Dusikate latky
nebilkovinné povahy

Analyticka cast

Petr Breinek



CELKOVY DUSIK

= celkové mnozstvi dusiku vsech dusikatych
latek

= bilkovinny + nebilkovinny dusik

Metody stanoveni: KIELDAHLOVA metoda

V supernatantu po DEPROTEINACI (kyselinou trichloroctovou)
vznikne z DUSIKATYCH latek (za varu po rozkladu konc.H, SO, a
v pfitomnosti katalyzatort) SIRAN AMONNY, z kterého se
oddestiluje AMONIAK, ktery se stanovi TITRAGNE



NejCasteji se jedna o odpadni latky,
vyjimku tvori aminokyseliny

1) MOCOVINA

2) KREATININ (KREATIN)

3) KYSELINA MOCOVA

4) AMONIAK

5) blize nedefinované latky + peptidy

6) AMINOKYSELINY
(napr.Homocystein)



Preanalytické pozadavky

Analyzovany material

Stabilita

Referencni rozmezi

Biologicka variabllita

Metody stanoveni

Referencni metoda a material — existuje?
Doporucené (rutinni) metody

Jine metody




MOCOVINA ( UREA)

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

BILKOVINY

l

AMINOKYSELINY

l

Mocovinovy cyklus (jatra)

l

MOCOVINA (krev »mog)



MOCOVINA

Vznika v jatrech (cca 16g/d= 0,5-0,7 mol/d) v
mocovinovém cyklu

( metabolizovanim 2,9 g bilkovin vznika 1g
mocoviny)

Vylucuje se glomerularni filtraci moci ( na rozdil
od kreatininu je zpétne resorbovdna), mald cdst je
metabolizovana ve streveé.

V proximalnim tubulu se zpétné resorbuje 40-50%
profiltrované mocoviny, v distdlnim tubulu zavisi
resorpce na tom, zda je vylu¢ovdna koncentrovana
nebo zfedénd moc (dehydratace organismu se
projevuje vzestupem mocoviny).



Koncentrace v krvi zavisi na:

vylu€ovani mocoviny ledvinami moci

jeji tvorbé (zvyseny katabolismus- horecka,
sepse, hladovénti)

obsah proteint v dieté



Referencni rozmezi:

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

dU-Mocovina 167-583 mmol/24h



Metody stanoveni

REFERENCNI metody

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

standardni pfidani znacené mocoviny (izotopova diluce) do
analyzovaneho vzorku a nasledné stanoveni kombinaci
plynove nebo kapalinove chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

b) HPLC

vysokoucinna kapalinova chromatografie



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

H,N-CO-NH, + H,0 + — CO, + 2 NH;
mocovina ureaza
J + 2H*



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

spektrofotometricky - pokles absorbance NADH pri 340 nm



3. ELEKTROCHEMICKE metody (biosenzory)



. Jiné moznosti stanoveni (starsi metody)

enzymové metody (ureasa/Berthelotova reakce)
reakce amoniaku s chlornanem a fenolem za vzniku
barevneho (modréeho) indofenolu

chemické

- reakce mocoviny s a diketony nebo jejich oximy
(napr.diacetylmonoxim, DAM)

- reakce mocoviny s o-ftaldialdehydem (OFA)



KREATININ

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

(Kreatin vznika v jatrech, pankreatu a

edvindch, podili se na tvorbé energie
potrebné ke kontrakci svall)

kreatin + ATP — kreatinfosfat + ADP (CK)
kreatinfosfat — kreatin — kreatinin + H,0



Koncentrace v krvi zavisi na:

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



Referencni rozmezi:

S-Kreatinin muzi 60-100 umol/l
zeny 50- 90 umol/l

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



Clearance kreatininu

* Méne kvalitni ukazatel GFR nez vypocet z
eGFR z koncentrace kreatininu v séru

» za fyziologickych podminek nadhodnocuje
glomerularni filtraci asi o0 10% ,u renalniho
selhani o 100% (!)

