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Kyselina mocova
Klicova slova: degradace purinovych nukleotidd, kyselina mocova, alantoin.

Reagencie:

1. koncentrovany roztok amoniaku

2. kyselina mocova

3. roztok hydroxidu sodného 2 mol/l !ZIRAVINA!

4. roztok hydroxidu lithného 0,5 mol/l

roztok chloridu amonného 1 mol/l

zfedéna kyselina chlorovodikova 1:1

vzorek krevniho séra

vzorek moce

souprava Kyselina mocova (Biosystems):

a) pracovni roztok: fosfat 100 mmol/l, detergent 1,5 g/1, dichlorfenolsulfonat 4 mmol/I,
urikasa >0,12 U/ml, ascorbatoxidasa >50 U/ml, peroxidasa >1U/mol,
4-aminoantipyrin 0,5 mmol/Il, pH 7,8

b) standard

©ooNo G



Rozpustnost kyseliny mocové a jejich soli

Kyselina mocova (2,6,8-trihydroxypurin), hlavni produkt degradace purinovych bazi u
primatu, je vyluCovana moci. Purinové jadro ziistava tedy béhem degradacniho procesu
intaktni.

Kyselina mocova je latka nepatrné rozpustna ve vode (25 mg/l pti 18° C). Vici bazim
projevuje vlastnosti slabé dvojsytné kyseliny s hodnotami pKa = 5,4 a 10,3 pii 25° C.
Rozpustnost kyseliny mo¢ové se asi dvacetkrat zvysi v alkalickych roztocich, v dusledku
tvorby alkalickych soli - urat (viz Vlastnosti a reakce funkénich skupin biochemicky
vyznamnych organickych sloucenin, uloha 3.1.). Nejvice rozpustny je urat lithny. Na rozdil
od béznych amonnych soli je naopak uradt amonny velmi mélo rozpustny.

Pracovni postup:

Do tfi zkumavek dejte vzdy velmi malé mnozstvi kyseliny moc¢ové a 1 ml vody,
protiepejte. VéEtsina latky zlistane nerozpusténa.
Do prvni zkumavky ptidejte 1 ml roztoku hydroxidu sodného.
Do druhé zkumavky ptidejte 1 ml koncentrovaného vodného roztoku amoniaku.
Do tfeti zkumavky ptidejte 1 ml roztoku hydroxidu lithného.
Porovnejte rozpustnost vznikajicich soli.
Obsah zkumavky s urdtem lithnym rozd¢€lte na dvé ¢asti.
K prvé ¢asti prikapavejte roztok chloridu amonného a pozorujte vylucovani malo
rozpustného uratu amonného.
Druhy dil wurdtu lithného pomalu okyselujte pifikapavanim ziedéné kyseliny
chlorovodikové a pozorujte srazeni kyseliny mocové.

Poznamky:



Stanoveni kyseliny moc¢ové v séru a v moci

Zvysena koncentrace kyseliny mocové v krvi (hyperurikémie) maze byt dasledkem jeji
zvysené tvorby (vcetné zvySeného piisunu potravou), zvyseného rozpadu bunék (maligni
procesy, leukémie) nebo jejiho snizeného vylucovani ledvinami. Hyperurikémie mtze vést
k ukladani malo rozpustnych krystali kyseliny mocové do tkani a kloubii (dna). Kyselina
mocova a jeji soli jsou také ¢asto soucasti mocovych sedimentt a konkrementt.

Kyselina mocova se oxiduje kyslikem za katalyzy enzymem urikasou na peroxid vodiku
a alantoin. Vznikly peroxid vodiku se stanovuje oxida¢ni kopulaci s dichlorfenolsulfonatem a
4-aminoantipyrinem katalyzovanou enzymem peroxidasou.

Pro stanoveni koncentrace kyseliny mocové v séru a moci obdrzite vzorek séra a moce
pacienta oznaeného ¢islem a M- muz nebo Z — Zena:
S = sérum
U =mo¢ (pfipojen udaj o diuréze)

Pracovni postup:

'POZOR! VZOREK MOCE ZREDTE PRED STANOVENIM 10X. VYSLEDEK PAK
VYNASOBTE 10x!

— Do o¢islovanych zkumavek napipetujte reagencie dle tabulky 1.
— Vzorky a standard zpracujte Vv tripletu, slepou zkousku pouze jednou.

Tabulka 1.

reagencie(ml)

vzoreks

vzoreku

standard

slepy vzorek

sérum

0.05

mo¢ ziedéna 10x!

0.05

standardni roztok

0.05

destilovana voda

0.05

pracovni roztok

1.0

1.0

1.0

1.0

— VSechny zkumavky nechte stat 10 min pii pokojové teploté ve tmée (do laboratorniho

stolu).

— Do 60 min zméfte absorbance vzorkil a standardu proti slepé zkousce piti vinové délce

500 nm.

— Naméftené hodnoty zapiste do tabulky ¢.2.




Tabulka 2.

vzorek ¢é.:

absorbance

priumér

¢ (nmol/l)

standad

sérum

moc

VYHODNOCENI:

Tabulka 3.

vzorek €.

REFERENCNI HODNOTY

NAMERENE HODNOTY

urikémie (pmol/l)

muzi: 200 — 420
zeny: 140 — 340

mnozstvi vylouc¢ené moci
(mmol/24 hod)

4,2

diuréza

Poznamky:




Glykemie

Klicova slova: glykemie, glukosovy toleran¢éni test, glykemicka kiivka, glukosurie,
glukosaoxidasa (GOD - EC 1.1.3.4), peroxidasa (POD - EC 1.11.1.7), glykace proteinti, HbA1c
glykovany hemoglobin, afinitni chromatografie.

Reagencie:

1. vzorky séra S1, S2, S3

2. vzorek moce U

3. standardni roztok glukosy ¢ = 10 mmol/l

4. souprava Glukosa GOD-PAP, (BioSystems):
enzymové Cinidlo:
fosfatovy pufr 140 mmol/l, pH 8
glukosaoxidasa (GOD) 166 pkat/l
peroxidasa (PAP) 16 pkat/l
3-methylfenol (chromogen) 10 mmol/I
4-aminoantipyrin (chromogen) 1 mmol/I



Glukosovy tolerancni test, denni ztraty glukosy moci

Koncentrace glukosy v krvi se nazyva glykemie, novéji glukosemie. Jeji hodnota je
vysledkem ptsobeni fady regulacnich faktori, mezi nimiz hraji dominantni roli insulin a
kontrainsulinarni hormony — glukagon, katecholaminy, glukokortikoidy a somatotropni
hormon. Hlavnim orgdnem, ktery zajist'uje homeostazu glukosy jsou jatra. U zdravého Clovéka
je glykemie nala¢no udrZzovana v pomérné Uzkém rozmezi (asi 4 —6 mmol/l) a po jidle
nepievySuje ve venosni plazmé 11 mmol/l. Netrva-li toto zvySeni déle nez 60 min po piijmu
potravy je povazovano za fyziologické.

Porucha mechanismt podilejicich se na udrzovani euglykemie se mlize projevit ve smyslu
trvalého zvysSeni koncentrace glukosy (hyperglykemie) nebo naopak jejiho snizeni
(hypoglykemie). V obou ptipadech jde o stavy ohrozujici pacienta jednak chronicky, jednak
akutné. Dlouhodobad hyperglykemie u dekompenzovaného diabetika je spojena s fadou
organovych komplikaci. T¢zs8i hyperglykemie, stejn¢ jako hypoglykemie, mohou vyustit az do
bezvédomi a bez v€asné odborné pomoci ohrozuji pacienta na zivote.

Nejcastéjsi poruchou regulace metabolismu sacharidii je diabetes mellitus (DM, asi
7-8% populace v CR). Toto onemocnéni je zpiisobeno absolutnim nebo relativnim
nedostatkem insulinu. Dominujicim laboratornim nalezem u neléceného diabetika je chronicka
hyperglykemie doprovadzend v ptipadé vyrazné hyperglykémie charakteristickymi zndmkami
DM (polyurie, polydipsie, hubnuti, inava).

Pro diagnézu diabetu sveédci:

a) pritomnost klinické symptomatologie provazené nahodnou glykemii vyssi nez
11,1 mmol/l a nasledné glykemii v Zilni plazmé nala¢no vyssi nez 7,0 mmol/I

b) pii neptitomnosti klinickych projevii nalez glykemie v Zilni plazmé nala¢no
vys$si nez 7,0 mmol/l po osmihodinovém lacnéni.

€) nalez glykemie za 2 hodiny pti oGTT (oralni glukosovy toleranéni test) vyssi
nez 11,1 mmol/I

Pti nalezu hrani¢nich hodnot glykemie nebo rozporu mezi ndhodnou glykemii a glykemii
nala¢no je indikovéan zatéZovy test tzv. oralni glukosovy toleran¢ni test (0GTT). Test je zalozen
na sledovani reakce organismu po peroralnim podani definovaného mnozstvi glukosy (75 g ve
200-250 ml vody). Hodnoti se, zda je organismus schopen v daném ¢asovém useku udrZovat
glykemii ve fyziologickém rozmezi.

V moc¢i se glukosa fyziologicky vyskytuje jen v nepatrném mnozstvi, nebot’ je zpétné
resorbovana a béZnymi metodami neni prokazatelna. Teprve pii pifekroCeni renalniho prahu pro
glukosu (1,6 — 1,8 g/l, resp. 9 — 10 mmol/l po dobu 15 min.) se objevuje glykosurie. Jako
fyziologickou lze oznalit ptrechodnou alimentarni glykosurii po poziti velkého mnozstvi
koncentrovanych sacharidi. Ztrata, téz odpad glukosy (mnozstvi glukosy v gramech
vylouc¢ené moci za 24 hod.) se diive pouzivala k monitorovani kompenzace diabetu.

Odbér krve pro stanoveni glykemie se nej€astéji provadi nalacno. Je-1i indikovan oGTT,
stanovuji se glykemie nalac¢no, za 60 a 120 min po zatézi. Odebiré se kapilarni (ev. venosni)
krev, koncentrace glukosy se stanovuje v plné krvi, v plazmé nebo v séru. V plazmé a séru jsou
koncentrace glukosy o 10 — 15 % vys8i neZ hodnoty namétfené v plné krvi a pii hodnoceni
glykemie je tifeba na toto brat ztetel.

Z namé&fenych hodnot glykemie v jednotlivych odbérech ziskame glykemickou krivku.
Z jejiho pribehu je mozno usuzovat, zda vysetfovany organismus reaguje na glukosovou zatéz
adekvatné ¢i nikoliv. K nejcastéji diagnostikovanym odchylkam patii diabetes mellitus a
poruSena glukosova tolerance.

Ke stanoveni koncentrace glukosy se vyuziva sprazené glukosaoxidasové -peroxidasoveé
reakce. Enzym glukosaoxidasa (GOD) katalyzuje oxidaci glukosy kyslikem za vzniku kyseliny
glukonové (pfechazejici na vnitini ester glukonolakton) a peroxidu vodiku:



GOD
D-glukosa + O,——— > glukono-1,5-lakton + H20>

Nizka koncentrace glukosy v reakéni smési (10~* mol/l) ve srovnani s hodnotou Km
glukosy pro GOD (3,3.102 mol/1) zptisobuje, ze reakce probiha podle kinetiky 1. Fadu.
Rychlost reakce je tedy pifimo tmérna koncentraci glukosy. Nevratny prabéh této reakce
umoznuje oxidaci celého mnozstvi glukosy.

Vznikly peroxid vodiku se stanovuje pomoci spfazené oxidace chromogenu, ktera je
katalyzovéana enzymem peroxidasou (viz Biologické oxidace, uloha 3). Koncentrace vzniklého
barviva, uréena fotometricky, je tmérna koncentraci glukosy.

Pro sestrojeni glykemické kiivky obdrzite tfi vzorky od pacienta oznac¢eného Cislem:

S1 = sérum nala¢no
S2 = sérum 1 hod po Glc zatézi
S3 = sérum 2 hod po Glc zatézi

Pro vypocet denni ztraty glukosy moci stanovite koncentraci glukosy ve vzorku moci z
24 hod sbéru s idajem o diuréze, oznaceny U.

