoglutarova W glutamat” + H,0

NADH + H' NAD"
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Pfi analyze je nutno pracovat s vysoce Cistou vodou prostou amoniaku, ktery se ve stopach vyskytuje bézné
v ovzdusi. Diagnosticka souprava mize obsahovat ionex na bezprostfedni pfipravu Cisté vody. Odbér musi
byt anaerobni, vzorek uchovavany pfi teploté tajiciho ledu a analyza musi probéhnout do 1 hodiny po
odbéru. Pouziti moderniho odbérového systému a bezprostfedni doprava vzorku do laboratofe s okamzitou
naslednou analyzou preanalytické podminky zjednodusuiji.

Indikace vysetreni: U pacienta se projevuji mentdlni zmény, dezorientace, ospalost, nebo kdyZ upadne do kématu;

u pacientu se stabilizovanou jaterni chorobou v pfipadé nahlého zhorseni stavu (spolu s dalSimi jaternimi testy).

8.4.2. Aminokyseliny

Mezi latky nebilkovinného dusiku patfi i aminokyseliny. Na rozdil od mocoviny, kreatininu a kyseliny
mocové vSak nejsou odpadnimi latkami, ale prekursory (vychozimi latkami), ze kterych si organismus stavi
bilkoviny télu vlastni. Aminokyseliny jsou i dulezitymi metabolity vyuzivané organismem k ziskavani energie
i k pfeméné na rGzné biologicky vyznamné slouceniny, jak je zfejmé z jejich bohatého metabolismu, stru¢né
znazornéného na schématu. Navzdory svému vyznamu nejsou aminokyseliny v ledvinnych tubulech zcela
resorbovany, a proto se nachazeji i v moci.

Struény prehled metabolismu AK

bilkoviny > bilkoviny télu vlastni
proteosyntéza
o R vzajemné premeny
traveni SER-GLY; SER-CYS ai.
> hormony, biogenni aminy, nukleotidy
odstepeni’ NH; I > NH;
v |
. . . v v
uhlikata kostra aminokyselin motovina glutamin
vznik nékteré C4- tvorba volného jednouhlikaté aktivni odbourani na
dikarboxylové acetoacetatu stépy (Cy) mastné CO; a H,0
kyseliny a tim (ketoplastické SER, GLY, kyseliny ALA,
napojeni na AK) PHE, TYR, MET, HIS VAL, ILEU,
metabolismus ILEU, LEU, LYS LEU (LYS -
sacharid@ jinou cestou)
(glukoplastické
AK) PHE, TZR,

ILEU, ARG, PRO,
HIS, GLU, ASP,
[TRP]

Volné aminokyseliny se stanovuji v séru a/nebo v mo¢i, a to:
e jako tzv. a-aminodusik (tj. souborné vSechny aminokyseliny; aminodusik podava informaci o
celkovém mnozstvi aminokyseliny v dané télesné tekutiné a ma jen omezeny diagnosticky vyznam)
e jako spektrum aminokyselin
e cilené konkrétni aminokyseliny (hydroxyprolin, cystin...)

Indikace stanoveni aminokyselin
e u jaterniho selhani (pfedev§im jako a-aminodusik)
e unemocnych v t&Zkém stavu (spektrum)
e pfi diagnostice dédicnych metabolickych poruch (cilené stanoveni, pfipadné spektrum aminokyselin)
[ ]

pfi posuzovani kostniho metabolismu (cilené stanoveni aminokyselin hydroxyprolinu a hydroxylyzinu
z kolagenu — viz kapitola 19 Biomarkery, str.19-25.).
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Zmény v hladinach plazmatickych aminokyselin nastavaji zejména u jaterniho selhéni a akutni hepatitidy:

Jaterni selhani Akutni hepatitida
t: alanin, arginin, kyselina glutamova T:fenylalanin, tyrozin
1: glycin, serin, threonin

8.4.2.1. Metody stanoveni aminokyselin
a—aminodusik se stanovuje ninhydrinovou reakci - stru¢né schéma reakce:

R-CHNH,-CO,H + ninhydrin = redukovany ninhydrin + R-COH + CO, + NHs

aminokyselina aldehyd

ninhydrin + redukovany ninhydrin + NHs; = [ninhydrin — N — ninhydrin]
(modre zbarveny komplex)

Popis provedeni reakce pro zvidavé studenty: biologicky materidl se deproteinuje, aminokyseliny v supernatantu se potom
nechaji reagovat za varu s Cinidlem (ninhydrin); dochazi k odbourani aminokyselin na aldehyd a oxid uhlicity, souc¢asné se uvolni
amoniak, ktery s ninhydrinem reaguje za tvorby slouceniny sloZzené ze dvou molekul ninhydrinu spojenych atomem dusiku;
vysledkem je modry roztok, vhodny k fotometrii; pfi stanoveni interferuji mocovina a pochopitelné amoniak z okoli, které

s ninhydrinovym Cinidlem reaguji také; reakce je pomérné citliva, lze ji zjistit mnoZstvi aminokyselin nizsi nez 1 ng.