Nutny sber moce
Clearance kreatininu = (U-kreatinin x V ) : S-kreatinin




Doporuceni IFCC

e 2005: pracovni skupina IFCC WG-GFRA
Working Group- GFR Assessment

* Doporucent:
....pouzivani specifictéjSich metod na
stanoveni kreatininu .. ..
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Odhad glomerularni filtrace (GFR) z koncentrace Kreatininu

Zadani vstupnich hodnot:

Kreatinin v grmali

Yek v rocich sl

Pohlavi ¢ MuF( Fena

YWska v om 184

Yaha v kg 20

vesledek vpodtu:

Odhad glomeralarni filtrace (eGFRY je podle
rovnice Lund-kMalmd: 1,01 mifs na 1,73 m2

rovhice CED EPE1 13 mlis na1,73m2

rovnice Lund: 1,01 mlis na 1,73 m2

rovhice MDRED (DMS traceabler: 1,13 mlis na 1,73 m2
rovnice Mayo Clinic: 1,43 mifsna 1,73 m2

M avrat




Odhad glomerularni filtrace (GFR) podle rovnice MDRD
(Modification of Diet in Renal Disease)

Zadani vstupnich hodnot:

Keatin lazms (30 pmor 100 o o e PO
Wek v rocich B

Pohlayi  Muil | Fena

Urea v plazme (sérd) v mmaol] 6,5

Alburnin v plazme (seru) v ol 40,0

visledek vipoétu trmis! (1,73m<) 1): 7

Odhad glomerularni filtrace (GFRY podle rovnice MORD = 1,08

M avrat |




Glomerularni filtrace

 DTPA izotopove vysetreni ledvin je
referencni metoda (zlaty standard ).

Rekne kolik filtruje pravé a kolik leva
ledvina,mluvi | o odtoku vyvodnymi
mocovymi cestami.



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

standardni pfidani znaceného kreatininu (izotopova diluce) do
analyzovaneho vzorku a nasledném stanoveni kombinaci
plynové nebo kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

Certifikovany referencni material
SRM 967 (SRM-NIST 909b, SRM-NIST 914)



Kreatinin enzymaticky

1.Stanoveni vznikleho z kreatininu

e kreatininasa/kreatinasa/SOX/POD
e kreatininasa/CK/PK/LD

2. stanoveni vznikleho z kreatininu

 kreatininiminohydrolasa GIDH



+ H,0 — kreatin
kreatininasa

kreatin + H,0 — sarkosin + mocovina
kreatinasa

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

sarkosinoxidasa

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



Princip a postup meéreni

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

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

e (Qdstranéni endogenniho kreatinu,
H,0, (katalasa), kyseliny askorbové (AOX)

+ H,0 — KREATIN



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

Kreatininiminohydrolasa

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

Spektrofotometricky, pokles absorbance NADH pri
340nm



Jiny princip enzymového stanoveni

+ H,0 — kreatin
kreatininasa

kreatin + ATP — kreatinfosfat + ADP
kreatinkinasa (CK)

ADP + fosfoenolpyruvat —» pyruvat + ATP

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

Spektrofotometricky, pokles absorbance NADH pri
340nm



Metody vyuzivajici Jatfeho
reakci

kreatinin + komplex kreatinin-

kyselina pikrova kyselina pikrova

alkalicky roztok

* NespecifiCnost méreni

* Reaguji: proteiny, ketony, bilirubin, néktere
Ieky,...



Snizeni nespecifiCnosti

Cela rada modifikaci v prub¢hu vice nez
100 roku

Céaste¢né snizena kinetickymi metodami
Rate-blank, kompenzace, detergentys, ....
Optimalizace koncentrace reagencii

Rozdilné vysledky mezi jednotlivymi
modifikacemi Jatfeho metody



4. Jiné metody:

a) elektrochemické metody (biosenzory)
POCT

b) HPLC
c) CE



KYSELINA MOCOVA (1.3 8-trioxypurin)

U ¢lovéka je konecnym produktem metabolismu
purind, vylucuje se ledvinami a moci, ¢ast stolici.