POZOR! MOC ZREDTE 10 x. VYSLEDEK VYNASOBTE REDENIM. Kazdy vzorek
séra, moce a standard zpracujte v tripletu, slepy vzorek pouze jednou.

Pracovni postup:

— Do ocislovanych zkumavek napipetujte inkubacni smés podle tabulky 1.

Tabulka 1.
reagencie (ml) Vzoreks vzoreku standard |slepy vzorek
sérum 0,01 - — -
zfedéna mo¢ — 0,01 - -
standardni roztok glukosy — - 0,01 -
destilovana voda — - — 0,01
enzymove Cinidlo 15 1,5 15 15

— Vsechny zkumavky dobie protiepejte a nechte 30 min inkubovat pii pokojové teploté
v temnu (v laboratornim stole).

— Zmgéite absorbance vzorku i standardniho roztoku proti slepému vzorku do 30 min po
ukonceni inkubace pfi vinové délce 500 nm. Namétfené hodnoty zapiSte do tabulky 2.

— Z pruméru naméfenych hodnot absorbance vzorkti a standardu a z koncentrace
standardniho roztoku glukosy vypocitejte koncentrace glukosy v séru a v moci.

— Vysledky zapiste do tabulky 2.

Tabulka 2.
vzorek ¢.: absorbance prumér | c (mmol/l)
standard 10
S1
S2




S3

— Ze ziskanych hodnot nakreslete glykemickou kiivku. Urcete, o ktery typ poruchy se
muze jednat v piipad¢ sledovaného pacienta:

glykemie (mmolfl)

16+
151
14 4
134
124
114

diabetes mellitus

10—+
g1
g8+

porucha glukosoveé tolerance

T+
6
51
4+
34

normalni tolerance glukosy

— Vypocitejte denni ztraty glukosy moci (g/24 hod) z hodnoty koncentrace glukosy

v moci (g/1) a diurézy (udana u vzorku moce).
— Vysledky zapiste do tabulky 3.

Tabulka 3.

1
a0 120 ¢&as odbéru (min)

¢ Glc v modi (g/1)

diuréza (1/24 hod)

denni ztraty (g/24 hod)

Poznamky:

VYHODNOCENI:

REFERENCNI HODNOTY

glykemie (mmol/l)

nala¢no

po 1 hod po 2 hod

Normalni tolerance Glc

<6

<1l <6




Porusena glykémie na lacno/hranic¢ni 5,6-6,9 <111
glykémie na la¢no (IFG, impaired
fasting glucose)

Porusena glukézova tolerance (IGT, <7 78-11
impaired glucose tolerance)

Gestational diabetes mellitus >5.1/5.6 > 10 >8.5/17.7
Diabetes mellitus >7 >11.1

Viz Doporuceny postup péce o nemocné s prediabetem 2012, Standards of Medical Care in
Diabetes 2014, ADA, http://www.diab.cz/standardy

Glykovany hemoglobin

Jednim z vhodnych parametrl pro sledovani pacientl s diabetes mellitus je glykovany
hemoglobin, ktery vznikd glykaci bilkovinnych fetézci hemoglobinu. Obecné se jedna o
neenzymovou reakci mezi aldehydovou skupinou glukosy (ev. 1 jiného monosacharidu) a volné
aminoskupiny bilkoviny. Tou mtize byt nejen hemoglobin, ale i jakykoliv jiny protein v plazmé
nebo tkanich. V pfipadé hemoglobinu monosacharid reaguje s N-termindlnim valinem
globinového fetézce nebo s e-aminoskupinou lysinu v jeho fetézcich. Reakce probiha ve dvou
krocich. Nejdiive vznika labilni aldimin (Schiffova baze), ktery se pfesmykem stabilizuje na
aminoketon (viz Reakce funk¢nich skupin biochemicky vyznamnych organickych sloucenin,
uloha 4.):

H H H
I I |
O=C+HN—-Hb —— C=N—Hb —— H—C—NH—Hb
| l |
H—C—OH H—C—OH C=0
I | I
aldimin aminoketon
Schiffova baze

Nejreaktivnéj$im mistem pro glykaci hemoglobinu je N-termindlni valin B-fetézce (asi
60 % vazané glukosy), tato majoritni komponenta je oznacovana HbAic. Zbyvajicich 40 %
glukosy se vaze na dal$ich 44 glykacnich mist. Celkovy glykovany hemoglobin Glyc-Hb je
tedy smési nekolika frakci, které se 1i8i jak mistem, v némzZ probéhla glykace, tak druhem
navazaného sacharidu.

Podil HbA1c je umérny koncentraci glukosy v krvi, u zdravého ¢loveéka se pohybuje
V zavislosti na pouzité metodice Vv rozmezi 20-44mmol/mol (IFCC), u pacienti s diabetes
mellitus jsou hodnoty zvySené v zavislosti na hodnotach glykemie. Hodnota HbA1c poskytuje
nepiimou informaci o primérné hladiné glykemie v ¢asovém obdobi 4 — 6 tydnt (biologicky
polocas prezivani erytrocytll) pfed odbérem krve. Je tedy objektivn€jSim kriteriem pro
hodnoceni kompenzace diabetikli nez hodnota glykemie.



Glykace hemoglobinu vede samoziejmé ke zmeéné struktury a tedy i1 vlastnosti piivodni
molekuly. Bylo zjisténo, ze Glyc-Hb ma vyssi afinitu ke kysliku nez neglykovany hemoglobin,
protoze glukosa se vaze na stejné misto jako hlavni allostericky regulator 2,3-BPG. Z toho
divodu se zhorsuje uvoliovani kysliku z Glyc-Hb.

Podobné jako hemoglobin jsou glykovany 1 ostatni proteiny. Glykace je jednou
spontanni reakce souvisi s poskozovanim tkani nckterych orgént a projevy komplikaci u
pacientt s diabetem.

Pro stanoveni glykovaného hemoglobinu HbAic lze vyuzit principu ionexoveé
chromatografie, pii které jsou molekuly separovany podle néboje. Stacionarni fazi je
makromolekuldrni matrice (iontoméni¢, ionex) obsahujici kyselé nebo bazické funkcéni
skupiny. Pro zachyceni HbAi. frakce slouzi iontoménice s kyselou funkéni skupinou (sulfo-
kyselina, karboxylova kyselina) nesouci zaporny naboj — katexy. Ion obsaZzeny v ionexu je
vymeénén za ion obsazeny v mobilni f4zi nebo ve vzorku a na principu soutézeni ionexu o tyto
ionty dochézi k separaci. Ionty ze vzorku jsou obvykle ionexem pevné piipoutany a uvolni se
eluci roztokem o vyssi iontové sile nez bylo pouzito u roztoku pro naneseni vzorku. Vytésnéni
navazané¢ frakce je zaloZeno na faktu, Ze sila elektrostatické vazby mezi iontem a ionexem klesa
s velikosti iontu. Malé ionty (napt. Na* nebo CI") v dostate¢né koncentraci jsou proto schopny
vytésnit ionty vEtsi.

REFERENCNI HODNOTY IFCC Hbaic (mmol/mol) NPSG Hbaic (%)
Fyziologické hodnoty 20-44 <6,1
Prediabetes 39-47 5,7-6,4
Diabetes mellitus > 48-53 > (5,7)-6,5

Viz Standards of Medical Care in Diabetes 2014, ADA, http://www.diab.cz/standardy



Monitorovani glykemie pomoci glukometru GLUCOTREND® ROCHE

GLUCOTREND'

P

®

- Gl
Q - Glucotrend

@ 06 ©O

Popis

A

Displej
Jsou znazorndny vEechny prvky displeje

Vykyvné tiatitko
Toto tiadltke ma vice funkef

Tiazitko O
Toto tladitko pouljete k zapnutl a vypnutl pfistroje

Viiddaci &térbina
Sem vkladate testovac! proufek

Vodici lita testovaciho prouiku
Vodici lifta 1estovaciho prouzku miZe byt vyjmuta pro &isténi

Méfici okénko
Stérbina pro kédovaci &ip

Kryt prostoru pro baterie
Kryt odsuiite tlakem palce ve sméru Sipky

testovaci proudek GLUCOTREND® Glucose

Obr. 1. Glukometr GLUKOTREND® a testovaci prouzek

GLUKOTRENDY" je pfistroj pro rychlé méfeni koncentrace glukosy v &erstvé kapildrni
krvi pomoci reflexni fotometrie. Reflexni fotometr kvantitativné vyhodnocuje enzymovou
reakci probihajici na testovaci zoné testovaciho prouzku (obr. 1.). VIdkna testovaci zony
prouzku jsou impregnovana €inidly, k jejichZ aktivaci staci pouze voda obsaZena v naneseném
vzorku krve (princip "suché chemie").

Glukometr GLUKOTREND® umoziiuje spolehlivé a velmi jednoduse méfit glykemii
v rozmezi 0,6 — 33,3 mmol/l. Sta¢i kdpnout jednu kapku kapilarni krve na testovaci prouzek a
ten vlozit do pfistroje. GLUKTREND® automaticky stanovi optimalni dobu méfeni a po 30 s
zobrazi na displeji koncentraci glukosy v krvi. Vzhledem k jednoduchosti obsluhy a rychlosti
stanoveni je glukometr velice vyhodny pro sledovani glykemie u lizka pacienta nebo pro
domaci méfeni pacienty samymi — self monitoring.



Pracovni postup:

Zapnéte piistroj, na displejovém okénku se objevi Gluc a tiimistné kdédové ¢islo. Nad
timto &islem se kratce objevi napis CODE a maly testovaci prouzek. Cerveny bod F se
kratce objevi ve vedeni testovacich prouzkt E.

Srovnejte Cislo kdédu v okénku displeje nakodovaného glukometru s Cislem kodu
vytisténém na Stitku tuby s testovacimi prouzky.

Vyjméte testovaci prouzek z tuby a ihned ji uzaviete. Neuzavieni tuby ma za nasledek
znehodnoceni hygroskopického ¢inidla v zatce. Testovaci prouzky jsou pak
nepouzitelné.

Uchopte prouzek tak, ze napis GLUKOTREND je obracen nahoru (viz. obr. 1.). Vlozte
prouzek do vkladaci Stérbiny D ve sméru Sipky, az zapadne s lehkym cvaknutim.
Népis CODE a tiimistné ¢islo zmizi. V okénku displeje problikava testovaci zona na
malém testovacim prouzku a nad ni je zobrazena kapka krve. Cerveny bod na testovacim
prouzku stéle blika.

Promasirujte lehce Spicku prstu, abyste zvysili prokrveni a tak usnadnili odbér.
Nezapomerite na dezinfekci!

Pouzijte zatizeni pro vpich do prstu (Softclix II a lanceta Softclix II).

Vyjméte testovaci prouzek vodorovné mimo vodici listu E. V displejovém okénku se
kréatce objevi maly testovaci prouzek a kapka krve. HlaSeni GLUC se zastavi.

Nechte vsaknout kapku krve do zluté zony testovaciho prouzku. Krev neroztirejte ani
nenanasejte dalsi kapku.

Prouzek vlozte (napisem GLUKOTREND nahoru) do vkladaci $térbiny D ve sméru
Sipky az spravné zaklapne. Thned se ozve kratké zapipani a ikonka ukdze, Ze pfistroj
pracuje. Po 30 s se naméfena hodnota ukéze v okénku displeje.

Ptistroj vypnéte, naméfend hodnota je automaticky ulozena.

Poznamky:



Xenobiochemie

Klicova slova: cizorodé Ilatky, smrtelnd davka toxické latky, alkoholdehydrogenasa,
biotransformace cizorodych latek, dusi¢nany, dusitany, redukce, oxidace. nitrosaminy.