Druhou moznosti je reakce aminokyselin s fluorescaminem; Ize zjistit nanogramova mnozstvi aminokyselin

Referencni rozmezi u dospélych: 2,4 — 4,0 mmol/l (u novorozencu jsou hodnoty vyssi)

Jednotlivé aminokyseliny Ize oddélit a stanovit chromatografickymi a elektroforetickymi metodami, o
kterych se podrobnéji pojednava v hodinach Vybranych laboratornich metod.

Spektrum aminokyselin |ze stanovit jak chromatografickymi, tak elektroforetickymi technikami

Princip chromatografickych metod: molekuly délenych latek se rozdéluji (podle
raznych fyzikalné-chemickych principl jako jsou adsorpce, rozpustnost, velikost
molekuly, ...) mezi nepohyblivou (staciondrni) a pohyblivou (mobilni) fazi (napr.
mezi dvé rozpoustédla). Déleni je zaloZzeno na skutecnosti, Ze molekuly ve smési
maji rozdilné tendence pfipojit se k jedné nebo ke druhé fazi.

Chromatografické metody pouzivané pro analyzu aminokyselin:

- papirovd chromatografie

- papirovd chromatografie dvourozmérnd

- tenkovrstevna chromatografie (TLC — Thin Layer Chromatography)

- iontové-vymeénna (ionexova) chromatografie

- automatizovana ionexova chromatografie: automatické analyzatory
aminokyselin (na vystupu je ninhydrinova reakce)

Analyzator aminokyselin
AAA 500, fy Ingos, s.r.o.

Z elektroforetickych metod je to pfedevSim vysokovoltova elektroforéza (pracuje se
s napétim 2000 — 5000 V, pfipadné i vy$Sim).

Koncentrace jednotlivych aminokyselin v plazmé:
Od stopovych mnozstvi az po 650 mmol/l (maximalni koncentrace alaninu u zdravych osob).

8.5. Dédiéné metabolické poruchy

V pfedchozim textu jsme se setkali a v dalSim textu se setkame s pojmy typu autosomalné recesivni
metabolicka porucha metabolismu, autosomalné recesivni genetické onemocnéni s poruchou v genu
kédujicim. apod. Dédi¢né metabolické poruchy (DMP) jsou molekularni geneticky podminéné
choroby, které (negativné) ovliviiuji metabolické drahy v téle, protoze, diky genetickému defektu, chybi

v metabolické draze urcita kliC¢ova soulast. Fyziologicka funkce metabolické drahy je tak narudena a vyusti
v rizné patologické projevy dané choroby. Dusledkem genetického defektu je chybna tvorba pfislusné
bilkoviny a podle dllezitosti bilkoviny v metabolismu &i stavbé organismu, vzniknou rizné klinické projevy.
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Bilkoviny, které mohou byt timto defektem postihnuty

e enzymy: nej¢astéjSi pfipad, dusledkem je hromadéni substratu a/nebo nedostatek produktu;
vznikaji ndhradni metabolické cesty, atypické, €asto toxicke latky
krevni bilkoviny (nikoliv enzymy): plazmatické bilkoviny nebo hemoglobin
strukturni bilkoviny bunécné membrany: zména tvaru buriky a jeji odolnosti k cytolyze
receptor: burika ztrci schopnost navazat a vychytat urCitou latku

regulacni protein: projevem m{ize byt napf. nekontrolovany rist (vznik malignity)

Podstata vrozenych metabolickych poruch

Mutace
jaderné DNA

-

’ Pozménény

Mutace (nefunkcni)
mitochondrialn{ protein m Multiorganové
DNA postizeni

U tzv. enzymopatii je pficinou dédi¢né metabolické poruchy mutace v genu, ktery kéduje urgity enzym.
Vétsinou (ale ne vzdy) je dédicnost recesivni, protoze nepostizena alela zajistuje tvorbu dostateéného
mnozstvi funkéniho enzymu.

Pokud enzym chybi, nebo je nefunkéni, mohou nastat tfi pfipady:
1. Netvofi se produkt reakce danym enzymem katalyzované a nemohou tak vznikat ani nasledné
produkty, pro ktery je pfedchozi produkt prekurzorem. Néktera z (nevytvorenych) latek pak télu
chybi

2. Substrat reakce danym enzymem katalyzované se neodbourava, hromadi se. Tato kumulace muze
poskozovat buriky &i tkané, muze ji i o latku potencialné toxickou.