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

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

Sodnad sul je rozpustnéjsi (urdty).

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



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

Zvysenou koncentraci v krvi (hyperurikemie)
zplsobuje:

+ jeji zvysend produkce (maso, zvysend degradace
bunék-leukémie)

*  jeji snizené vyluc€ovani




Referencni rozmezi:

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

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



Metody stanoveni

Referencni metody
ID-GC-MS a HPLC

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

nebo stanoveni kyseliny mocCové vysokoucinou kapalinovou
chromatografii (HPLC)




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

+2 H,0 +O, —allantoin + + CO,
URIKASA



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

H,O, +AAP+fenol —» chinonmonoiminové barvivo + H,0
22 _ _ 2
peroxidaza (oxidacni kopulace)



3. Jiny princip enzymoveho stanoveni
(urikasa/katalaza)

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

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



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

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

HANTZSCHOVA kondenzacni reakce



4. ENZYMOVE stanoveni
282-293 nm



5. Chemicke metody

zalozené na redukcnich vlastnostech kyseliny
mocove (oxidace)

napr. redukce kyseliny fosfowolframové v alkalickém
prostredi za vzniku wolframové modre



AMONIAK (NH,)

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

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

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

mocovinu, se amoniak defoxikuje tfransaminacni reakci s
2-oxoglutaratem, za vzniku glutamatu.



Zvysend koncentrace v plazmeé:

Zdvazné jaterni onemocnéni
Snizeni prutoku krve jatry
Reyetv syndrom

Selhani ledvin

Pr‘li< |vrozer\)'/ch poruchdch enzymi v moCovinovém
cyklu

Preanalytika:

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



Referencni rozmezi:

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

18 - 72 pmol/l



Metody stanoveni:

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

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

spektrofotometricky
pokles absorbance NADH pri 340 nm



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

4. Jiné moznosti stanoveni
- chemické metody
- mikrodifuzni metody



Aminokyseliny

» VVyznamné se ucastni metabolickych procesu
» Zakladni stavebni jednotky proteinu

» Premena na jine biologické slouceniny

» Ziskani energie

» NejvyznamnejsSich je 20 (kodovane) a z téchto je
/ esencialnich (nepostradatelnych,napr.Met)

» Diagnostika dedicnych metabolickych poruch
(DMP)

skupina asi 200 definovanych chorob (nejméne 20 je IéCitelnych
specialni dietou)



Vyznam stanoveni:

» diagnostika dédi¢nych poruch metabolismu AK
(screening )

» monitorovani vyzivy u nemochych v tézkém
stavu



N>

SR

Metody stanoveni:

Referencéni metoda: neuvadi se

Chromatografie: GC, HPLC, TLC (automaticke
analyzatory)

Elektroforéza

Jednoduché chemicke reakce
Imunoanalytické metody (napr. homocystein)
Techniky DNA



Homocystein

* neesencialni sirna aminokyselina

* neni soucasti télesnych bilkovin

» vznika v organismu pi1 premeéné methioninu
(Met) na cystein(Cys)

jako degradacni produkt S-adenosylmethioninu
(donor merhylenové skupiny)

* nezavisly rizikovy faktor



Nezavisly rizikovy faktor

M kardiovaskularni onemocnéni
M periferni vaskularni onemocnéni (arterialni 1
Z1lni tromboza)
B cerebrovaskularni onemocnéni
B opakovane¢ ztraty plodu
Rizikovy faktor je priblizné€ stejny jako u
hyperlipidémie a koureni.



Referencni rozmezi:

P-Homocystein 5-15 pumol/l



Metody stanoveni:

1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
(deproteinace)

redukce

derivatizace

analyza

detekce (fluorometricka)




2. Imunochemickeé metody

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

Enzymaticka premeéna homocysteinu na
S-adenosylhomocystein

Kompetitivni imunochemicka reakce se specifickou
monoklonalni protilatkou

Detekce
ELISA,imunoturbidimetrie, chemiluminiscence, ...




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

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




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