Reagencie:

1.digitalni Alkohol tester, JETT 6

2.roztok amobarbitalu v ethanolu 2 g/l

3.roztok fenobarbitalu v ethanolu 2 g/l

4.roztok pentobarbitalu v ethanolu 2 g/l

5.kysely extrakt vzorku moce

6. mobilni faze pro chromatografii kyselych latek (25 ml chloroformu, 25 ml acetonu, 2 ml
amoniaku)

7. roztok siranu rtutnatého v kyseling sirové (k suspensi 5 g zlutého oxidu rtutnatého ve
100 ml vody postupné ptidavat 20 ml koncentrované kyseliny sirové, po ochlazeni
doplnit vodou na 250 ml) 1JED!

8.roztok chlorpromazinu v ethanolu 2 g/l

9.roztok levopromazinu v ethanolu 2 g/l

10. roztok prochlorperazinu v ethanolu 2 g/1

11. roztok thioridazinu v ethanolu 2 g/l

12. roztok chlorprothixenu v ethanolu 2 g/l

13. roztok kodeinu v ethanolu 2 g/l

14. bazicky extrakt vzorku moce

15. mobilni fadze pro chromatografii bazickych latek (36 ml ethylacetatu, 2 ml ethanolu,
2 ml amoniaku)

16. sméds ethanol: koncentrovana kyselina sirova 1:1 {ZIRAVINA!

17. tti vzorky vody

18. roztok kyseliny sulfanilové 20 mmol/l v roztoku hydrogensiranu draselného 0;2 mol/l

19. ¢inidlo: roztok N-(1-naftyl)-ethylendiaminhydrochloridu 0.04 g/100 ml



Xenobiochemie se zabyva metabolismem cizorodych latek. V prostfedi, ve kterém
zijeme, piichazime do neustalého kontaktu s mnozstvim latek, které mohou na nas organismus
pusobit skodlivé a které mohou byt pticinou vzniku n€kterych onemocnéni, nebo zavaznych
intoxikaci. Organismus je pro tyto pfipady vybaven enzymatickym aparatem, ktery umoziiuje
deaktivaci, ale n¢kdy 1 aktivaci a vylouceni téchto latek.

Metabolismus cizorodych latek se sklada ze dvou fazi, 1. biotransformaéni, jejimz cilem
je specifické sniZzeni negativniho U¢inku daného xenobiotika a II. konjugaéni, kdy je
transformovana cizorod4 latka konjugovédna s endogennim substratem a v této formé vylouc¢ena
moci nebo stolici v zavislosti na polarité molekuly.

V naprosté vétsiné pripadil jsou za metabolismus xenobiotik v 1. fazi zodpoveédné enzymy
z rodiny cytochromu Passo. Aktivita téchto enzymu je nejvySSi v jatrech a je pozitivné
ovliviiovana (indukovana) koncentraci cizorodych latek. Znalost mechanisml detoxikace
cizorodych latek je velmi dilezita zejména pro farmakologii, toxikologii, ale 1 terapii n¢kterych
chorob, napft. akutnich porfyrii.

Diikaz ethanolu ve vydechovaném vzduchu

Ethanol je fazen mezi cizorodé latky, ale jeho pozivani je natolik rozsifené, ze se,
de facto, stal v soucasné spole¢nosti soucasti vyzivy jako poZivatina se vSemi z toho
vyplyvajicimi dasledky. Hlavni farmaceuticky vyznam ethanolu je dan jeho pouzitim jako
rozpoustédla velkého poctu organickych latek, z ptimého vyuziti 1ze zminit pouzivani 60%
roztoku ethanolu k desinfek¢nim a antiseptickym uceltim.

Pozity ethanol se snadno resorbuje jiz v Zaludku, 2 —10 % se ho vylucuje plicemi a
ledvinami, zbytek je pfeménén v jatrech. Nejvétsi podil ethanolu je metabolizovan v
cytoplazmé  jaternich bunck dvoustupiiovou dehydrogenaci, katalyzovanou
alkoholdehydrogenasou.

K orientacnimu prikazu ethanolu ve vydechovaném vzduchu jsou pouzivany detekéni
trubicky obsahujici zluty dichroman draselny v kyselin¢ sirové. Podle intenzity zeleného
zabarveni vyredukované chromité soli, 1ze odhadnout koncentraci alkoholu v krvi (viz Reakce
funkénich skupin biochemicky vyznamnych organickych slou€enin, tloha 1.).

Na stejném principu je zaloZeno stanoveni ethanolu Widmarkovou metodou, ktera vSak
neni specifickd (stanovi se 1 vSechny ostatni tékavé latky v krvi, oxidovatelné za danych
podminek). Pro specifické stanoveni ethanolu v krvi se vyuziva plynovéa chromatografie nebo
oxidace alkoholu katalyzovana alkoholdehydrogenasou. Pfi orientaénim prukazu ethanolu se v
soucasné dobé detekéni trubicky nahrazuji spektrofotometry. Absorpce infracerveného zareni
v charakteristické oblasti parami ethanolu specificky udava jeho mnozstvi ve vydechovaném
vzduchu. Z tohoto mnoZstvi se vypocita koncentrace ethanolu v krvi v g/l (%o).

Znaceni piva

Zpisob znaceni piva urcuje vyhlaska ¢. 335/1997 Sb.. Uvadi se ndzev druhu a skupiny
(napt. pivo lezak), obsah alkoholu v %, zda jde o svétlé ¢i tmavé pivo a nékteré dalsi tidaje.
Kromeé toho se nepovinné uvadi udaj o extraktu obsahu ptivodni mladiny. Vyhlasce neodpovida
znaceni piva ve stupnich (napf. 10° nebo 12° pivo) a v soucasnosti je nezdkonné. Misto stupiii
je nutno spravné uvadet tzv. extrakt ptivodni mladiny (EPM) a to v hmotnostnich procentech
(napt. 12% pivo — nelze plést s procenty alkoholu, kterd se u béznych piv pohybuji mezi 4 — 5
%).



Detekce ethanolu ve vydechovaném vzduchu

Pracovni postup:

— Bezprosttedné po poziti 1 piva proved’te dechovou zkousku pomoci alkohol testeru.
— Zkousku opakujte po 30 a 60 min.
— Vysledky zapiste do tabulky 1.

Tabulka 1

¢as (min) 0 30 60

Vysledek méteni

koncentrace EtOH (g/l) - vypoctena
hodnota

Vypocty koncentrace alkoholu v krvi

Koncentraci ethanolu v krvi 1ze vypocitat podle vztahu:

mnozstvi pozitého Cistého alkoholu (g)

c(g/l) =
0,7 - télesnd hmotnost (kg)

Koncentrace ethanolu v krvi klesa zpravidla primérné o 0.25 g/l za hodinu. V rychlosti
detoxikace hraje roli mnoho faktord, napf. veék, pohlavi, fyzickd kondice, stav nala¢no,
tolerance atd. Obsah ethanolu v béZnych napojich:

pivo 10° 30¢g/1
pivo 11° 35 g/l
pivo 12° 40 g/l
vino 120 g/l
lihoviny 400 g/l

Priklady:

a) Vypocitejte, jaka bude koncentrace ethanolu v krvi vysetfované osoby ihned po poziti
1 piva a déle po 30 a 60 min. Vysledky zapiste do tabulky 1.

b) Vypocitejte, za kolik hodin klesne koncentrace alkoholu v krvi na hodnotu 0,1 g/1,
jestlize muz o hmotnosti 80 kg vypil v kratké dob¢ Sest 12° piv a dvé malé odlivky rumu
(mald odlivka = 0,02 1).

€) Vypocitejte, jaky objem lihoviny by teoreticky stacil k dosazeni smrtelné koncentrace
ethanolu v krvi (4 g/1) pro osobu o télesné hmotnosti 70 kg:

Poznamky:



ULOHA 2 Identifikace cizorodych latek (xenobiotik) a jejich metaboliti v mo¢i

Cizorod¢ latky, které se dostdvaji do lidského organismu (potravindiskd barviva a
stabilizacni latky, 1éCiva) jsou vyluCovany ledvinami bud v plvodni formé¢, nebo
transformované na metabolity. Hlavnim organem, v némz se uskuteciiuje metabolismus
cizorodych latek, jsou jatra.

Xenobiotika se dokazuji ve vzorcich nativni moci nebo podle povahy analyzovanych latek
v jejim kyselém ¢i bazickém extraktu (extrakci Casto predchdzi hydrolyza ptipadnych
konjugati).

Pro dikaz jednotlivych latek se vyuziva napf. tenkovrstva chromatografie (TLC), ktera je
rychléd a ekonomicky vyhodna. K témto klasickym metodam pfistupuje i vyuziti automatickych
pristroju.

2.1 Identifikace kyselych latek (amobarbital, fenobarbital, pentobarbital)
Barbituraty se fadi podle svého u¢inku mezi hypnotika a sedativa. Ve smési s dalSimi
1é¢ivy se pouzivaji jako analgetika a antiepileptika.

Pracovni postup:

— Nasilufolové desce lehce vyznacte obycejnou tuzkou start (asi 2 cm od spodniho okraje
desky) a ¢tyfi body, na které opatrné naneste mikropipetkami standardni roztoky
barbituratii a ethanolovy roztok kyselého extraktu moce (neposkodit tenkou vrstvu!).

— Desku vlozte do chromatografické vany s pfipravenou mobilni fazi pro chromatografii
kyselych latek. Start musi byt nad hladinou kapaliny.

— Vanu dobfe piikryjte sklenénym vikem.

— Kdyz celo rozpoustédla dosahne do vzdalenosti 1 —2 cm od horniho okraje desky,
chromatogram vyndejte z vany.

—  Celo rozpoustddla oznaéte tuzkou a chromatogram nechte na vzduchu uschnout.

— Suchy chromatogram opatrné detekujte postiikem roztoku siranu rtutnatého
(v digestofi). Barbituraty vytvofii bilé skvrny, vystupujici nad povrch tenké vrstvy.

— Pomoci vypocitanych hodnot Rt standardi 1 vzorku identifikujte jednotlivé barbituraty.

— Vysledky zapiste do tabulky 2.

2.2 Identifikace bazickych latek (chlorpromazin, levopromazin, prochlorperazin,
thioridazin, chlorprothixen, kodein)

Prvnich pét latek jsou 1éCiva patiici do skupiny neuroleptik (psychofarmaka). Kodein je
methylderivatem alkaloidu morfinu. UZiva se jako antitusikum a jako soucast velmi Gi¢innych
analgetik. Neni vétSinou navykovy, ale je zneuZivan k ptipravé heroinu. Ten jiZ nema jakékoliv
terapeutické pouZiti, zato je vSak silné¢ navykovy.



Pracovni postup:

Analogickym postupem jako v tloze 2.1., proved'te chromatografii standardi a vzorku
bazického extraktu moce stejného cCisla jako v uloze 2.1.

K vyvijeni chromatogramu pouzijte mobilni fazi pro bazické latky.

Ususeny chromatogram rovnomérné postiikejte smési ethanolu a kyseliny sirové. Thned
po detekei se objevi barevné skvrny.

Podle hodnot Rt a zbarveni jednotlivych skvrn identifikujte 1é¢iva ve vzorku.
Vysledky zapiste do tabulky 2.

Tabulka 2
Vzorek moce ¢.

Kysele latky Bazicke latky




ULOHA 3 Stanoveni koncentrace dusitani ve vodé

V zivotnim prostiedi dochédzi k hromadéni dusi¢nanti pii intenzivni zemédélské produkcei
(umélé dusikova hnojiva). Dusi¢nany jsou vétSinou redukovany na dusitany mikroorganismy
pritomnymi ve vod¢, padé i ustni dutin€é. Dusi¢nany, které nejsou v organismu pieménény
bakteridlni flérou na dusitany, se vstfebavaji, nepronikaji vSak do bunék a jsou vylu¢ovany
moci.

Dusitany se pouzivaji ve velké mife i pfi vyrobé uzenin. Jsou pro lidsky organismus
toxické. Jednou z pfi¢in jejich toxicity je oxidace Fe?* hemoglobinu na Fe* za vzniku
nefunkéniho hemoglobinu (viz Tetrapyrroly): Pti chronickém piivodu dusitant spociva riziko
v tvorb¢ nitrosamini, které maji predevsim ucinky hepatotoxické a jiz ve velmi malych davkach
jsou mutagenni a karcinogenni.