3. Substrat, ktery se nemlze pfeménit na produkt, se za¢ne nahradni cestou odbouravat na jinou
latku, ktera byva toxicka a muze urcité bunky &i tkané poskozovat.

U konkrétni osoby muze dojit i ke kombinaci téchto mechanismu. Metabolické drahy &i metabolické funkce
mohou byt naruseny i mutacemi v genech pro receptory, specifické proteiny i strukturni proteiny.
Dédi¢nych metabolickych poruch je obrovské mnozZstvi, nékteré se vyskytuji relativné ¢asto (fenylketonurie),
jiné se vyskytuji naopak velmi vzacné, v poc¢tu nékolika jedincd na celém svété. Ne vSechny pficiny téchto
chorob byly jiz objeveny.

Poznamka: Ne kazdd mutace nutné vede ke genetické poruse. Zalezi také na misté v proteinu, kde k zdméné aminokyseliny doslo.
Nékteré zmeény se vlilbec nemusi projevit, ale to znate z jiného predmétu.

8.5.1. Principy laboratorni diagnostiky dédiénych metabolickych poruch
RozliSuji se tfi arovné detekce poruchy, tj. detekce na urovni (viz téz schéma na str. 7-23)

1. Nukleové kyseliny (DNA, mRNA) - metody pfimo prokazuji defektni gen; nejznaméjsi metodou z této
oblasti je polymerazova fetézova reakce (zkratka PCR, vyslovnost pi si ar, z anglického polymerase
chain reaction), ale existuje cela fada dalSich metod. Problematice DNA a RNA diagnostiky lidskych
chorob, PCR a dal8im metodam se vénuje Kapitola 19, DNA diagnostika lidskych chorob. Jedna se o
moderni metody, které poskytuji vesmés lepsi vysledky neZ analyza napf. na Urovni proteinu.

2. Proteinu — enzym se muze prokazat v tkafové kultufe fibroblast histochemicky ¢i
imunohistochemicky; proteiny bez enzymové aktivity se prokazuji napf. zménou putovani pfi
elektroforéze a jinymi elektromigracnimi metodami (podrobnosti o bilkovinach a metodach jejich
stanoveni jsou uvedeny v Kapitole 10, Bilkoviny).

3. Substratu (postizeného enzymu) — nejdéle pouzivany zplisob (viz dale v textu popisy metabolickych
poruch aminokyselin).
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Schéma riznych urovni detekci dédiénych metabolickych poruch

1. udroven 2. Uroven 3. droven
— Hromadéni substratu
Zménéna RNA » Zménéna bilkovina > Nedostatek produktu

|

Zménéna DNA

> Vznik alternativnich produktd

Metody analyzy nukleovych kyselin Metody analyzy bilkovin Ruzné metody analyzy

V diagnostice dédiénych metabolickych poruch hraje pomérné dulezitou roli také stanoveni kreatininu,
protoZe vétSina stanovovanych analytd v moci se pfepocitava na jednotkovou koncentraci kreatininu. Mezi
tyto analyty patfi zejména organické kyseliny, aminokyseliny, puriny a pyrimidiny.

Tzv. Kaufmaniv koeficient ddva do poméru koncentraci kyseliny mocéové a kreatininu (oboji) v moci. Tento koeficient je nezbytny

pfi stanoveni hyper- a hypourikosurii spojenych s dédi¢nymi poruchami purinového a pyrimidinového metabolizmu” a stfddavymi
onemocné&nimi

*)napF. Lesch-Nyhanuv syndrom, tj. Gplny deficit hypoxanthin-guanin-fosforibosyltransferazy, kde je Kaufmandv koeficient zvyseny,
naopak napf. u deficitu purinnukleosid fosforylazy a xantindehydrogenazy je tento koeficient snizeny

™) napf. svalova glykogendza typu | a VI, kde se nachazi Kaufmanuv koeficient zvyseny

8.5.2. Poruchy metabolismu aminokyselin a jejich pfi¢iny

Poruchy metabolismu aminokyselin Ize rozdélit do dvou velkych skupin.
Jsou to poruchy
e intermedidarniho metabolismu aminokyselin, kde pfi¢inou je defekt tvorby enzymu potfebného pro
jejich metabolismus (disledkem je hromadéni metabolitu, tj. substratu pfisluSného enzymu, pfed
prerusenim metabolické drahy a poskozeni tkani, pfedeviim CNS)

e transportu aminokyselin, kde Ize rozliSit poruchy
o  renélniho tubularniho transportu (reabsorpce), tj. poruchy resorpce urcitych aminokyselin
v tubulech ledvin
o stfevniho transportu urcité aminokyseliny, tj. poruchy jejich absorpce z tenkého stfeva; dusledkem
je malnutrice této aminokyseliny); v obou pfipadech je vysledkem atypické sloZzeni aminokyselin

v modi.
Poruchy intermedidarniho
metaboslismu aminokyselin
Poruchy
metabolismu Poruchy rendiniho tubuldrniho transportu
aminokyselin urcitych aminokyselin

Poruchy transportu aminokyselin

Poruchy strevniho transportu urcité
aminokyseliny

Poruchy intermediarniho metabolismu aminokyselin

e Fenylketonurie — autosomalné recesivni geneticka metabolicka porucha, tzn. dédi
se od obou rodic, pfi které se fenylalanin nepfeméfiuje na tyrozin, protoze doslo
k mutaci genu zodpovédného za tvorbu jaterni fenylalanin hydroxylazy, nezbytné
pro tuto preménu. Pfi zanedbani dojde u jedince k mentaini retardaci, epileptickym
zachvatlm a dal§im zavaznym medicinskym projeviim. Proto se pravidelné
vyhledava u véech novorozencii (v CR od roku 1975): metodou je Guthrieho
[guthri:] test pro screening. Principem testu je podpora riistu bakterialniho kmene
Bacillus subtilis v okoli teréiku s krvi obsahujici zvySenou koncentraci fenylalaninu,
coz je esencialni slozka pro tento kmen (viz obrazek vpravo).
U tzv. variantnich fenylketonurii ma fenylalanin hydroxylaza ¢aste&né zachovanou
aktivitu.

=
p—

s
[d=3
o

o
(o=]

Guthrieho test
8-18


http://www.google.cz/imgres?q=Guthrieho+test&start=50&hl=cs&sa=N&rls=com.microsoft:cs-CZ:IE-Address&rlz=1I7GZEV_en&biw=1220&bih=865&tbm=isch&prmd=imvns&tbnid=FT7XS6MwZ20HKM:&imgrefurl=http://www.flickr.com/photos/astrolondon/3796407212/&docid=K6BMR01-EVw6xM&imgurl=http://farm4.staticflickr.com/3425/3796407212_354af82c4e_z.jpg&w=414&h=640&ei=UDRTUK_GHJDMtAb_rIDgAQ&zoom=1&iact=hc&vpx=466&vpy=195&dur=93&hovh=279&hovw=180&tx=98&ty=211&sig=114946608483320865582&page=3&tbnh=166&tbnw=108&ndsp=29&ved=1t:429,r:8,s:50,i:260

Klinickd biochemie Kapitola 8. Dusikaté latky nebilkovinné povahy

Lécha: specidlni strava bez fenylalaninu (do dospélosti, u Zen po celé obdobi plodnosti, protoze béhem téhotenstvi mize
dojit k tzv. materndlini fenylketonurii, tj. ovlivnéni nepostizeného plodu vysokou hladinou fenylalaninu v krvi postizené
matky, prinikem pres placentu). Lé¢ba zavisi také na stupni postizeni produkce enzymu (variantni fenylketonurie),

v nékterych pripadech je dieta méné prisna, popripadé zadna.

Melanogeny, alkapton, kyselina fenylpyrohroznova — nastin metabolismu

Geneticka porucha (1)

fenylalaninhydroxylaza
) P ) Hormony
Fenylalanin 7 > Tyrosin > (adrenalin,
, thyroxin)

nahradni reakce ,
/

transaminaza ,
v 2 melanomy
-~ P
T (3.4)
Kyselina v
fen\(/lpyrt?l;ll'?:r;ové Kyselina I meziprodukty
ajine fatky homogentisova (DOP,A polymerace
dopachinon 1
dopachrom
3 indolchinon)
/ I —

Geneticka porucha (2) I

JATRA

Kyselina fumarova

+
kyselina acetoctova

Legenda k obrazku (¢ervena Cisla v zdvorkach odpovidaji ¢islim v zavorkach na obrazku):
(1) Fenylketonurie: (nedostatek fenylalaninhydroldzy, proto vzristd hladina fenylalaninu)

(2) Alkaptonurie: (chybi homogentisdtoxygendza odbourdvajici kyselinu homogentisovou, tj. alkapton, v jatrech a
v ledvindch, proto se kyselina homgentisovd/alkapton vylucuje do moci)
(3,4) Hypertyrosinemie: typ Il a |, tzv. tyrozindzy,
| — asi defekt fumarylacetdtacetahydroldzy a maleinylacetdthydroldzy,
Il — defekt tyrosintransamindzy z jater.

e Alkaptonurie — autosomalné recesivni, vzacné postizeni metabolismu aminokyselin fenylalaninu a
tyrosinu: kyselina homogentisova (alkapton) se nemUze dale metabolizovat na kyselinu fumarovou a
acetoctovou. Jeji pfebytek ma za nasledek ukladani alkaptonu a jeho oxidacnich, tmavé zbarvenych
produkttd v kdzi, v chrupavkach a ve vazivu, coz vede k degenerativnim zménam kloub(,
osteoartritidé, poSkozeni srdec¢nich chlopni a tvorbé ledvinovych kamenu.

(0] o) [e] o
| HO
o
OH OH OH HO
| )l\;©\ X OH
NH, o NH, o HO OH &

Fenylalanin Tyrosin Kyselina fenylpoyrohroznova Kyselina homogentisova Kyselina fumarova

Lééba: Zadna jednoznadna 1é¢ba neexistuje. Doporuéuji se vysoké davky vitaminu C a omezeni (zvl. u déti) fenylalaninu a

tyrosinu ve stravé.

e Tyrozinémie - tyrozin se nemUze dale metabolizovat na kyselinu homogentisovou coz vede ke
zvySovani jeho koncentrace v krvi
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a.
)

o Tyrozinemie |, autosomalné recesivni genetické onemocnéni s postizenim (pravdépodobné)
fumarylacetathydrolazy ptipadné i maleinylacetathydrolazy. V krvi je zvySena koncentrace
tyrozinu a metioninu. Priibéh maze byt akutni nebo chronicky. Pfi neléceni akutni tyrozindzy
selhavaji kojencum jatra a jedinec zmira asi po pul az tfictvrté roce. U chronického priibéhu se
vyskytuji t&€zké jaterni cirh6zy, hepatomy, Spatné funguji ledviny. Nékdy se pozoruje i porucha
duSevniho vyvoje, hyperglykemie, hypertenze aj. Nemocni se dozivaji pfiblizné 10 let.

Lécha: Dieta chuda na tyrozin a fenylalanin.

o Tyrozinemie Il, Richner-Hanhartiv syndrom, autosomalné recesivni genetické onemocnéni
s postiZzenim jaterni cytosolové tyrosinaminotransferdzy (mitochondridlni izoenzym ma funkci
zachovanou): v krvi a v moci se nachazeji zvy$ené koncentrace tyrozinu (tyrozin je jedina
aminokyselina zvySena v moci). U postizeného jedince dochazi k riznym malformacim,
zménam na kuzi, k poruSe dusevniho vyvoje. Zmény na jatrech a ledvinach pozorovany nejsou.

Lécha: Upravena dieta, tzn. snizeny pfisun aromatickych aminokyselin a proteind.

Albinismus - vrozeny deficit tyrozinazy, porucha pfemény tyrozinu na melanin. Dlsledkem je
postizeni klize (bila az prahledna), duhovky (nebarevna, nékdy narGizovéla, diky prosvitajici krvi
v kapilarach), svétloplachost, problémy s vidénim aj.

Lécha: Jednd se zejména o napravu vidéni, at jiz chirurgicky (tékani oc¢i) nebo pomoci bryli ¢i kontaktnich codek.

Homocystinurie - dédi¢na autosomalné recesivni porucha metabolismu cysteinu, pfi které diky
deficitu cystathionin-g-syntazy, dochazi ke zvySenym hladinam . o
homocysteinu.Tato skuteé¢nost ma cetné dasledky, véetné mentaini retardace, z //

epilepsie, psychickych chorob, o¢nich anomalii, trombéz, pfedCasné /_>_\

aterosklerosy aj.

OH
HS

Lécha: Specificka |é¢ba neexistuje. Doporucuji se vysoké davky vitaminu Bg, pripadné dieta s nizkym
obsahem metioninu (obecné dieta s nizkym obsahem bilkovin), ¢asto také l1écba pomoci
trimetylglycinu (betainu), ktery konvertuje preménu homocysteinu zpatky na metionin, normaini
davky kyseliny listové a pridavek cysteinu do stravy. RGzni jedinci také riizné reaguji, podle toho se Iécba upravuje. (0
homocysteinu je také zminka v Kapitole 13, Vitaminy).

Homocystein

Poruchy transportu aminokyselin

Cystinurie (nejcastéjsi pfipad) — autozomalné recesivni dédi¢né podminéna metabolicka porucha
vstfebavani cystinu a bazickych aminokyselin

lyzinu, argininu a ornitinu ve stfevech a NH, o

ledvinach. Dusledkem je vysoka koncentrace Ho s T
nejméné rozpustného cystinu v moc¢i a tvorba s OH HZNWOH
cystinovych konkrementu v ledvinach, o NH, NH,

v mocovodu, ale také ve Zluéniku, a to jiz Cystin Lysin

v mladém véku. Cystinurie je asymptomaticka

(bezpfiznakova), pokud se nevytvofi kameny. " o o
Jakmile se kamen vytvori, nebo produkce )\2 I
kamenu je &asta &i zavazna muze se projevit HN NH\/\)LOH HN™ o
nékolik symptomu, napf. nausea, zvraceni, NH, NH,
chronicka bolest, hematurie atd.

Lécha: Odpovidajici hydratace, alkalizace moci, Uprava

diety s redukci soli a pfijmu bilkovin, zejména s obsahem

metioninu. LéCba kamenu je zvlastni kapitolou jiného medicinského odvétvi.

Arginin Ornitin

Hartnupova choroba, autosomalni recesivni metabolicka porucha transportu neutralnich
aminokyselin v ledvinnych tubulech a tenkém stfevé. Postizeny gen kontroluje absorpci téchto
aminokyselin ze stfeva a reabsorpci v ledvinach. Osoby s touto poruchou nemohou patfi¢né
absorbovat pfislusné aminokyseliny ze stfeva a reabsorbovat je z ledvinnych tubuld. Do moci se tak
vylu€uji znaéna mnozstvi aminokyselin typu tryptofanu, dusledkem jsou projevy nedostatku
aminokyselin, poSkozeni CNS produkty odbouravani (napf. indikanem, produktem oxidace
tryptofanu), snizena syntéza niacinu (disledek malabsorpce tryptofanu), kozni pelagroidni zmény aj.

Lécha: Deficit aminokyselin mGze byt prekonan dietou bohatou na proteiny. Pacienti se musi chranit pfed ptisobenim
slunecniho svétla. U nékterych pacient( je tfeba doddvat kyselinu listovou.
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Na zavér maly vylet do patologie pro zvidavé studenty

Choroby mohou mit geneticky zaklad, nebo mohou byt ziskané vlivem okolniho prostredi. Ziskat Ize chorobu jiz
prenatalné (pfed porodem), perinatalné (v dobé porodu) nebo postnatalné (kdykoliv po porodu). Nékteré choroby
jsou tak kongenitalni (dité se narodi s onemocnénim, které maize byt

genetické, nebo ziskané v nitrodéloznim prostredi. Nékteré choroby jsou

typické pro détsky vék, dalSi napadaji zejména dospélé jedince a nékteré

nemoci jsou charakteristické pro seniory. Nemoc muze byt také primarni,

kdy se jedna o poruchu samu o sobé (organu, tkané, procesu), nebo

sekundarni, kdy je choroba vysledkem jiného postizeni, které se manifestuje

v daném organu, tkani, procesu. Defekty mohou byt strukturalni nebo ‘
funkéni (vétsinou jdou ruku v ruce spolu). Defekt mlze byt ¢asteény nebo
celkovy, mUze byt lokalizovan v urcité tkani ¢i bunécné linii, nebo muize byt
systémovy, kdy zahrnuje vice tkani a organ(i. Nékteré choroby jsou
progresivni, vzdorujici nasazené |écbé, zatimco jiné vymizi bez |éceni,
organismus je schopen si s nimi sam poradit. Bohuzel, mnohé choroby
ovliviuji, a to negativné, bunécné ¢i humoralni komponenty, které maji Robert Guthrie, MD, PhD
slouZit k obrané organismu. Nékteré choroby jsou idiopatické, objevuji se Klinicky chemik a mikrobiolog
z neznamych pfi€in a s nezndmymi mechanismy. 1916 - 1995

8.6. Ostatni latky s nebilkovinnym dusikem

Z téch nejznaméjsich sem patfi napf. karnitin, glutathion, oxid dusnaty a nebilkovinné dusikaté Idtky s hormondInim
ucinkem.

Karnitin je (v Sesti krocich) syntetizovan v jatrech z lysinu a metioninu za pfispéni kyseliny askorbové. Pfirodnim
izomerem je L-karnitin. Nachazi se ve znacné mite ve svalech, odtud i nazev (caro, lat. = maso). Karnitin pomaha
prenést acyl-CoA (aktivovany fetézec mastné kyseliny) pres mitochondridlni membranu do mitochondridlni matrix,
kde dojde k B-oxidaci mastné kyseliny (,,acylu”). Pfenos je podstatné sloZitéjsi, nez je zde popsano a zucastnuje se ho

nékolik enzyma. Pouzivani karnitinu jako ,spalovace tukd” ve formé potravniho doplrnku je sice moderni az modni, le¢
sporné, neexistuji védecky podlozené dikazy, Ze takto funguje.

0 o
HaC
3 N o HZNMOH HsC” SV\(”\OH
e \W s
o) NH, NH,

CH3; oH

Karnitin Lysin Methionin

Gluathion je ptirozené se vyskytujici tripeptid (g-glutamylcysteylglycin, kap. 13, str. 40), ktery se zucastnuje redoxnich
pochodi v organismu. Jako priklad miZe poslouZit prispévek glutationu k udrZzeni redukovaného stavu hemoglobinu

(kap. 9, str. 5).
HS
i I I
NHJ\
HOWNH | o
NH, o

Glutathion

Oxid dusnaty (NO) je fazen mezi tkdriové hormony, stru¢na zminka o oxidu dusnatém v této souvislosti je uvedena
v kapitole 17, v tabulce n str. 17-45.
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8.7. Struéné shrnuti kapitoly

8.7.1. Mocéovina

8.7.2.

8.7.3.

Mocovina je odpadni produkt organismu, kterym likviduje jedovaty amoniak, produkt metabolismu
bilkovin.

Moderni metody stanoveni mocoviny jsou enzymové. Enzym ureaza odstépuje amonny kation,
ktery mize byt stanoven pomoci glutamatdehydrogenazy UV-testem pfi 340 nm (plné enzymovy
test), nebo muze byt stanoven pomaoci nitroprussidu sodného, chlornanu a salicylanu, jako barevna
sloucenina, pfi 550 nm (Berthelotova reakce).

Koncentrace mocoviny v plazmé zavisi na kvalité glomerularni filtrace a tubularni resorpce ledviny,
proteinovém metabolismu, tj. na pfivodu bilkovin do organismu a jejich katabolismu.

Zmeény koncentrace mocoviny v plazmé mohou byt obousmérné. Narlst muze byt zplsoben
nadmérnou tvorbou, poruchou jejiho vylu¢ovani, nebo kombinaci obou principl. Pokles muze byt
zpusoben poruchou jeji tvorby nebo ztratami moci.

Koncentrace moc€oviny v mogi zavisi na kvalité glomerularni filtrace a tubularni resorpce ledviny, na
hodnoté krevniho tlaku (pratok ledvinou) a na urémii

Laboratorni stanoveni moc€oviny podava obraz o kvalité ledvinovych funkci, funkénosti jater,
metabolismu bilkovin a dalSich skute¢nostech.

Kreatinin

Kreatinin je cyklicky amid kreatinu, odpadni produkt z kreatinfosfatu, energetického zdroje pro
svalovou praci. Pfi koncentracich v plazmé do 200 umol/l se vylu€uje prakticky glomerularni filtraci.
Nejbéznéjsi metodou stanoveni kreatininu je Jaffého reakce s kyselinou pikrovou v alkalickém
prostfedi. Tato reakce je nespecificka ovliviuji ji jak rychlé, tak pomalé chromogeny, zejména
glukdza, kyselina acetoctova a bilirubin. Ovlivnéni se minimalizuje pfesnym dodrzenim reakénich
podminek, tj. pH, teploty a Casu.

Moderni metody jsou enzymové. Barevny test s ukonéenim modifikovanou Trinderovou reakci
vyuziva enzymy kreatinazu, sarkozinoxidazu, katalazu a kreatininazu. Metoda s ukon&enim UV
testem pfi 340 nm vyuZiva enzymy kreatininazu, kreatinkinazu, pyruvatkinazu a
laktatdehydrogenazu. Obé metody jsou draz$i, ale specifické. Pro nékteré obory je enzymové
stanoveni kreatininu povinné, napf. pro vyuziti vysledku pfi transplantacich.

Stanoveni kreatininu slouzi zejména k ohodnoceni funkce ledvin, zejména k odhadu hodnoty
glomerularni filtrace. To je mozné z hodnoty kreatininémie s pouzitim vhodné rovnice, napf. MDRD,
CKD-EPI nebo Lund-Malmé, existuji i jiné rovnice. Dal$i moznosti je zjisténi clearance endogenniho
kratininu, tj. objemu plazmy, ktery ledvina b&éhem jedné sekundy zbavila endogenné vytvofeného
kreatininu. Ke zjisténi hodnoty clearance je zapotfebi vzorek mogi, séra/plazmy, hodnota diurézy,
hmotnost a vy8ka pacienta. Nejvétsi chyby pfi vypocltu vyplyvaji z nepfesnych (mimolaboratornich)
udaju o dobé trvani sbéru a ze sbéru samotného.

Pro zamezeni témto chybam se k odhadu glomerularni filtrace vyuzivaji i jiné latky, rutinné se napf.
cystatin C, koncentrace v plazmé (séru).

Kyselina moéova
Kyselina moc¢ova je (u Clovéka) konecnym produktem katabolismu purinovych latek, tj. metabolismu
nukleovych kyselin a nukleotidl. Vznika z latek télu vlastnich i do organismu pfivedenych.
Kyselina mo€ova ma ochrannou roli, plisobenim volnych radikald se méni na alantoin (kone¢ny
produkt katabolismu purinovych latek u ostatnich savcl) a tim je eliminuje. Alantoin je u ¢lovéka
ukazatelem zatéZe organismu volnymi radikaly.
Moderni metody stanoveni kyseliny moc¢ové jsou enzymové. Enzym ureaza katalyzuje oxidaci
kyseliny mo€ové kyslikem na peroxid vodiku a alantoin, peroxid se stanovi modifikovanou
Trinderovou reakci. Metoda podle Katayamy s katalazou se nedoporuduje.
Diagnosticky ma vyznam zejména hyperurikémie, kterda maze byt zplsobena zvySenou produkci
kyseliny mo€ové, nebo snizenim jejiho vylu€ovani ledvinami, pfipadné obéma mechanismy. Vlastni
pfi¢inou zvySené produkce muze byt dédi¢na porucha (primarni hyperurikémie), nebo jina choroba
(sekundarni hyperurikémie), pfipadné Iécba diuretiky nebo zvySeny tkanovy obrat.
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8.7.4.

8.7.5.

8.7.6.

Dna je metabolické onemocnéni, kdy doSlo k pfesahnuti meze rozpustnosti uratu sodného, jehoz
krystaly se ukladaji v okoli kloubu a vyviji se zanétliva reakce. Tyto krystaly mohou zpuisobit i
nefropatii, s moznym selhanim ledvin a smrti jedince.

Amoniak

Amoniak se uvolfiuje v jatrech z aminokyselin pfi metabolismu bilkovin a v proximalnim tubulu
ledvin z glutaminu.

Moderni metoda stanoveni amoniaku je enzymova, s vyuzitim enzymu glutamatdehydrogenazy (viz
stanoveni mocoviny).

vzorku a naslednym bezprostfednim zpracovanim.

VySetfeni je vyzadovano zejména u selhani jater.

Aminokyseliny
Aminokyseliny jsou vychozi latky pro syntézu bilkovin télu vlastnich, mohou podiéhat riznym
pfeménam na biologicky vyznamné slouc€eni, mohou slouzit i jako zdroj energie pro organismus.
Volné aminokyseliny se stanovuji jako a-aminodusik, spektrum aminokyselin, nebo se stanovu;ji
konkrétni aminokyseliny.
Alfa-aminodusik se stanovuje ninhydrinovou reakci. Tato reakce byva i na vystupu automatickych
analyzator(l aminokyselin.
Spektrum aminokyselin a jednotlivé aminokyseliny se stanovuji chromatografickymi a
elektroforetickymi technikami.
Na metabolismu aminokyselin se dobfe demonstruji tzv. dédi¢né metabolické poruchy.
Dédi¢né poruchy metabolismu aminokyselin se tykaji jejich intermediarniho metabolismu nebo
transportu (renalniho tubularniho a stfevniho).

o Poruchy intermediarniho metabolismu aminokyselin: fenylketonurie, alkaptonurie,

tyrozinémie (I a Il), albinismus, homocystinurie
o Poruchy transportu aminokyselin: cystinurie, Hartnupova choroba

Dédiéné metabolické poruchy

Dédi¢né metabolické poruchy (DMP) jsou molekularni geneticky podminé&né choroby, které ovliviiuji
metabolické drahy v téle, protoze, diky genetickému defektu, chybi v metabolické draze urdita
klicova soucast. .Fyziologicka funkce metabolické drahy je tak naruSena a vyusti v rizné
patologické projevy dané choroby. Disledkem genetického defektu je chybna tvorba pfislusné
bilkoviny.

PostiZzené bilkoviny mohou byt enzymy, krevni bilkoviny, strukturni bilkoviny buné€né membrany,
receptor, regulacéni protein.

NejcastéjSim pfipadem jsou enzymopatie, jejichZ vysledkem je, Ze se netvofi produkt reakce
enzymem katalyzované, nebo se neodbourava pfislusny substrat, nebo se substrat nemuze
pfemeénit na produkt a odbourava se nahradni reakci.

DMP se mohou laboratorné diagnostikovat na Urovni nukleové kyseliny (moderni pfistup), proteinu
nebo substratu (pavodni postupy).

Kongenitalni (vrozena) choroba muze byt dédi¢na nebo ziskana (v intrauterinnim vyvoiji)
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