Nejvyssi ptipustna koncentrace podle statni normy je pro dusi¢nany 50 mg/l (pro kojence
do 6 mé&sicu pouze 15 mg/l) a pro dusitany 0,5 mg/1 (pro kojence do 6mésict pouze 0,1 mg/l)

Podstatou stanoveni dusitani ve vodé je diazotace kyseliny sulfanilové pfitomnymi
dusitany a nasledujici kopulace vzniklé diazoniové soli s N-(1naftyl)-ethylendiaminem za
vzniku Cerveného azobarviva. Intenzita zbarveni, stanovovana fotometricky pifi 550 nm, je
pfimo imérna koncentraci dusitand.

Analogicky test se vyuziva pro nepiimy priikaz bakteriurie. Cim vice bakterii je v mogi,
tim vice dusitanti vznikne redukci dusi¢nand ptitomnych v moci. Pro spravnost vysetieni je
treba zajistit dostateény pfivod dusi¢nant potravou a dostateéné dlouhé setrvani moce v
mocovém méchyii (4 — 6 hod).

Pracovni postup:

— Koncentraci dusitanti stanovte v bézné pitné vod¢ z vodovodni sité, v balené pitné vode
a ve vodé¢ studnicni.

— Do ¢tyt zkumavek napipetujte reagencie podle tabulky 3, jako slepy vzorek pouzijte
destilovanou vodu.

— Potom napipetujte do kazdé zkumavky 2 ml destilované vody (kone¢ny objem 5 ml) a
zmeéite absorbance vzorkil pfi 550 nm proti slepému vzorku.

— Naméfené hodnoty absorbanci zapiste do tabulky 4.

— Z kalibraéniho grafu odectéte odpovidajici hmotnostni koncentraci dusitant
Vv jednotlivych vzorcich vody.

— Vysledky zapiste do tabulky 4.



Tabulka 3.

reagencie (ml) pitna voda balena voda Stl:/((l;él;m slepy vzorek
vzorek vody 2,5 2,5 2,5 2,5
kyselina sulfanilova 0,25 0,25 0,25 0,25
promichat, nechat stat 10 min
¢inidlo 0,25 0,25 0,25 0,25
promichat, nechat stat 20 min
destilovana voda 2 2 2 2
Tabulka 4.
Pitna voda Balena voda Studni¢ni voda
absorbance
koncentrace dusitanu

Poznamky:




Markery svalové tkané

Klicova slova: aktivita enzymi, cytoplazmatické enzymy, mitochondridlni enzymy,
laktatdehydrogenasa (LD — EC 1.1.1.27.), alaninaminotransferasa (ALT — EC 2.6.1.2.),
aspartataminotransferasa (AST — EC 2.6.1.1.), kreatinkinasa (CK — EC 2.7.3.2.), kreatin,
myoglobin, troponin, izoenzymy, elektroforéza.

Reagencie

1. vzorek séra
2. souprava Kreatinkinasa (Biosystems):
pracovni roztokck: (smés ¢inidla A a ¢inidla B 4:1)
a) c¢inidlockA: (imidazol 125mmol/I,LEDTA 2 mmol/l, octan hofe¢naty-25mmol/l,
D-glukosa 25 mmol/l, N-acetylcystein 25 mmol/l, hexokinasa 6,000 U/l, NADP
24 mmol/l, pH 6 7).
b) ¢inidlock B: (kreatinfosfat 250 mmol/l, ADP 15 mmol/l, AMP 25 mmol/l,
P1,P5-di(adenosin-5)-pentafosfat 102 mmol/l, glukosa-6-fosfat-dehydrogenasa 8,000
v/l
3. souprava Aspartataminotransferasa (Biosystems):
pracovni roztokast: (smes ¢inidla A a ¢inidla B 4:1)
a) cinidloast A: (Tris 121 mmol/l , L-aspartat 362 mmol/l, malatdehydrogenasa > 460
U/, laktat dehydrogenasa > 660 U/l, hydroxid sodny 255 mmol/l, pH 7,8
b) ¢inidloast B: (NADH 13 mmol/l, 2-oxoglutarat 75 mmol/l hydroxid sodny 148
mmol/l, azid sodny 9,5 g/1)
4. souprava Laktatdehydrogenasa (Biosystems):
pracovni roztok pH: (smés ¢inidla A a ¢inidla B 4:1)
a) ¢inidloLpn A(N-metyl-D-glukamin 0,406 mol/l, laktat 62,5 mmol/l, pH 9,4)
b) ¢inidloLpn B:(NAD* 50 mmol/l)



Stanoveni aktivity nékterych enzymii v séru je pomocnym voditkem pii diagnostice
bolesti na hrudi, jejiz pfi¢inou mize byt fada onemocnéni: infarkt myokardu, plicni embolie,
angina pectoris. Rychlost rozpoznani pfi¢iny vyvolavajici bolest je zejména v piipad¢ akutniho
infarktu myokardu (AIM) rozhodujici pro uspésnou terapii.

V dasledku zvysené propustnosti membran bun¢k srdecniho svalu poskozenych ischemii,
jsou do krevniho ob&hu uvolnovany nékteré cytoplazmatické enzymy: kreatinkinasa,
aspartataminotransferasa, izoenzym  LDI1  laktatdehydrogenasy a  BB-izoenzym
glykogenfosforylasy B.

V soucasné dob¢ k uvedenym enzymovym markertim piistupuje i stanoveni myoglobinu,
troponinu I a troponinu T (komponenty troponinového regulacniho systému, ktery se nachazi v
kontraktilnim aparatu pificné pruhovaného svalu). Myoglobin je rychlym markerem,
signalizujicim poskozeni myokardu, protoze se pii poruse integrity sarkolemy vyplavuje do
krve. Zvyseni koncentrace myoglobinu nastupuje jiz za 2 hod od prvych ptiznakii. Maxima, t;.
az 30 nasobného zvyseni koncentrace myoglobinu proti normé, dosahuje jiz po 4 — 6 hod, coz
je ptiblizné o 8 — 10 hod dfive, nez je tomu u izoenzymu CK-MB kreatinkinasy, ktery je jednim
z nejcasnéjSich enzymovych markert poskozeni myokardu.

Podle nejnovéjsich kritériit WHO je troponin-T nebo I uznavan jako hlavni biochemicky
marker AIM, myoglobin je povazovan za nej¢asn¢jsi marker.

V diagnostice onemocnéni svalové tkan¢ (myokardu nebo kosterniho svalstva) se kromé
klinického vySetfeni a pomocnych metodik (EKG — myokard; EMG, svalova biopsie,
molekularné genetické vysetieni — kosterni svalstvo), vyznamné uplatiiuje laboratorni vysetfeni
biochemickych markeri svalového poskozeni. Mezi zakladni markery svalového poskozeni
patfi: myoglobin, laktatdehydrogenasa (LD), kreatininkinasa (CK) zvlasté izoenzymy CK-MB,
aspartataminotransferasa (AST), troponin T ¢i L.

Laboratorni diagnostika infarktu myokardu

Biochemicka diagnostika bolesti na hrudi, kterd maze byt priznakem akutniho infarktu
myokardu (AIM), nestabilni anginy pectoris nebo plicni embolie, je zalozena na detekci
intracelularnich cytoplazmatickych nebo mitochondrialnich bilkovin, které se dostavaji do
krevniho tecisté. K jejich uvolnéni z builkky dochéazi pii ischémii, kdy se nejprve zvySuje
permeabilita plazmatické membrany a pii pokracujici ischémii dochazi ke kompletni destrukei
bunky.

Mezi klasické testy patii stanoveni aspartataminotransferasy (AST). Jedna se
0 cytoplazmaticky, ale i mitochondrialni enzym, jehoz aktivita zac¢ina stoupat za 4 —6 h po
vzniku ischémie myokardu a maximum dosahuje za 1 — 2 dny, k norm¢ se navraci do 5 dnd.
Zvyseni hladiny AST neni specifické pro postizeni myokardu, dochazi k nému 1 pfi postizeni
jater, kosterniho svalstva nebo pti hemolyze. V nékterych ptipadech (selhavani krevniho ob&hu,
méstnani krve v jatrech) mize dojit i k vzestupu ALT (alaninaminotransferasy), kterd je
citlivym a pomérné¢ specifickym markerem postizeni hepatocytu.

Kreatininkinasa (CK) kopiruje pribéh AST, aktivita stoupad ale o néco dfive. Jeji
stanoveni méd vyznam v diagnostice AIM pouze pfi stanoveni jejiho izoenzymu CK-MB.
Izoenzym CK-MB tvofii 3 % celkové CK v kosternim svalstvu, ale predstavuje 40 % aktivity
CK v myokardu. Relativni nartist podilu CK-MB na celkové hladiné¢ CK podporuje diagndézu
AIM. Celkové CK i jeji izoenzym CK-MB se stanovuji na zakladné své enzymatické aktivity.
Nov¢ se stanovuje antigen CK-MB tzv. CK-MB mass pomoci specifické protilatky. Tento test
je citlivgjsi, protoze je schopen detekovat i neaktivni, degradované formy CK-MB, je vSak
ekonomicky ndkladnéjsi.

Laktatdehydrogenasa (LD) je nejmén¢ specifickym markem poskozeni myokardu, vetsi
specificnost ma stanoveni jejich izoenzymu (pfi AIM je zvySend aktivita izoenzymu H4, pomér
LD1/LD2 se zvysi na hodnotu vyssi nez 1). Aktivita po AIM stoupd pomérné pozdé€, ma vSak



vyznam pro diagnostiku infarktu, ktery probéhl pied n€kolika dny. ZvySena aktivita LD v séru
muze byt diisledkem hemolyzy (izoenzym LD1) a poskozeni jaterniho parenchymu (izoenzym
LD5).

K cennym markeriim patii myoglobin, jehoz hladina v séru stoupa za 0,5 — 2 h po vzniku
AIM. Jedna se tedy o marker ¢asny, avSak pomérné nespecificky. Hladina v séru mize byt
zvySena v disledku poskozeni kosterniho svalstva ¢i snizenych rendlnich funkeci.

Za nejspecifictéjsi a nejcitlivéjsi marker kardialniho postizeni se poklada stanoveni
troponinu T (TnT) nebo | (Tnl). Jsou soucasti tzv. troponinového komplexu, ktery
zabezpeCuje posun aktinovych a myosinovych vlaken a tim kontrakci svalu. Primarni struktura
Tnl a TnT myokardu je jind nez v kosternim svalstvu, proto k jejich zvySeni v krvi dochézi
specificky pii poskozeni kardiomyocytl. Vzestup hladiny Tn nastava po 3 hodinach od zacatku
bolesti pii AIM, maxima dosahuje kolem 4. dne, zvySena hladina Tnl pfetrvava po prob&éhlém
AIM 7 — 10 dni, v pfipadé TnT jesté déle.
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UVOLNENI SRDECNICH BIOMARKERU DO KRVE

Nasobky horniho referen

cTnT = srdecni troponin T
cTnl = srdeéni troponin |

CK-MB = srdec¢ni kreatinkinasa
LD1 = laktatdehydrogenasa izoenzym 1

Obr.1.: Kinetika zmén koncentraci srde¢nich markerti v poc¢ate¢nich hodinach po AIM

Dle doporuceni WHO se v bézné klinické praxi nejvice pouziva v laboratorni diagnostice
stanoveni CK, CK-MB, CK-MBmass, troponin | a myoglobinu.



Mezi nové diagnosticke testy, které zatim nejsou soucasti klinické praxe, patii stanoveni
kardiospecifického izoenzymu glykogenfosforylasy BB, H-FABP (heart fatty acids binding
protein) a albuminu s modifikovanou N terminalni ¢asti (tzv.: ischemia-modified albumin,
IMA).

Laboratorni diagnostika rhabdomyolyzy

Dalsim z pomérné vaznych stavi, které jsou spojené s poSkozenim svalové bunky, je
rhadomyolyza. Pfi ni dochéazi k rozpadu bun¢k pfi¢né pruhovaného svalstva. V séru jsou
detekované vysoké hladiny myoglobinu, celkové CK, AST, LD a aldolasy.

Opticky Warburgiv test

Pro stanoveni aktivity fady enzymut (LD, ALT, AST) se vyuziva tzv. Warburgiiv opticky
test. Principem tohoto stanoveni je schopnost redukovanych forem koenzymiit NADH a
NADPH absorbovat zateni vinovych délek 330 - 370 nm (v praxi métime obvykle pii 340 nm).
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Obr. 2. Srovnani absorp¢nich spekter NAD a jeho redukované formy NADH

Zmeény absorbance v této oblasti spektra jsou pfimo Umémé zméné mnozstvi
redukovanych/oxidovanych molekul koenzymu za jednotku Casu. Pro stanoveni aktivity
pomoci tohoto testu neni nezbytné, aby néktery z koenzymu byl substratem daného enzymu
(Jako je tomu napft. v ptipadé LD). Prvni reakci, ktera je zaroven limitni reakci, je reakce
stanovovaného enzymu a posledni je reakce produkujici/spotiebovavajici NAD(P)H. Systému
sprazenych reakci se vyuziva naptiklad pro stanoveni katalytické aktivity CK, ALT, AST (viz
navody).



Stanoveni katalytické aktivity kreatinkinasy (CK)

Kreatinkinasa (CK) katalyzuje v pfitomnosti kreatinfosfatu, fosforylaci ADP za vzniku
ATP a kreatinu. Katalytickd aktivita se urcuje jako mira vzniku NADPH, ktery se mé&ii pfi
340 nm a je vysledkem sptazenych reakci hexokinasy (HK) a glukosa-6-fosfat-dehydrogenasy
(G6P-OH)

CK
kreatinfosfat + ADP —— > kreatin + ATP

HK
ATP + glukosa—— > ADP + glukosa-6-fosfat

G-6-P-DH
glukosa-6-fosfat + NADP ——— 6-fosfoglukonat + NADPH + H*

Pracovni postup:

— Pipetujte do oznacenych zkumavek:

vzorek 50 ul
pracovni roztok ck 1,0 ml

— Promichejte a nasajte do kyvety fotometru a zapnéte stopky.

— Po 3 minutach zméite pocatecni absorbanci a pak ji odecitejte v minutovych intervalech
po dobu 3 minut.

— Vypoctéte rozdil mezi naslednymi absorbancemi, ¢imz ziskate minutové absorbance.

— Vypocitejte primérnou minutovou absorbanci (AA/min).

Vypocet aktivity CK:

V- 10°
AA/min - ——= U/l
& I . Vs

Molarni absorbance (¢) NADPH pfi 340 nm je 6 300 mol™t.dm®.cm™, svételna cesta (1) je 1 cm,
celkovy reakéni objem (Vi) je 1,05, objem vzorku (Vs) je 0,05 a 1 U/l odpovida 16,67 nkat/l.
Nasledujici rovnice je pro vypocet katalytické aktivity CK:

X 3333=U/I
x 55561= nkat/I

AA/min




HYDRAGEL ISO-CK K20

Obr. 3. Elektroforéza izoenzymu kreatinkinasy



Stanoveni katalytické aktivity AST

Aspartataminotransferasa (AST neboli GOT) katalyzuje pfenos aminoskupiny z aspartatu
na 2-oxoglutarat za vzniku oxalacetatu a glutamatu. Katalyticka aktivita se urcuje jako mira
ubytku NADH, k ¢emuz dochazi vlivem sptazené reakce s malatdehydrogenasou (MDH).
Ubytek NADH se mé#i fotometricky pii 340 nm.

AST
aspartat + 2-oxoglutardt —— oxalacetat + glutamat

MDH
oxalacetat + NADH + H* ——— malat + NAD*

Pracovni postup:

— Pipetujte do oznacenych zkumavek

reakéni teplota 25°C
pracovni roztokast 1,0 ml
vzorek 100 pl

— Promichejte, nasajte do kyvety fotometru a zapnéte stopky.

— Po 1 minut€ odectéte pocatecni absorbanci a pak ji odecitejte v minutovych intervalech
po dobu 3 min.

— Vypocététe rozdil mezi naslednymi absorbancemi a primérnou minutovou absorbanci

(AA/min)

Vypocet aktivity AST:

Vi - 108
AA/min - ——=U/1
toA |- Vs

pkat/l = 60 U/l

Molarni absorbance (g); NADH pii 340 nm je 6 300 mol™.dm®.cm, svételna draha ((1) je 1 cm.
celkovy reakéni objem (V) je 1,1 pii 25° C. Objem vzorku (Vs) je 0,1 pii 25° C, 1 U/l odpovida
0,0166 pkat/l. Nasledujici rovnice je pro vypocet katalyticke aktivity CK:
Faktory pro vypocet:
25° C AA/min x 1746 = U/l
x 29,1 = pkat/l



Stanoveni katalytické aktivity laktatdehydrogenasy (LD)

Laktatdehydrogenésa (LD neboli LDH) katalyzuje redukci pyruvatu pomoci NADH za
vzniku laktatu a NAD®. Katalyticka aktivita se urcuje jako mira ibytku NADH, ktery se méii
se pii 340 nm.

LD
pyruvat + NADH + H' —— laktat + NAD"

Pracovni postup:

— Pipetujte do oznacenych zkumavek:

pracovni roztokLp 1,0 ml
vzorek 25 ul

— Promichejte, nasajte do kyvety fotometru a zapnéte stopky.

— Po 30 vtefinach inkubace odectéte pocatecni absorbanci a pak ji odecitejte v minutovych
intervalech po dobu 3 min.

— Vypoctéte rozdil mezi naslednymi absorbancemi a primérnou minutovou absorbanci

(AA/min).

Vypocet aktivity LD:

Vi - 10°
AA/min——=UJ/L
g1 Vs

AA/min | x 6508 = U/L
x 108 = pkat/L




VYHODNOCENI:

marker REFERENCNI HODNOTY | NAMERENE HODNOTY
cK muzi 10 — 65U/1 0,167 — 1,084 pkat/l
zeny 7 — 55U/ 0,117 — 0,917 pkat/l
AST <29 U/l < 0,48 pkat/l
LD 83 — 143 U/ 1,38 — 2,38 pkat/l




Stanoveni AST (GOT) a CK pomoci pFistroje REFLOTRON®, Roche

Stanoveni koncentrace katalytické aktivity téchto enzym je zalozeno na technice reflexni
fotometrie, pii niz se méfi intenzita odrazeného zareni od homogenné zbarvené podlozky.
Reakce probihaji na pevném nosici (reagencni zoéna prouzku), ktery obsahuje sucha ¢inidla,
aktivovatelna vodou obsazenou v naneseném vysetfovaném vzorku. Reagencie potfebné pro
reakci jsou nanesené az pod vrstvou sklenénych vlaken, na kterych se zachyti krvinky.
Reflotron® miize analyzovat plnou krev, plazmu nebo sérum.

5.1. Stanoveni ALT AST (GOT) a CK ve vlastni kapilarni krvi

Pti stanoveni postupujte podle ndvodu uvedeného v praktickém cviceni Stanoveni
celkového cholesterolu (TC), HDL cholesterolu (HDL-C) a triacylglycerolii (TAG), tloha 5.

POZOR'!

Piistroj Reflotron® udava vysledky v U/l. Ziskané udaje pieved'te do jednotek pkat/l podle
vztahu:
1 U=10,0166 pkat

5.2. Stanoveni AST (GOT) a CK v séru pouzivaném v ulohach 1-3

Pracovni postup:

— Stejnym postupem jako v tlloze 5.1. stanovte koncentraci katalytické aktivity uvedenych
enzymu v séru pouzivaném v ulohach 1-3.

— Sérum nandSejte na ptislusné reagencni prouzky pipetou Reflotron (pevny objem 32 pl).

— Pipeta ma tfi zarazky. Pii nasdvani vzorku stisknéte pist k prvni zardzce a pomalu
uvoliujte pist do zakladni polohy (vzorek musi byt nabran bez vzduchovych bublin).

— Vzorek naneste na reagencni z6nu prouzku stisknutim pistu k druhé zarazce.

—  Spicku odstraiite Giplnym stisknutim pistu pipety.



Zakladni screening patologickych soucasti moce

(Informativni — slouzi k seminaii)

Klic¢ova slova: sloZzeni moce, sediment, hustota, osmolalita, pH, patologické soucasti.

Reagencie:
1. Sulkowitchovo ¢inidlo (25 g kyseliny Stavelové, 25 g stavelanu amonného, 50 ml
koncentrované kyseliny octové v 1,5 [ vody)
2. roztok kyseliny sulfosalicylové 0,8 mol/l
3. kyselina octova zfedéna 1:1
4. krystalicky chlorid sodny
5. roztok o-tolidinu (3,3'- dimethylbenzidinu) v ledové kyseliné octové 0,01 mol/1 'JED!
6. peroxid vodiku 1 mol/l
7. Heitz -Boyerovo ¢inidlo (bezbarvy redukovany fenolftalein v alkalickém prostiedi)
8. Fehlingiiv roztok I (siran médnaty 70 g/1)
9. Fehlingiv roztok II (250 g hydroxidu sodného a 350 g vinénu sodnodraselného v 1 1
vody)
10. Benedictovo ¢inidlo (1 1 ¢inidla obsahuje 17,3 g siranu méd’natého, 100 g bezvodého
uhli¢itanu sodného a 173 g citratu sodného)
11. krystalicky nitroprussid sodny
12. roztok hydroxidu sodného 2 mol/l !ZIRAVINA!
13. koncentrovana kyselina octova !ZIRAVINA!
14. Lestradetovo c¢inidlo (smés siranu amonného, bezvodého uhli¢itanu sodného a
nitroprussidu sodného v poméru 200:200:1)
15. Lugolav roztok (roztok jodu 20 g/l v roztoku jodidu draselného 40 g/1)
16. roztok chloridu zelezitého 0,4 mol/l
17. jodova tinktura (roztok jodu v ethanolu 10 g/1)
18. koncentrovana kyselina dusi¢na !ZIRAVINA!
19. Hammarstenovo ¢inidlo: smés 1 obj. 25 %Kkys. dusiéné a 19 obj. 25 % Kkys.
chlorovodikové. 1 obj. smési kyselin se smicha se 4 obj. ethanolu
20. Ehrlichovo ¢inidlo (4-dimethylaminobenzaldehyd 10 g/l v kys. chlorovodikové 200 g/1)
21. chloroform
22. mnasyceny roztok octanu sodného
23. koncentrovana kyselina sirova !ZIRAVINA!
24. souprava Quik Read U-ALB, Orion diagnostica



Moci je z organismu vylucovana naprosta vétsina cizorodych i endogennich latek, jejichz
kvalitativni a kvantitativni stanoveni je dilezitym ukazatelem celkového stavu pacienta a jeho
metabolismu. Vzhledem k snadné dostupnosti vzorku bez vétSich narokd na pacienta a
vzhledem k mnozstvi informaci, které 1ze z jejich rozboru ziskat je analyza moci jednim ze
zékladnich vySetieni, umoziujicich stanovit diagnozu, sledovat pritb¢h onemocnéni a jeho
1écbu.

Stejné jako u vSech laboratornich vysetieni, je pro spravnost vysledka kriticky dilezita
kvalita vzorku. Ta mize byt neptiznivé ovlivnéna zpliisobem odbéru, intervalu sbéru moce a
dobou mezi odbérem a samotnou analyzou. Pro vétSinu pfipadl se pouziva prvni ranni moc
(koncentrovand), ktera musi byt zpracovana do jedné hodiny od odbéru.

Pro specialni vysetieni, kde jsou vétsi casové naroky, je nutno moc¢ konzervovat, nebot’ je
vyssi riziko bakteridlni, pfipadné plisiové kontaminace. Tato kontaminace muze mit za
nasledek napt. ibytek glukosy, posun pH do alkalické oblasti vlivem uvolinovaného amoniaku,
nebo rozklad zluc¢ovych kyselin.

Mezi zakladni vysetfeni moci patii stanoveni jejich fyzikéalnich a chemickych vlastnosti a
dale mikroskopické vySetfeni mocového sedimentu. Z fyzikalniho hlediska je hodnocen objem,
barva, zakal, hustota a pH moci. Zakladni latky, které se v moci stanovuji chemickym
vySetfenim, jsou glukosa, ketolatky, proteiny, hemoglobin, ionty a metabolické produkty
degradace hemu. Mikroskopicky se v mocovém sedimentu stanovuje mnozstvi, typ a
morfologie bun¢k, vélce a eventudlné mocové konkrementy. Mezi specidlni vySetfeni moci
patii detekce produktti vznikajicich konkrétni metabolickou poruchou, naptiklad kyselina
fenylpyrohroznova, nebo homocystein, pfipadné se provadi specialni toxikologicka analyza.



Chemické vysSetieni moce

V soucasné dob¢ se k dikazu pfip. semikvantitativnimu stanoveni soucasti moce Casto
pouzivaji diagnostick¢ prouzky, které podle svého slozeni mohou byt monofunkéni,
polyfunk¢ni a specialni. VySetfeni moce diagnostickymi prouzky je jednoduché, rychlé a lze
ho provadét i u lizka pacienta.

Chemické principy, na kterych je zalozena funkce indikacnich zon prouzki, vychazeji z
klasické chemické analyzy moce. Na stejnych principech jsou zalozeny i automatické
analyzatory, vyuzivané v klinickobiochemickych laboratotich pro kvantitativni stanoveni.

1.1 pH

pH cerstvé moce se pohybuje v rozmezi 5 — 7, hodnota pH je ovlivnéna potravou.
Patologické hodnoty jsou piedevsim disledkem poruch acidobazické rovnovahy organismu.
Hodnota pH se zjist'uje indikatorovymi papirky nebo pH-metrem.

1.2. Vapenaté ionty

Vépenaté ionty jsou fyziologickou soucdsti moce. ZvySeny piijem vapniku potravou i
porucha zpétné resorpce Ca®* se projevuje zvy$enou koncentraci Ca?" v moéi.
Zkouska je zaloZena na reakci vapenatych iontl s oxalatovymi ionty (viz Reakce biochemicky
vyznamnych funkénich skupin organickych sloucenin, tloha 3.2.).

Pracovni postup:

— K I'ml moce ptidejte 1 ml Sulkowitchova €inidla a promichejte.
— Po 2 min vyhodnot'te vznik zdkalu nebo srazeniny, pouzijte stupnici:
+ maly zdkal (normalni nalez)
++ vEtsi zakal a sraZzenina
+++  znalny zékal a sraZenina
++++ husty zakal a srazenina
— Zapiste chemickou reakci iontovou rovnici:



1.3. Bilkoviny

V moci zdravého Clovéka jsou bilkoviny pfitomny jen ve stopovém mnozstvi, které
nepiesahuje 0,15 g/24 hod (fyziologicka proteinurie). Koncentrace vylu¢ovanych proteini moci
je zavisla na poloze téla i na t€lesné namaze. Proto je nutné vySetfovat prvni ranni moc, aby se
zachytila no¢ni proteinurie.

Za patologickou proteinurii se povazuje trvalé vylu¢ovani vice nez 100 mg bilkoviny do
moce za 24 hod. Pii velkych ztratdch plazmatickych bilkovin moci dochazi k poklesu
onkotického tlaku krevni plazmy, a tim i k moznému uniku tekutiny do intersticia. Pfi
plazmocytomu, kdy dochézi k atypické syntéze imunoglobulinti se objevuje v moc¢i Bence-
Jonesova bilkovina tzv. paraprotein. Jsou to lehké fetézce imunoglobulinii, které snadno
piechéazeji do moce. Pro tuto bilkovinu je charakteristicky vznik zékalu jiz pii teplote 50 — 60° C
a jeho rozpusténi pii zahiivani na vyssi teplotu.

Dikaz bilkovin v moc¢i je zalozen na denaturacnich reakcich. Zkousky pro diikaz
ptitomnosti bilkovin se provadéji v prefiltrované moci.

Vysetrovani mikroalbuminurie je diagnostickd metoda slouzici jako klinicky vyznamny
indikator zhorSujici se funkce ledvin (viz tloha 1.3.3.). Zvlasté vyznamné je toto vySetfeni
uUnemocnych sdiabetem (I. 1 IL. typu) a nemocnych s hypertenzi. Nefropatie patii
k nejcastéjSim a nejvaznéj§im komplikacim diabetu. Je rovnéZ znamo, Ze nemocni
s mikroalbuminurii maji vy$s$i vyskyt kardiovaskularnich ptihod a €asnou mortalitu. Nalez
mikroalbuminurie upozornuje klinika na nezbytnost 1écebného postupu, protoze ¢asna 1écebna
intervence muze progresi nefropatie zastavit nebo zvratit. Pokles mikroalbuminurie je navic
projevem pozitivni reakce na zvoleny terapeuticky postup.

Mikroalbuminurie je definovdna jako mirny vzestup exkrece albuminu do moci, ktery
neni prokazatelny indikatorovymi prouzky ke stanoveni proteinurie. Exkrece albuminu do moci
je mirou glomerularni integrity i tubularni reabsorpce.

1.3.1. Diikaz kyselinou sulfosalicylovou (nejcitlivéjsi a nejpouzivangjsi zkouska)

Pracovni postup:

— K 1 ml moce ptidejte nékolik kapek roztoku kyseliny sulfosalicylové.
— Vyhodnot'te vznik opalescence nebo zakalu, ptipadné srazeniny. Podle intenzity reakce
1ze zkousku hodnotit 1 semikvantitativné. PouZzijte stupnici:

0 opalescence do 0,1 g/l

+ prihledny zékal 0,1-0,25¢/1
++ neprtuhledny zakal 0,25-2,09/1
+++ vlo¢ky 0,25-4,09/1
++++ tvarohovita srazenina nad 4,0 g/1

1.3.2. Dikaz varem

Pracovni postup:

— Do zkumavky odlijte asi 2 ml moce.

—  Pokud je pH vyssi, okyselte moc ziredénou kyselinou octovou na pH 4 —4,5. Pokud je
PpH nizsi, pridejte malé mnozstvi krystalického chloridu sodného, ktery umozni vysrazeni
bilkoviny i pri tomto nizsim pH (viz Bilkoviny I, uloha 5.4.).

— Z tohoto upraveného vzorku odeberte 1 ml.

— Povarte ve vrouci vodni lazni a vysledek porovnejte s vyhodnocenim v uloze 1.3.1.



1.3.3. Stanoveni albuminu v modi - mikroalbuminurie

Stanoveni je zalozeno na méreni komplexu antigenu a protilatky pomoci
imunoturbidimetrie (Bilkoviny II, uloha 4.).

1.4. Krev a krevni barvivo

Za patologickych okolnosti se mize v moci vyskytovat krev (hematurie) nebo
hemoglobin bez ptitomnosti erythrocytll (hemoglobinurie). Pfi¢iny hematurie jsou rizné, napf.
krvaceni z mocového méchyfe a ledvin ndsledkem poranéni nebo onemocnéni ledvin a
mocovych cest. K hemoglobinurii dochazi také pti vysoké koncentraci hemoglobinu v plazmé,
napf. pii vyCerpané vazebné kapacit¢ haptoglobinu nebo u tézkych hemolytickych anemii.
Vzacnéji se mize v moci vyskytovat myoglobin (myoglobinurie) napt. u tézkych popalenin,
tésn¢ po infarktu myokardu nebo pifi zhmozdéni svali pfi sportu. RozliSeni hematurie a
hemoglobinurie umozni mikroskopické vysetfeni mocového sedimentu.

Dtkaz hemoglobinu se provadi vzdy, je-li v moc¢i pfitomna bilkovina. V ptipadé
pozitivniho testu na krevni barvivo je nutné provést mikroskopické vysetfeni mocového
sedimentu.

Zkousky pouzivané k ditkazu krve a krevniho barviva jsou zalozeny na peroxidasové a
pseudoperoxidasové reakci (viz Biologické oxidace , tloha 3.). Zkousky jsou pozitivni i
Vv pritomnosti leukocytli v moci. Jejich peroxidasovou aktivitu l1ze odstranit povafenim moce.

1.4.1. Dikaz Heitz - Boyerovym ¢inidlem (velmi citliva zkouska)

Pracovni postup:

— K 1 ml moce ptidejte 1 ml Heitz-Boyerova ¢inidla a promichejte.

— Opatré po stén¢ zkumavky pridavejte "pasteurkou" roztok peroxidu vodiku (asi
0,5 ml).

— V piipadé pozitivni reakce vznikne na stycné ploSe Cervenofialovy prstenec.

1.4.2. Dukaz o-tolidinem

Pracovni postup:

— K 1 ml moce ptidejte 4 kapky roztoku o-tolidinu a 0,5 ml roztoku peroxidu vodiku.
— V ptipadé€ pozitivni reakce vznikne modré azZ modrozelené zbarveni.

1.5. Sacharidy

Normalni mo¢ obsahuje pouze stopovd mnozstvi sacharidid. NejCastéji se vySetiuje
pfitomnost glukosy, mén¢ ¢asto fruktosy, galaktosy, laktosy, pentos apod.

Fyziologicka koncentrace glukosy v moc¢i miize byt pfechodné zvysena po poziti velkého
mnozstvi stravy bohaté na sacharidy, jestlize jeji koncentrace v krvi prekroci reabsorpéni
schopnost ledvinovych tubult (alimentarni glykosurie).

Za patologickych okolnosti se glukosa vylucuje ve zvySeném mnoZstvi do moce
u diabetické glykosurie, dale v ptipadech, kdy je ledvinovy prah pro glukosu snizen pod
9 mmol/l (renalni glykosurie) napf. u téhotnych Zzen a u onemocnéni ledvin. U rendlni
glykosurie neni zvysSend koncentrace glukosy v krvi.

Glykosurie se také objevuje u vystupniovanych stresovych stavi v dasledku ptisobeni
adrenalinu a glukokortikoidii na glykemii.



Glukosa v moc¢i se dokazuje bud nespecifickymi zkouskami zalozenymi na reduk¢nich
vlastnostech glukosy nebo specifickou glukosoxidasovou reakci (semikvantitativni stanoveni
diagnostickymi prouzky a kvantitativni stanoveni .

Pti diikazu glukosy redukénimi zkouskami nesmi mo¢ obsahovat bilkoviny, které se musi
odstranit vysraZzenim a filtraci (deproteinovana moc). FaleSn¢ pozitivni reakci zptisobuje napf.
ptitomnost kyseliny mocové, homogentisové nebo askorbové v moci pti nedodrzeni reakénich
podminek.

1.5.1. Diikaz Fehlingovou zkouSkou

Pracovni postup:

— Ve zkumavce smichejte Fehlinguv roztok I a Il v pomeéru 1:1, promichejte, celkovy objem
cinidla asi 1 ml.

—  Ke vzniklému modrému roztoku pridejte 1 ml deproteinované moce, dobre promichejte
a zahrivejte ve vrouci vodni lazni.

—  V pozitivnim pripadé se po kratkém povareni vylouci cervena srazenina oxidu meédného.

1.5.2. Dikaz Benedictovou zkouskou (viz Sacharidy I, uloha 2.1.2.)

Pracovni postup:

— K I ml Benedictova cinidla pridejte asi 3 kapky deproteinované moce a dobre
promichejte.

— Obsah zkumavky zahrivejte ve vrouci vodni lazni asi 2 min.

— V pozitivnim pripadé se vylouci oxid médny jako cervend srazenina.

Poznamka:

Oxido-redukéni reakce mohou byt faleSné pozitivni, uziva-li pacient nékteré 1éky — napft.
nalidixovou kyselinu (Nalidixin, NegGram) pouzivanou pii infekci mocovych cest, probenecid
pfi terapii dny a cefalosporinova antibiotika.

Pritomnost kys. askorbové (vitamin C) zpisobuje pozitivitu oxidoredukénich testi.
Fehlingova zkouska (zbarveni dle mnozstvi kyseliny askorbové) je pozitivni jiZ za studena.
S Benedictovym ¢inidlem vytvari za studena bilou sraZeninu, ktera do 5 min. pfechazi ptes
zlutou barvu na oranZovou, nebo pfi slabém zahtati, kdeZto v ptipad¢ Nylanderova ¢inidla za

studena nereaguje a po 2 min. povafeni piechazi ve slabé ¢erné zabarveny ¢iry roztok.
1.6. Ketolatky

Ke skupiné ketonovych latek, dokazovanych v moci, patii kyselina acetoctova, z ni
vznikajici kyselina 3-hydroxymaselna a aceton.

Vzestup koncentrace ketolatek v krvi je provazen jejich vylu¢ovanim moci (ketonurie).
Prikaz ketolatek v mo¢i ma vyznam hlavné pro v€asné rozpoznani metabolické dekompenzace
diabetikii (diabeticka ketoacidosa), pi1 hladovéni, po tézké ndmaze a po poziti vétsSiho mnozstvi
tuk.

Dukaz kyseliny acetoctové a acetonu je zaloZen na vzniku barevného komplexu reakei s
nitroprussidem sodnym v alkalickém prostiedi.



1.6.1. Diikaz Legalovou zkouSkou

Pracovni postup:

— Nekolik krystalkit nitroprussidu sodného rozpustte v 1 ml destilované vody (zbytek
uchovat pro ulohu 1.9.).

— K 1 ml moce pridejte 2 kapky pripraveného roztoku nitroprussidu sodného a 1 ml
roztoku hydroxidu sodného.

—  Cervené zbarveny roztok rozdélte do dvou zkumavek.

— Do jedné zkumavky pridejte nekolik kapek koncentrované kyseliny octove.

— V pritomnosti ketolatek se zbarveni prohloubi do cervenofialova.

—  V negativnim pripade se roztok odbarvi (puvodni cervené zbarveni roztoku zpiisobuje
kreatinin vzdy pritomny v moci).

1.6.2. Dukaz Lestradetovym ¢inidlem

Pracovni postup:

— Na porcelanovou odpatrovaci misku polozte kolecko filtracniho papiru a dejte na n¢j
malé mnozstvi Lestradetova ¢inidla.

— "Pasteurkou" kapnéte malé¢ mnozstvi moce na filtra¢ni papir vedle ¢inidla. Asi po 5 min
se na styku vzlinajici moc€e s Cinidlem objevi fialové zbarveni, které je dikazem
ketolatek.

1.6.3. Dukaz acetonu jodoformovou reakci

Pracovni postup:

— Ve zkumavce smichejte asi 0,5 ml moce s I ml roztoku hydroxidu sodného, pridejte
priblizné 3 ml Lugolova roztoku.
— V pritomnosti acetonu se roztok zakali vyloucenym jodoformem.

1.6.4. Dikaz kyseliny acetoctové

Pracovni postup:

— K I ml moce pridejte nekolik kapek roztoku chloridu zZelezitého a moc zfiltrujte.

— V pritomnosti kyseliny acetoctové ma filtrat tmave cervenou barvu.

— V pFipadé pochybnosti povarte novy vzorek moce. Kyselina acetoctova dekarboxyluje,
vznikajici aceton vytéka a zkouska je negativni.

1.7. Zluéova barviva

Do skupiny zlu¢ovych barviv, kterd se dokazuji v moci, patii bilirubin, urobilinogen,
sterkobilinogen, jejich oxidacni produkty urobilin a sterkobilin (viz Tetrapyrroly.).

Bilirubin se v jatrech konjuguje s kyselinou glukuronovou a se Zlu¢i odchazi do duodena.
Za patologickych stavli napt. pii obstrukci zlucovych cest (obstrukéni ikterus) nebo pii tézkém
poskozeni jaterniho parenchymu (hepatocelularni ikterus), stoupne koncentrace bilirubinu nad
ledvinovy prah (30 — 34 umol/l a konjugovany bilirubin se vyluc¢uje do moce (bilirubinurie). U
hemolytickych Zloutenek se v krvi zvySuje koncentrace nekonjugovaného bilirubinu, ktery ale
do moce nepronika.



Urobilinogen a sterkobilinogen (tzv. Ehrlich pozitivni latky) se v moc¢i vyskytuji jen
v malém mnozstvi. Pfi poskozeni jaterniho parenchymu, (infek¢ni zloutenka, cirhosa) nebo pii
nadmérné tvorbé bilirubinu (hemolyticka Zloutenka, hemolyticka anemie) se jejich koncentrace
v moc¢i zvysuje.

1.7.1. Dikaz konjugovaného bilirubinu

Podstatou pouzivanych reakci je oxidace bilirubinmono- a diglukuronati na zelené
biliverdinglukuronaty. Moc¢ je tieba vysetiit co nejdiive, aby se piedeSlo samovolné oxidaci
bilirubinu.

1.7.1.1. Diikaz Rosinovou zkouskou - roztokem jodu

Pracovni postup:

— I ml moce prevrstvete 1 ml jodové tinktury.
—  V pozitivnim pripadeé se na stycné plose vytvori zeleny prstenec biliverdinu.

1.7.1.2. Diikaz Gmelinovou zkouSkou - kyselinou dusi¢nou

Pracovni postup:

— 1 ml moce prevrstvéte 1 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (davkovac).
— 'V pozitivnim ptipadé se na stycné plose vytvofi zeleny prstenec biliverdinu.

1.7.1.3. Ditkaz Hammarstenovou zkouSkou (varianta Gmelinovy zkouSky)

Pracovni postup:

— 1 obj. Hammarstenova cinidla se smicha se 4 obj. ethanolu a prida se kapka moci k
priblizné 2 ml cinidla.

— V pritomnosti bilirubinu vznikne zelené zbarveni biliverdinu.

— Prida-li se postupné vice kyseliny, zabarveni smési se meni pres celou stupnici
Gmelinovy reakce, vzhledem k progresivni oxidaci bilirubinu pres stadium zelene, -
biliverdin, modi — bilicyanin a nakonec cerveny pigment — bilipurin, ktery se méni na
Zlut, ktera je choletelin.

Hammarstenova zkouska je vhodna pro testovani pritomnosti bilirubinu v moci, kterd
obsahuje malé mnozstvi bilirubinu nebo velkd mnozstvi urobilinu a indoxylu

1.7.2. Dukaz urobilinogenu a sterkobilinogenu

Urobilinogen a sterkobilinogen tvoti za studena v siln€ kyselém prosttedi s Ehrlichovym
¢inidlem Cervené zbarvené kondenzacéni produkty.

Reakce je nespecificka. Porfobilinogen poskytuje barevné kondenzaéni produkty, které
nejdou vytiepat do chloroformu. Indol a indolové melanogeny tvoii s Ehrlichovym ¢inidlem
cervenofialové zbarveni, které vymizi po protfepani s nasycenym roztokem octanu sodného. V
pritomnosti sulfonamidi vznika Zluté az oranzové zbarveni, (viz Reakce biochemicky
vyznamnych funkénich skupin organickych slou€enin, uloha 4.).

Urobilinogen a sterkobilinogen reaguji s Ehrlichovym c¢inidlem za studena, proto se
vySetiuji v Cerstvé, vychladlé moci. V Cerstvé vymocené moci vznikne ¢ervené zbarveni vzdy
(pozitivitu zptsobuje fyziologické mnozstvi barviv). Pokud zbarveni v tomto ptipadé



nevznikne, jednd se o sniZzeni koncentrace nebo uplné chybéni urobilinogenu (napf.
u obstrukéniho ikteru).

Hodnoceni nalezu Zlu¢ovych barviv v moci

o1y . s hemolyticky | hepatocelularni obstrukéni
Zlucova barviva | normalni nalez . . :
ikterus ikterus ikterus
konjugovany ., .
- g negativni negativni + +
bilirubin g g
urobilinogen negativni + + negativni

Pracovni postup:

— Ke 2 ml chladné Cerstvé moce ptidejte 0,5 ml Ehrlichova ¢inidla.

— 'V pfitomnosti urobilinogenu a sterkobilinogenu se do 5 min vytvofi ¢ervené zbarveni.

— Polovinu roztoku odlijte do druhé zkumavky.

— Do jedné zkumavky ptidejte | ml chloroformu a protrepejte.

— Zbarvi-1i se chloroformovéd vrstva cervené, jsou pfitomny urobilinogen a
sterkobilinogen.

— Je-li €ervené zbarvend vodnd vrstva, jedna se o faleSnou pozitivitu Ehrlichovy zkousky
(porfobilinogen).

— Do druh¢é zkumavky piidejte 1 ml nasyceného roztoku octanu sodného.

— Pokud zbarveni vymizi, jedna se opét o fale$Snou pozitivitu Ehrlichovy zkousky (indol
a jeho derivaty).

— 'V dals$i zkumavce smichejte 1 ml Cerstvé vymocené moce a 5 kapek Ehrlichova ¢inidla.
Pozorujte zda vznikne ¢ervené zbarveni.

1.8. Porfyriny

Zvysené vylucovani porfyrind (tetrapyrrolovych prekurzort hemu) moci - porfyrinurie,
se vyskytuje pii vrozenych vadach biosyntézy hemu — porfyriich, ale také u jaterni cirhozy, u
pacientll s chronickou infekci virem hepatitidy C (HCV) s abusem alkoholu a pti nékterych
otravach (olovo, hexachlorbenzen, otravach 1éky - barbituraty, sulfonamidy, chloramfenikol
atd.).

Moc¢ obsahujici porfyriny na svétle tmavne a dava pozitivni Ehrlichovu reakci
(porfobilinogen, viz uloha 1.7.2.)

Dutkaz porfyrinii vyuziva jejich cervenou fluorescenci v UV svétle (viz Tetrapyrroly,
uloha 2.1.).

Urcité typy porfyrii (akutni jaterni porfyrie) a otravy (napf. aktutni otrava Pb) jsou

provazeny vylu¢ovanim netetrapyrrolovych prekurzorii — 5-aminolevulatu (A-aminolevulétu) a
porfobilinogenu. 5-aminolevulat se stanovuje HPLC a porfobilinogen v eluatu po absorpéni
chromatografii na anionickém iontoménici fotometricky Ehrlichovym ¢inidlem..

Pracovni postup:

— K 1 ml moce ptidejte pipetkou 1 kapku koncentrované kyseliny sirové a mo€ pozorujte
v UV svétle.
— V ptitomnosti porfyrinil se objevi Cervena fluorescence.



1.9. Indolové melanogeny

Indolové melanogeny vznikaji jako meziprodukty pri biosyntéze melaninu z tyrosinu.
Jejich vylucovani moci ve zvySeném mnozstvi svedci pro pritomnost nadoru pigmentovych
bunék (maligni melanom). Moc¢ obsahujici melanogeny na vzduchu tmavne, protoze jejich
oxidaci vznika cerny pigment tzv. mocovy melanin.

Indolové melanogeny se prokazuji Thormdhlenovou zkouskou, ktera se provadi stejné
jako zkouska Legalova pro diikaz ketoldtek, ale po pridani kyseliny octové se objevi modré
zbarveni (viz uloha 1.6.1.).

Pracovni postup:

— K 1 ml moce pridejte 2 kapky pripraveného roztoku nitroprussidu sodného z ulohy
1.6.1., 1 ml roztoku hydroxidu sodného a nekolik kapek koncentrované kyseliny octove.
—  V pozitivnim pripadeé se objevi modré az modrozelené zbarveni.

1.10. Kyselina fenylpyrohroznova

Pri dedicné metabolické poruse funkce enzymu fenylalaninhydroxylasy je blokovana
preména fenylalaninu na tyrosin. Koncentrace fenylalaninu a jeho metabolitii (fenylpyruvat,
fenyllaktat, fenylacetat) v krvi se zvySuje a dochazi k jejich vylucovani moci (fenylketonurie).
Diikaz je zalozen na reakci kyseliny fenylpyrohroznové s chloridem zZelezitym za vzniku zelené
zbarveného komplexu.

Pracovni postup:

— K 1 ml moce pridejte 1 kapku roztoku chloridu Zelezitého.
— V pozitivnim pripadé se béhem nekolika minut objevi tmaveé zelené zbarveni vzniklého
komplexu.

VYHODNOCENI:

vzorek €.

pH

vapenaté ionty

bilkoviny

krev

glukosa

aceton

kyselina acetoctova
bilirubin

urobilinogen

porfyriny

melanogeny
kys.fenylpyrohroznova

Poznamky:






Clearance

Klic¢ova slova: kreatin, kreatinin, cystatin C, glomerularni filtrace (GFR), tubularni sekrece,
zpétnd resorpce, clearance, exkrece,.

Reagencie:

vzorek deproteinovaného séra S

vzorek moce U

standard K (kreatinin)

roztok kyseliny trichloroctové 1,22 mol/l !ZIRAVINA!
roztok kyseliny pikrové 0,04 mol/I

roztok hydroxidu sodného 0,75 mol/I

oakrwdE



Ledviny jsou jednim ze zékladnich orgént, podilejicich se na udrzovani homeostazy
organismu. Vylucuji koncové metabolity dusikatych latek mocovinu (viz. Dusikova bilance.) a
kreatinin, dale kyselinu mo¢ovou, ionty, H", atd.

Kreatinin je cyklicky imid kyseliny N-metylguanidinoctové. Vznika ve svalové tkani
neenzymaticky jako koncovy produkt metabolismu kreatinu a kreatinfosfatu. Referencni
rozmezi koncentrace kreatininu v plazmé¢ (kreatininemie) je 70 — 125 pmol/l pro muze a
50 —105 umol/l pro Zeny.

Kreatininemie je za fyziologickych podminek ovlivnéna mnozstvim svalové hmoty. Proto
se s niz§imi hladinami setkdvame u déti, osob s malym mnozstvim svalové hmoty, pacientl
dlouhodobé pripoutanych na ltizko (bytek svala z inaktivity) ¢i u pacienti s myodystrofii.
Zvysenou hladinu kreatininu v séru pozorujeme pii selhavani ledvin (rendlni insuficienci).
Hladina kreatininu v krvi je jen podstatné mén¢ ovlivnéna jeho piijmem v potravé a télesnou
namahou.

Vétsina kreatininu se do mo¢i dostdva glomeruldrni filtraci (90 %), pouze minoritni podil
tubularni sekreci (10 %). Za patologickych okolnosti se na vzestupu kreatininemie podili
vyznamné i1 porucha tubularni sekrece. Koncentrace kreatininu v definitivni moci je piiblizné
100x vyssi nez jeho koncentrace v plazmé. Celkové mnozstvi vyloucené za 24 hod se za
normalnich podminek pohybuje mezi 9 — 16 mmol (tj.1 — 1,8 g).

Dutlezitou roli v diagnostice poruch ledvinnych funkci ma posouzeni glomerularni
filtrace, nejcastéji pomoci tzv. clearance endogenniho kreatininu. Clearance néjaké latky
predstavuje teoreticky objem krevni plazmy zcela ocisténé ledvinami od této latky za
jednotku ¢asu (sekundu). V ptipadé latky vyluGované pouze glomerularni filtraci odrazi
clearance rychlost glomerularni filtrace (GFR). Optimalni indikatorovou latkou pro
monitorovani glomerularni filtrace je ta, kterd se do moc¢i dostavéa vyhradné glomerularni filtraci
aneni dale v tubulech ani resorbovana ani secernovana. Tyto podminky spliiuje inulin, zasobni
sacharid rostlin. Jeho nevyhodou je pfedevsim obtizné zajiSténi stabilni koncentrace v plazmé
(nevyskytuje se pfirozené v lidském organismu, musel by byt poddvan intraven6zn¢). Jeho
vyuziti je tedy spise pro védecke ucely.

Pro vypocet clearance je potfeba znat koncentraci indikdtorové latky v plazmé a moci,
dale objem moci za definovany ¢asovy interval (nejéastéji 24 hod).

. U — koncentrace latky v moci
GFR= —— P — koncentrace latk })lazme
P V — diuréza za 24 hg’ml ] (objem definitivni
moc¢i v ml /86400

V praxi lze pouzit odhadu clearance kreatininu dle vzorce Cockroftova a Gaulta.
Zohlednuje fakt, ze vlastni koncentrace kreatininu zavisi na svalové hmoté, pohlavi a véku

pacienta, neni nutny sbér moci. Pro Zeny se vypoctend hodnota musi vynasobit koeficientem
0,85.

(140 — veék[roky]) - t.hm. [kg] Clkr— clearance kreatininu
Cle = Skr — sérova koncentrace kreatininu
44,5 - Skr [umol/1]

V klinické praxi se hodnoty kreatininemie a clearance kreatininu vyuziva k monitorovani
renalnich funkci — zejména hloubky chronické renalni insuficience. Normalni Clkr Se pohybuje
v rozmezi 1,3 — 2,8 ml/s/1,73 m? tj. hodnoty pfipadajici na idelni povrch t&la, tyto hodnoty se
musi korigovat u pacientli s abnormalnim povrchem téla (obezita). Pti poklesu clearance pod
0,5 ml/s/1,73 m? mluvime o renalni nedostate¢nosti pti poklesu pod 0,15 ml/s/1,73 m? o
rendlnim selhani.


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Referen%C4%8Dn%C3%AD_interval&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Krevn%C3%AD_plazma
http://cs.wikipedia.org/wiki/Slou%C4%8Denina
http://cs.wikipedia.org/wiki/%C4%8Cas
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Tubul%C3%A1rn%C3%AD_resorpce&action=edit&redlink=1

Vhodnéjsi biomarker funkce ledvin je cystatin C. Je to maly neglykosylovany bazicky
protein (13,3 kD), patiici mezi inhibitory superrodiny cysteinovych proteas. Cystatin C je
produkovan prakticky vSemi jadernymi buiikami a je pfitomen ve vSech vySetfovanych
télesnych tekutinach. Uroveti produkce je konstantni a neni ovlivnéna zanétlivymi procesy,
pohlavim, vékem a svalovou hmotnosti. V normalni ledviné je cystatin C témé&i volné filtrovan
glomerularni membranou a potom témér upln€ reabsorbovan a degradovan bunkami
proximalniho tubulu. Plazmaticka koncentrace cystatinu C je tedy vyhradné urcena rychlosti
glomerularni filtrace (GFR), coz ¢ini cystatin C vybornym indikatorem GFR. Zmény jeho
sérové hladiny odhali postizeni ledvin dfive (v inicialni fazi), nez je mozné prokazat
kreatininovou clearanci. Pro vySetieni staci jen zméfit jeho hladinu v séru, oproti kreatininu
odpada sbér moci za 24 hodin. Koncentrace cystatinu v séru je mirou glomerularni filtrace, jeho
koncentrace v moci je mirou poskozeni bunék proximalnich tubult.

REFERENCNI HODNOTY
vék cystatin C
(roky) (mg/l)
3-50 0,63-1,33
> 50 0.74-1.55

ZvySena hladina v krvi
e snizeni glomeruldrni filtrace

e u n¢kterych nadorti (melanom, kolorektalni karcinom)

Zvysena hladina v krvi i moci
— urémie (poSkozeni glomerult i tubul)



Stanoveni koncentrace kreatininu v séru a moci
Stanoveni je zaloZeno na Jaffého reakci v deproteinovaném séru. Pii reakci kreatininu s
kyselinou pikrovou v alkalickém prostiedi vznika ¢ervenooranzoveé zbarveny produkt, jehoz
koncentrace se stanovuje fotometricky.
Pro stanoveni koncentrace kreatininu v séru a moci obdrzite vzorek deproteinované¢ho
séra a moce pacienta oznac¢eného ¢islem:
S = deproteinované sérum
U =mo¢

POZOR! VZOREK MOCE ZREDTE PRED STANOVENIM 50x. VYSLEDEK JE
TREBA VYNASOBIT 50x !

Pracovni postup:

- Sérum, zfedénou mo¢ i standard zpracujte vzdy v tripletu, slepy vzorek pouze jednou
Do ocislovanych zkumavek napipetujte reagencie podle tabulky 1.

Tabulka 1.

reagencie (ml) vzoreks vzoreky standard | slepy vzorek

deproteinované sérum 0,25 - -

mo¢ ziedéna 50x - 0,25 - -

standardni roztok K - — 0,25 -

destilovana voda 0,50 0,50 0,50 0,75

kyselina trichloroctova 0,25 0,25 0,25 0,25
promichat, nechat stat 5 min pfi laboratorni teploté

kyselina pikrova 0,50 0,50 0,50 0,50

hydroxid sodny 0,50 0,50 0,50 0,50

— Obsah zkumavek dobie promichejte.

— Presné po 20 min zméite absorbanci vzorkt i standardu proti slepému vzorku pfi
505 nm.

— Naméftené hodnoty zapiste do tabulky 2.

— Vypocitejte primerné hodnoty absorbance a zapiste je do tabulky 2.

— Zprimérnych hodnot absorbance vzorki a standardu vypocitejte koncentraci kreatininu
v séru cp (umol/l) a v moci cu (mmol/l).

— Vypoclitanou koncentraci v moci vynasobte Fedénim (50x).

— Vysledky zapiste do tabulky 2.



Tabulka 2.

vzorek ¢.: absorbance prumér koncentrace
standard K

S pmol/1

U mmol/I

Vypocet clearance

Latkové mnozstvi kreatininu n, které¢ za sekundu piejde do glomeruldrniho filtratu, se
rovna soucinu jeho koncentrace ve filtratu a objemu filtratu vytvoreného za sekundu. Protoze
kreatinin je nizkomolekularni latka, je jeho koncentrace ve filtratu stejna jako v plazmé (cp).
Objem vytvotreného filtratu musi byt stejny jako objem plazmy, ktera by se filtraci kreatininu
zcela zbavila (Vp), tedy

n=cp- Ve

Totéz latkové mnozstvi kreatininu n z glomerularniho filtratu se pak za kazdou sekundu
vylucuje definitivni mo¢i. Je tedy soucasné rovno soucinu koncentrace kreatininu v definitivni
moci (cu) a objemu moce vylou¢eného za sekundu (Vu). Plati tedy n = cy - Vu. Pro vypocet
kreatininové clearance GFR vyplyva nasledujici vztah:

cu-V
Ve (mlfs) = GFR = ———
P

Hodnota GFR se obvykle jesté koriguje na standardni t&lesny povrch 1,73 m2. Pfitom se vychazi

z ptedpokladu, Ze plocha filtraéniho média v glomerulech je imérnéd télesnému povrchu.
Télesny povrch A pacienta se vypocita ze vztahu:

A=0,167 - vYm:l

0,167 je empiricky faktor, m hmotnost pacienta v kg a | jeho vyska v m. Pro vypocet korigované
GFRyor plati:

cv-Vu-1,73

GFRkor (mI/S) =
c-A

Pro vypocet clearance je tedy tieba znat kreatininemii (mmo/l), kreatininurii (mmol/l),
diurézu pro vypocet objemu moce za sekundu (ml/s), télesnou vysku a hmotnost pacienta.

Tabulka 3.



. A B C D E F
pacient muz Zena muz Zena muz Zena
diuréza* (ml/24 hod)
hmotnost (kg) 82 58 95 58 90 70
vyska (cm) 170 170 190 165 180 160

* bude zadana

Pracovni postup:

— Z hodnot naméfenych v uloze 1.1. vypocitejte kreatininovou clearance a exkreci
kreatininu moc¢i u zadaného pacienta:

Poznamky:






