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ABSTRAKT

Kyselina mocova (2,6,8-trioxypurin) je u ¢lovéka kone¢nym produktem odbouravéani
purinovych bazi. Neni pouze odpadnim metabolitem, ale zastava i vyznamnou funkci
v organismu pii antioxidani ochran¢ proti neptfiznivym uc€inkliim volnych radikali.
Zvysena hladina kyseliny mocové, hyperurikémie, ma ziejm¢ piimou souvislost
s mnoha patologickymi stavy, jako je primarni hypertenze, ateroskler6za, ischemicka

choroba srde¢ni, diabetes mellitus 2. typu, nefropatie nebo uratova nefrolitidza.

Pro stanoveni kyseliny mocové vséru byla pouzita metoda HPLC v systému
obracenych fazi s UV detekci. Byla pouzita kolona MAGI 4,6 x 150 mm, Biospher PSI
200 C18, 5 um a mobilni faze 25 mmol/l Na,HPO4 — methanol (95:5, v/v), pH = 4,75 +
0,005.

Kalibra¢ni kfivka byla linearni v celém rozsahu koncentraci pouzitych standardi
kyseliny mocové. Analytické parametry prezentované metody byly dostacujici. Pfesnost
v sérii vyjadfena varianim koeficientem: 2,61 %, pfesnost mezi sériemi vyjadfena
varia¢nim koeficientem: 4,22 %, spravnost vyjadiena primérnou vytéznosti: 101,55 %

(CV 2,39 %).

Hladina kyseliny mocové v séru pacientli jednotlivych soubort se pohybovala v téchto
rozmezich: pacienti s kardiovaskuldrnim onemocnénim 359,41 + 91,47 umol/l, pacienti
s primarni hypertenzi 326,10 = 77,54 pumol/l, pacienti s diabetem mellitus 2. typu
334,86 + 83,79 umol/l, pacienti s onemocnénim vylucovaci soustavy 306,63 =+
101,50 pmol/l a kontrolni skupina pacientli s ostatnimi diagnézami 306,08 =+

84,18 pumol/l.



ABSTRACT

Uric acid (2,6,8-trioxypurin) is the final product of purine bases degradation in human.
It is not only the final product of metabolism but also acts important role in antioxidant
protection against the negative effect of free radicals. Hyperuricemia — increased level
of uric acid — has the most probably direct relationship with a lot of pathological states,
e.g. primary hypertension, atherosclerosis, ischemic heart disease, diabetes mellitus

2. type, nephropathy or urate nephrolithiasis.

For the determination of uric acid in serum reversed-phase HPLC method with UV
detection was used. Column MAG1 4.6 x 150 mm, Biospher PSI 200 C18, 5 um and
a mobile phase 25 mmol/l Na,HPO, — methanol (95:5, v/v), pH = 4.75 + 0.005 was

used.

Calibration curve was linear in the whole range of concentrations of uric acid standards.
Analytical parameters of the method were as follows. Intra-assay expressed as
a coefficient of variation: 2.61 %, inter-assay expressed as coefficient of variation:

4.22 %, accuracy expressed as average recovery: 101.55 % (CV 2.39 %).

Uric acid levels in serum of patients in selected groups were in the ranges as follows.
Patients with cardiovascular diseases 359.41 + 91.47 umol/l, patients with primary
hypertension: 326.10 + 77.54 umol/l, patients with diabetes mellitus 2. type:
334.86 = 83.79 umol/l, patients with excretory system disease: 306.63 = 101.50 umol/l,
and control group with other diagnosis: 306.08 <+ 84.18 umol/l.
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1. UVOD

Kyselina mocova je velmi Casto stanovovanym analytem. Jeji zvySena hladina,
hyperurikémie, je diagnostikovdna u mnoha patologickych stavli, od vrozenych
metabolickych onemocnéni az po obezitu. Mnohé soucasné studie se zabyvaji otazkou,
zda by bylo mozné zatadit kyselinu mocovou mezi rizikové faktory vzniku

kardiovaskularnich onemocnéni.

Metod stanoveni kyseliny mocové bylo vyvinuto mnoho, od nejstars$i a dnes jiz
nepouzivané¢ chemické metody, az po nejmodernéjSi metody vyuzivajici
nanotechnologie. Rutinni laboratorni metodou je enzymové stanoveni kyseliny mocové,
které je pln¢ automatizované, snadné, rychlé, dostatecné citlivé a relativné levné.
Citlivost této metody mize byt ale ovlivilovana fadou latek bézné se vyskytujicich
v krvi. Jsou to latky s reduk¢énimi vlastnostmi - glukosa, kyselina askorbova a bilirubin

a mohou poskytovat faleSné vyssi vysledky.

Cilem této prace je stanoveni kyseliny mocové vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii s UV detekci u vybranych skupin pacientii, u nichz se oc¢ekéavaji vyssi
hladiny interferujicich latek. Hladiny kyseliny mocové zjisténé pomoci HPLC byly

porovnany s hladinami ziskanymi rutinni enzymatickou metodou.
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2. TEORETICKA CAST

Kyselina mocova je u ¢loveka koneénym produktem odbouravani purinovych bazi.
Neni pouze odpadnim metabolitem, ale zastavd i vyznamnou funkci v organismu pfi
antioxida¢ni ochran¢ proti neptiznivym uinkiim volnych radikalt. Celkovy pool
kyseliny mocové ¢ini kolem 1 g a denni obrat tvofi asi 60 %. V lidském organismu se
kyselina mocova nachazi v krvi (volnd i vazand na proteiny: albumin a specificky

globulin), moci, synovialni tekuting, sekretu dychacich cest a kolostru.
Referencni rozmezi kyseliny mocové v séru je u dospélych lidi zavislé na pohlavi.

Tab. 2-1: Referencni rozmezi

Pohlavi Rozmezi
Muzi 180 — 420 pmol/1
Zeny 120 — 350 pmol/1

V moc¢i je koncentrace kyseliny mocové podstatné vyssi, a to 1,5 — 4,8 mmol/l (2).

2.1. Chemicka struktura a povaha kyseliny mocové

Kyselina moc¢ova neboli 2,6,8-trioxypurin se sumarnim vzorcem CsH4N4O3 a molarni
hmotnosti 168,11 g/mol se fadi mezi heterocyklické slouceniny. Jeji struktura je
odvozena od purinu, jehoz skelet tvoii pyrimidinovy a imidazolovy kruh. Kyselina
mocova se vyskytuje ve dvou izomernich formach (keto a enol forma), které jsou

V rovnovaze:

o OH
H
HN A N Nf
0 i I M
N N HO™ =N .
Je slabou dvojsytnou kyselinou (pK; = 5,8, pK; = 10,3), ve vod¢ témet nerozpustnou,

nerozpustnd je také v alkoholu a éteru. Dobie se rozpousti v glycerolu, roztocich

hydroxidii a uhli¢itanii, octanu a fosfore¢nanu sodném. Pti fyziologickém pH krve 7,4 je
12



nedisociovand kyselina mocova pfitomna pouze v malém mnozstvi, pievlada
jejiionizovand forma — monosodna stl, neboli mononatriumurat. Pomér mezi

nedisociovanou formou a uratem je v télnich tekutinach tedy zavisly na pH.

Rozpustnost volné kyseliny mocové pti 37 °C je 64 mg/l (381 umol/l), rozpustnost uratii
je 84 mg/l (500 pmol/l). Pokud je hladina kyseliny mocové v séru vyssi nez jeji
rozpustnost, je sérum pifesycenym roztokem kyseliny mocové, coz za urcitych
podminek vede ke krystalizaci mononatriumuratu. Ten se poté mize ve formé¢ bilych
jehlicovitych krystalti ukladat do kloubti nebo lozisek zvanych tofy v mékkych tkanich
(2-4).
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2.2. Kyselina mocova jako antioxidant

U savcl, kromé¢ vysSich primatl, neni kyselina mocova kone¢nym metabolitem
purinovych latek. Je dale oxidovdna enzymem urikasou na allantoin, ktery je ve vodé
vice rozpustny. Mutaci genu nasledovanou sniZenim urikasové aktivity béhem evoluce
primati doSlo ke zvySeni koncentrace kyseliny mocové v krvi, a tim i zlepSeni
ochranné¢ho antioxida¢niho mechanismu pied plsobenim volnych radikald. Tyto
evoluéni zmény byly pravdépodobné nésledovany rozvojem vys$i nervové cCinnosti

a prodlouzenim priimérného véku primath (1).

Ovsem i lidsky organismus dokaze vytvofit malé mnozstvi allantoinu. Volné kyslikové
radikdly mohou neenzymaticky oxidovat kyselinu mocovou na allantoin a jeho

pritomnost v plazmé¢ se stanovuje jako ukazatel zatéze organismu volnymi radikaly (5).

Kyselina mocova tvoii az 65 % celkové antioxida¢ni kapacity plazmy. Patii mezi hlavni
extracelularni antioxida¢ni latky pfedevSim proto, ze jeji hladina v plazmé zcela
presahuje koncentrace ostatnich antioxidanti (plazmatické proteiny, askorbat,

a-tokoferol) (1,5).

Antioxidacn€ nejvyznamngj$im mechanismem puasobeni kyseliny mocové v lidském
organismu je schopnost vytvéiet stabilni koordina¢ni komplexy s dvojmocnymi ionty
zeleza a jednomocnymi ionty médi. Vyvazanim téchto kovovych iontl inhibuje kyselina
mocova Fentonovu reakci, pfi niz vznikd velmi reaktivni hydroxylovy radikal.
Navazanim Zeleznatych ionti do komplexu s kyselinou mocovou dochédzi také

k vyrazné inhibici oxidace askorbatu a k potlaceni peroxidace lipida.
Fentonova reakce:
Fe’* + H,0, —>Fe’ + HO" + OH "~

Kyselina mocova jako lapac, scavenger, vychytdva hydroxylové radikaly a kyselinu
chlornou a reaguje s nimi za vzniku netoxickych produkti — allantoinu, mocoviny,

oxalatu nebo glyoxalatu.
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Brani také tvorbé oxohemovych oxidantli vznikajicich reakci hemoglobinu s peroxidy,
¢imz zabranuje lyze erytrocytl. Je také schopna piijmout neparovy elektron od
hydroxylového, peroxylového radikélu ¢i radikalu oxidu dusnatého za tvorby uratového
aniontového radikalu. Uratovy radikal je pro organismus toxicky a je u¢inn¢ vychytavan

dalSim vyznamnym antioxidantem — kyselinou askorbovou (1,5-10).

Je ovSem zajimavé, Ze se kyselina mocova ve vysokych koncentracich mize chovat
1 prooxidacné. Jeji reakei s oxidanty vznikaji dalsi radikaly, které poskozuji predevSim
lipidy (LDL a membrany). Vznik kyseliny mocové je také doprovazen tvorbou
superoxidu, takze pii jeji zvySené syntéze se umerné zvysuje i tvorba tohoto volného

kyslikového radikdlu (6,9).
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2.3. Odbouravani purinovych bazi a vznik kyseliny
mocoveé

Katabolismus purinovych bazi zac¢ind defosforylaci nukleotid. Vzniklé nukleosidy se

dale metabolizuji dvéma cestami.

Prvni cestou je recykla¢ni draha, tzv. ,,salvage pathway®. Odstépenim monosacharidu
z nukleosidli vznikaji volné purinové baze, ty se preménuji zpét na nukleotidy, jez
mohou byt vyuzity k resyntéze nukleovych kyselin. Tyto reakce katalyzuji enzymy
adeninfosforibosyltransferasa (APRT) a hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferasa

(HPRT).

Druhou cestou je pfeména purini na kyselinu mocovou. Sled reakci zacina
u nukleosidii. Adenosin je nejprve deaminovdn adenosindeaminasou na inosin.
Fosforolyzou N-glykosidové vazby inosinu vznika ribosa-1-fosfat a hypoxanthin, tato
reakce je katalyzovana enzymem purinnukleosidfosforylasou. Guanosin je shodnou
reakci se stejnym enzymem purinnukleosidfosforylasou metabolizovan na
ribosa-1-fosfat a guanin. Fosforolyzou vzniklé produkty guanin a hypoxanthin se poté
pfeménuji na stejny meziprodukt — xanthin. Pfeména hypoxanthinu je katalyzovana
enzymem xanthinoxidasou, guaninu pak enzymem guanasou. Posledni reakci
odbourdvani purinovych bazi u clovéka je oxidace xanthinu enzymem xanthinoxidasou

na kyselinu mocovou.

Kyselina mocova nevznikéd pouze z de novo syntetizovanych purinovych bazi, ale také

z nukleotidl obsazenych v potravé a z rozpadu tkanovych nukleoproteint (3).
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2.4. Metabolismus kyseliny mocové

Hlavnimi misty vzniku kyseliny moc¢ové jsou jatra, stfevni sliznice a mlécna zlaza, které
maji vysokou aktivitu xanthinoxidasy. Primérna celkova exkrece kyseliny mocové se
u zdravého ¢loveéka pohybuje mezi 600 — 800 mg/24 hodin. Z této hodnoty tvofi vice
jak 50 % kyselina moCova metabolizovand z endogennich purinti. Exogenni, potravou
pfijaté puriny se metabolizuji pfedev§im ve stfevni sliznici. Snadno se do enterocytii
resorbuji a jsou zde kompletné oxidovany na kyselinu mocCovou za katalyzy enzymem
xanthindehydrogenasou. Xanthinoxidasa i1 xanthindehydrogenasa jsou dvé formy
jednoho enzymu, lisi se akceptory elektronii. Xanthindehydrogenasa ptedava po oxidaci
elektrony na NAD', xanthinoxidasa na O,. Kyselina moc¢ova je z mlééné zlazy, jater
a stfevni sliznice vstiebavana do krve, kde se vyskytuje predevsim jako sodna stl —

mononatriumurat (1,3).

Z prumérné celkové exkrece kyseliny mocové se 70 % vylouci ledvinami, ptiblizné
30 % travicim traktem. V tlustém stfevé se kyselina mocova rozklada bakteridlni

intestinalni urikolyzou na oxid uhli¢ity a amoniak (11,12).

V ledvindch se odehrdva slozity proces, tvofeny Ctyfmi na sebe navazujicimi

mechanismy:

1. glomerularni filtrace, pfi niz dochézi k profiltrovani veskeré kyseliny mocové

obsazené v glomerularnich kapilarach,
2. zpétnd resorpce vice jak 90-ti % uratu v proximalnim tubulu,
3. aktivni sekrece uratu do lumen distalni ¢asti proximalniho tubulu,

4. zpétna aktivni resorpce v distdlnim tubulu (zde mize dochazet k ovliviiovani

fadou aniontt a 1¢ki) (13).

D¢&jti v proximalnim tubulu se uc€astni 1 uratové transportéry: URAT]1 (je cilem plsobeni
urikosurickych 1ékt1), OATs, UAT a OATvl (14). Clearance kyseliny mocové je

8 — 10 ml/min, definitivni moci se ale vylouci pouze 6 — 12 %.
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2.5. Vliv véku na hladiny kyseliny mocové v séru

Sérova hladina kyseliny mocové je zéavisla nejen na pohlavi, ale také na véku.
Od détského veku az do puberty jsou hodnoty urikémie u obou pohlavi stejné:
180 — 240 pmol/l. V puberté dochazi u chlapct k vzestupu hladiny, ktera je jiz béhem
zivota neménna: 180 — 420 umol/l. U Zen je zména urikémie béhem puberty minimalni,
mezi 20. — 45. rokem je koncentrace kyseliny mocové konstantni, o 30 — 60 umol/l nizsi

nez u muzu (2).

V menopauze se urikémie zvySuje a dosahuje hodnot jako u muzii, coz kompenzuje

ubytek estrogent a jejich antioxida¢nich ucinka (15).

Hladina kyseliny mocové v séru ¢i plazmé vykazuje t€Z denni ¢i sezonni kolisani. Jeji
koncentrace kolisd ze dne na den v rozsahu 4 — 10 %, u vétSiny zdravych osob je

obvykle vyssi rdno a nizsi vecer, a také vyssi v 1ét€ nez v zimé.
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2.6. Hyperurikémie a jeji priciny
Hyperurikémie, zvySend hladina kyseliny mocové v séru, je disledkem poruSeni
rovnovahy mezi vznikem z exo- i endogennich purini, koncentraci v krvi a jejim
vylu¢ovanim. Biochemicky ndlez hyperurikémie je diagnostikovan az u 30 % muzi

a 3 % zen ve stiednim véku, u déti je pomérné vzacny.

Tab. 2-2: Hranicni koncentrace kyseliny mocové

Pohlavi Hyperurikémie
Muzi > 420 pmol/l
Zeny > 350 pmol/l

Hyperurikémie vznikd na podkladé¢ ziskanych onemocnéni, dietnich navykt

1 pisobenim dédi¢n¢ podminénych onemocnéni a ¢asto jde o kombinaci vice vlivi (12).

2.6.1. Zvyseny pfijem exogennich purin( potravou

Denni exkrece kyseliny mocové moci pii bézném stravovani je u zdravého ¢lovéka do
4,8 mmol, pii bezpurinové diet¢ do 3,6 mmol. Porovnanim hladin kyseliny mocové
v plazm¢ a mo¢i pied a po zavedeni bezpurinové diety je mozné prokézat vliv vysokého
piivodu purinid stravou na hyperurikémii. Plazmatickd hladina uratu by méla po
5 — 7 dnech bezpurinové diety klesnout o vice nez 60 umol/l, vylu€ovani moci o vice

nez 1,2 mmol/24 hodin (2).

2.6.2. Zvysena degradace nukleovych Kkyselin pfi zaniku

velkého mnozstvi bunék

Zvyseny rozpad nukleoproteinli vedouci ke zvySenému uvolhiovani purinid, a tim
1 nadmérné tvorbé kyseliny mocové doprovazi chemoterapeutickou 1é¢bu cytostatiky ¢i
ozéafeni rentgenem. Jedna se nejcastéji o lymfoproliferativni a myeloproliferativni
procesy. ZvySeny rozpad bunc¢k se vyskytuje také u polycytémie, hemolytické
a perniciézni anémie, hemoglobinopatie, tkanové hypoxie a asi u tietiny pacientl

s psoridzou (2).
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2.6.3. ZvysSeny metabolismus purini zplsobeny enzymopatii

Snizena aktivita hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferasy vede ke sniZzeni resyntézy

purind recykla¢ni metabolickou drahou.

Zvysena aktivita fosforibosylpyrofosfatsyntetasy vede ke zvySené syntéze purini de

novo (2,3).

2.6.4. Zvysena degradace adenosintrifosfatu

Zvysené¢ odbourdvani ATP probihd u hereditdrni intolerance fruktosy,
mitochondrialnich poruch energetického metabolismu a intenzivni svalové zaté€zi (je-li
ale zatéz anaerobni, dojde k hyperurikémii az v zotavovaci fazi, protoze k tvorbé

kyseliny mocové je nezbytny kyslik) (2).

2.6.5. Snizené renalni vyluéovani kyseliny mocové

Snizend exkrece kyseliny mocové ledvinami miZe byt zpisobena postizenim
glomeruldrnich nebo tubuldrnich funkci. Hyperurikémie se vyskytuje u vSech stavl se
snizenou glomerularni filtraci, a také u pacientl s primarni dnou. Aktivni sekreci
kyseliny mocCové v distalnim tubulu inhibuje alkohol, organické anionty, jako laktat
a 3-hydroxybutyrat. Hyperurikémie doprovazi tedy laktatovou acidézu a ketoaciddzu.
Snizend exkrecni frakce kyseliny mocové zapfiCifiuje také familiarni juvenilni
hyperurikemickou nefropatii a spolu se zvysenou tvorbou kyseliny mocové je pti¢inou
glykogenoz 1. typu. Hyperurikémie v dasledku snizenych rendlnich funkci je také

jednim z dtlezitych ukazateld zavaznosti preeklampsie u t€hotnych Zen (2,16).

2.6.6. Jiné priciny
Koncentraci kyseliny mocové vséru zvySuji i nckteré 1éky, napf. diuretika,
pyrazinamid, metoxyfluran, cyklosporin A, furosemid, fenytoin, kyselina nikotinova,
dlouhodobé wuzivani salicylati ¢i otrava olovem. Hyperurikémie je piitomna
u endokrinologickych chorob, jako je hypoparathyre6za nebo hyperparathyre6za, dale
také u obezity, diabetu, hladovéni ¢i u poruch metabolismu lipidi, nejcastéji

hypertriacylglycerolémii a primarni hyperlipoproteinémii IIT a IV (2,12).
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2.7. Patologické stavy spojené s hyperurikémii

Rozpoznani zvysené hladiny kyseliny mocCové v séru je diilezité pro odhaleni mnoha

patologickych stavi, které 1ze rozdélit do Ctyt typi:
* poskozeni ledvin a vyvodnych cest mocovych,
» dédi¢né metabolické onemocnéni,
» kardiovaskularni onemocnéni a hypertenze,

= diabetes mellitus typu 2.

2.7.1. Charakteristika poskozeni ledvin a vyvodnych cest

mocovych

Onemocnéni ledvin je vétSinou doprovdzeno hyperurikémii jako sekunddrnim
nasledkem. OvSem hyperurikémie miize byt i primarnim faktorem vyvolavajicim
poskozeni ledvin. Precipitace kyseliny mocové v ledvinach a vyvodnych cestich
mocovych zplsobuje dva typy poskozeni: nefropatii doprovdzenou urolitidzou

a uratovou nefropatii.

U prvniho typu poskozeni dochazi k precipitaci uratu ve sbérnych kanalcich, ledvinné
panvicce ¢i ureteru, coZ zpusobuje sniZzenou reabsorpci nasledovanou zvySenym
vylucovanim kyseliny mocové moci, hyperurikurii. Pfi dlouhodobé hyperurikurii
dochazi ke vzniku uratové urolitidzy, nebo-li ke vzniku konkrementti z kyseliny mocové
a jeji soli ve vyvodnych cestach mocovych a ledvinach. Uratové kameny jsou slozeny
z drobnych listovitych krystali kyseliny mocové, které jsou zbarveny mocovymi
pigmenty od Zluté ptes oranzovou az do hnédé¢ a maji skelny lesk. Pii pH 5 je mo¢
nasycenym roztokem kyseliny mocové o koncentraci 892 pmol/l (150 mg/1), zatimco pii
pH 7 ma nasyceny roztok koncentraci 11,9 mmol/l (2000 mg/1). Rozpustnost kyseliny
mocove je tedy pii pH 7 vice nez desetkrat vySsi nez pii pH 5, a proto vznik uratovych
kamenti je krom¢ hyperurikémie podminén piedev§$im nizkym pH moci. Krystaly

kyseliny mocové a urata se vyskytuji asi u 10 % pacientd s mocovymi kameny.
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U uratové nefropatie dochazi k precipitaci mononatriumuratu v intersticiu ledvin, coz je
spojeno se zanétem a posSkozenim glomeruldrni filtrace a doprovazeno také

hyperurikémii, hypertenzi a proteinurii (2,11).

2.7.2. Charakteristika dédicnych metabolickych onemocnéni

2.7.2.1. Lesch-Nyhantv syndrom

Lesch-Nyhantv syndrom je dédicné metabolické onemocnéni zptisobené kompletnim
deficitem hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferasy (HPRT). Je X-recesivné vazané,
vyskytuje se tedy pouze u chlapcii. Ztratou HPRT dochézi k poruse recyklacni drahy
v metabolismu purini a zaroven ke zvySeni intraceluldrniho 5-fosforibosyl-1-difosfatu,
ktery mél byt béhem recyklacni drahy spotiebovan. Vysledkem je nadmérné

odbouravani a také i nadmérna tvorba purinovych latek.

Klinicky se Lesch-Nyhaniv syndrom manifestuje jednak hyperurikémii, ale také
vyrazn¢ neurologicky. Nadprodukce kyseliny mocové zpusobuje ukladdani jejich
krystalti v kloubech, akutni nefropatii a hyperurikurii s uratovou litidzou. Nadmérnou
exkreci kyseliny mocové lze prokdzat jiz zdhy po narozeni cCervenooranzovym

zbarvenim moci od vysrazenych krystalii kyseliny mocové.

Kolem 4. mésice zivota chlapct dochdzi k prvnim neurologickym projevim,
opozd’'ovani v psychomotorickém vyvoji. V obdobi batolete nastupuji dalsi

neurologické symptomy:
= atetoidni pohyby (pomalé kroutivé pohyby piedevsim dolnich koncetin),
» choreatiformni pohyby (nepravidelné cloumavé pohyby rukou, v obliceji),
» hyperreflexie (nadmérné vystupnovani reflexnich pohybi),

= torzni dystonie (trvala mimovolni svalova kontrakce, ktera uvadi koncetiny nebo

jiné ¢asti téla do abnormalnich poloh),
* hypotonie,

= dysartrie (motorickd porucha feci).
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Nejvyznamnéj§im neurologickym projevem tohoto syndromu je automutilace,
sebeposkozovani, kterd se projevuje zhruba od 2. roku Zivota. Pacienti si okusuji rty,
konecky prstil, jazyk a toto nutkavé chovani, které nelze ovladnout vili byva né¢kdy tak
sebeposkozujici, Ze je nezbytna extrakce zubii. Soucasné vyzkumné prace ukazuji, ze
moznou primarni pti¢inou neurologickych projevii by mohl byt deficit dopaminergnich

neurotransmiteru v mozku.

Diagnostika Lesch-Nyhanova syndromu je zalozena na prikazu hyperurikémie,
hyperurikurie a zvySeného vylu¢ovani hypoxanthinu. Tyto laboratorni nalezy je nutné
doplnit enzymovym vySetienim z lyzatu erytrocytd. Prvnim, zcela jasnym piiznakem
byva Cervenooranzové zbarveni moci, dobie viditelné na plendch. Tento nélez je
indikaci k laboratornimu vySeteni koncentrace kyseliny mocové v krvi a v moci, a také
hladiny hypoxanthinu v moc¢i. Hyperurikurie dosahuje hodnot 300 — 850 umol/kg/24h,
hyperurikémie 416 — 1000 pmol/l. Hypoxanthin se v moci stanovuje metodou HPLC

a jeho hladina je zvySena vice nez 30 mmol/mol kreatininu (2,12,17,18).

2.7.2.2. Kelley-Seegmilleriv syndrom

Kelley—Seegmilleriv syndrom je dédiné metabolické onemocnéni zplsobené
casteCnym deficitem hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferasy. Na rozdil od
kompletniho deficitu nejsou pritomny neurologické projevy, ale Castéji se manifestuje
dnavé artritida. Tento syndrom tak byvd zaménovan za diagnézu primarni dny.

Nadprodukce kyseliny mocové miize vést k poskozeni az akutnimu selhani ledvin.

Laboratorni diagnostika je stejné jako u Lesch-Nyhanova syndromu zaloZena na
prikazu hyperurikémie, hyperurikurie a pro rozliSeni téchto dvou syndromil je nutné

provést enzymoveé vySetfeni (2,19).

2.7.2.3. Zvysena aktivita fosforibosyldifosfatsyntetasy (PRPPs)
Enzym PRPPs hraje klicovou tlohu v syntéze purinli de novo. Jeji superaktivita tedy
stimuluje produkci, a tim 1 katabolismus purind, coz se projevuje hyperurikémii
a hyperurikurii. Onemocnéni je dédi¢né gonosomalné recesivné, aktivitu PRPPs koduji

dva geny, které lezi v odlisnych oblastech X chromozomu.
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Klinicky se projevuje ve dvou fenotypech. Prvni fenotyp je charakterizovan Casnym
nastupem onemocnéni (v détském  vE&ku), poruchou rlstu, opozdénym
psychomotorickym vyvojem, nedoslychavosti az hluchotou. Klinické projevy druhého
fenotypu se objevuji v Casné dospélosti a jsou klasickymi dusledky nadprodukce

kyseliny mocové, tedy postizenim kloubi a ledvin (2,12,20).

2.7.2.4. Familiarni juvenilni hyperurikemicka nefropatie (FJHN)

FJHN je autosomaln¢ dominantni onemocnéni. V détstvi, adolescenci ¢i vcasné
dospélosti se objevuje hyperurikémie a dnava artritida, které jsou zplisobené snizenou
renalni exkreci kyseliny mocové. Postizeni ledvinnych funkci se projevuje mezi 15. az

30. rokem a do 10 let nasleduje progresivni ledvinné selhani.

Na rozdil od primarni dny se FJHN vyskytuje u mladych pacientli nezavisle na pohlavi,

tedy 1 u zen pired menopauzou a ¢asta je také pozitivni rodinna anamnéza.

Diagnostika je vzhledem ke genetické 1 fenotypické heterogenit€¢ onemocnéni obtizna.
Biochemickym markerem je sniZzena exkre¢ni frakce kyseliny mo€ové pod 6 % (pomér
mezi clearanci kyseliny mocové a clearanci kreatininu) a hyperurikémie. Purinové
metabolity i aktivita enzymi jsou zcela v norm¢. Biopsii ledvin je prokazatelny nalez

nespecifické intersticialni nefritidy (2,12,21,22).
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2.7.3. Hyperurikémie a kardiovaskularni onemocnéni

Hypotéza, Ze hyperurikémie muze mit piimou souvislost se vznikem a rozvojem
kardiovaskularnich onemocnéni byla poprvé vyslovena pfed vice nez padesati lety.
Dodnes neexistuje na tuto otdzku jednotnd odpovéd. Jisté je, Ze se u vétSiny
kardiovaskularnich onemocnéni zvysena hladina kyseliny mocové vyskytuje. Bylo by
tedy mozné povazovat hyperurikémii za nezavisly ukazatel rizika kardiovaskularniho
onemocnéni? Jeji stanoveni ze séra, plazmy ¢i moci je rychlé a levné, predstavovala by
tedy idealni biochemicky marker. Onemocnéni kardiovaskularniho systému ovSem
vznikd na zaklad¢ vyskytu mnoha dalSich rizikovych faktorti jako je vék, hypertenze,
diabetes mellitus, hyperlipidémie a obezita. VSechny tyto stavy jsou doprovazeny
zvySenou hladinou kyseliny mocové. Proto neni mozné jednoznaéné urcit, zda je

kyselina mo€ova primarni pficinou nebo pouze sekundarnim nésledkem (23).

Pfesny mechanismus patologického pisobeni kyseliny mocové na kardiovaskularni
systém je dosud neznamy. Na pfimém posSkozeni endotelu a kardiovaskularnich funkci
se podili kyselina mo¢ova mnohymi vlivy. Podporuje adhezivitu a agregaci krevnich
desticek, zvySuje trombotické sklony, dle soucasnych poznatki mize poskytovat
prislusné signaly pro diferenciaci dendritickych bunék (24,27). Webb a kol. (24) ve své
studii prokézali, Ze kyselina mocCova také dokaze piimo aktivovat T-lymfocyty bez
pfitomnosti antigenu. Dal§im ze zdsadnich vlivl je snizovani produkce radikdlu oxidu
dusnatého ve vaskularnim endotelu. Radikél oxidu dusnatého inhibuje funkce krevnich
desticek a ma silné vazodilatacni ucinky. Kone¢nym efektem plisobeni kyseliny mocové
je tedy endotelidlni dysfunkce, ktera se fadi mezi rizikové faktory vzniku aterosklerozy

(25-27,31).

Vztah mezi kyselinou mocovou a ischemickou chorobou srdec¢ni ovSem nepotvrdily
vSechny dosud provedené epidemiologické studie. Napiiklad Hashemi a kol. (27)
neprokazali pifimou spojitost mezi koncentraci kyseliny mocové a koronarni
ateroskler6zou. Jejich studie byla provedena na 240 pacientech obojiho pohlavi.
Naproti tomu studie Tatli a kol. (26) vedend na mladych muzich (< 35 let) s akutnim
infarktem myokardu prokédzala pfimou asociaci mezi vysokou hladinou kyseliny

mocové a ischemickou chorobou srde¢ni. Alimonda a kol. (28) popisuji ve své studii

25



hyperurikémii jako nezavisly predpoklad mortality u pacienti s akutnim srde¢nim

selhanim.

Také Edwards (11) souhlasi se zatazenim kyseliny mocové mezi hlavni rizikové faktory
pro vznik kardiovaskuldrnich chorob. Vyslovuje také zajimavy nazor, ze snizenim
hladiny kyseliny mocCové v séru je mozné piedejit nebo snizit riziko komplikaci
spojenych s hyperurikémii. OvSem lécba allopurinolem (inhibuje xanthinoxidasu)
nebo probenecidem (urikosurikum — podporuje vylucovani kyseliny mocové) je
v soucasnosti indikovdna pouze u pacienti s dnou a uratovymi ledvinnymi kameny.
Allopurinol neredukuje pouze hladinu kyseliny mocové, ale zlepsSuje také vaskularni

endotelidlni funkci u pacientt s chronickym srde¢nim selhanim (25,26).

2.7.4. Hyperurikémie a hypertenze

Piima souvislost mezi zvysenou hladinou kyseliny mocové a hypertenzi byla poprvé
popsana u pacientl se dnou pied vice nez stoletim. Souc¢asné odborné prace se zabyvaji
otazkou, jakymi patologickymi mechanismy piispiva hyperurikémie ke zvyseni tlaku a
také zkoumaji spojitost hyperurikémie, hypertenze a véku. Kosugi a kol. (29) ve své
studii dosli k zavéru, ze ovlivnéni hypertenze kyselinou mocovou klesd s veékem.
U dospélych pacientli s hypertenzi je hyperurikémie diagnostikovana v 25 — 50 %
pfipadd, kdeZzto u dospivajicich pacientl s primarni hypertenzi az v 90 % ptipada (30).
Béhem experimentu doSlo u hyperurikemickych krys ke zvySeni tlaku krve nejspis
v disledku stimulace renin-angiotenzin-aldosteronového systému a snizeni produkce
endotelialniho NO'. OvSem po Case se u krys vyvinul zanét a mikrovaskularni
poSkozeni ledvin doprovazené stil-senzitivitou a tyto vlivy ptevzaly hlavni

zodpovédnost za hypertenzi.

Dle Kosugiho funguji popsané mechanismy v lidském organismu stejné, hyperurikémie
se ptimo podili na vysokém tlaku pouze v jeho ¢asnych pocatcich, poté ovliviuji tlak

krve dalsi faktory uvedené vyse (29).

Vznik hypertenze mize podporovat i insulinové rezistence. Hyperinsulinémie tlumi
sympaticky nervovy systém a podili se na stimulaci renin-angiotenzin-aldosteronového
systému 1 na zvySovani zpétné resorpce sodiku. Souvislost mezi hladinou kyseliny

mocové, insulinovou rezistenci a hypertenzi popisuji u mladych zen Forman a kol. (32).
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Zpétna renalni resorpce sodiku, kterd je asociovéana s hyperurikémii, doprovazi oba

patologické stavy — hypertenzi i hyperinsulinémii (27).

2.7.5. Hyperurikémie a diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus 2. typu, na insulinu nezavisly, je Casto se vyskytujici onemocnéni
predevsim u pacientii sttedniho a star§itho véku s typickym nalezem hyperinsulinémie.
SoucCasné zavéry odbornych praci nasvédCuji, ze hyperurikémie miize souviset
s rozvojem insulinové rezistence a tim i diabetu 2. typu. A stejné jako v piipadé
hypertenze ¢i kardiovaskularniho onemocnéni by mohla piedstavovat vyznamny

rizikovy faktor.

Kyselina mocova se piimo podili na vzniku insulinové rezistence tim, ze redukuje vznik
endotelidlniho NO- a jeho nedostatek blokuje ptsobeni insulinu (33). Také fruktosou
indukovana hyperurikémie hraje dalezitou roli pfi vzniku diabetu a metabolického

syndromu, coz prokéazali Nakagawa a kol. (34) béhem jejich experimentii na krysach.

Mechanismus, kterym fruktosa zvySuje hladinu kyseliny mocCové v séru, zacind jejim
vstupem do hepatocytli. Zde je fruktokinasou fosforylovdna na fruktosa-1-fosfat za
pfemény ATP na ADP. Adenosindifosfat je dale metabolizovan na kyselinu mo¢ovou

(34).

Existuje ovSem i nazor, ze hyperurikémie je nasledkem zvysené hladiny insulinu v séru,

jez podporuje reabsorbci kyseliny mo€ové v proximalnim tubulu ledvin (34).
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2.8. Hypourikémie a jeji priciny

Za hypourikémii se povazuji koncentrace kyseliny mocové v séru nizsi nez 120 umol/I.

Nema nijak dilezity diagnosticky vyznam.

Pfic¢inou vzniku hypourikémie mlize byt vzacny dédicny deficit xanthinoxidasy, deficit
purinnukleosidfosforylasy, stavy se zvySenym vyluCovanim kyseliny mocové, renalni
tubularni defekty a Casto také terapie nékterymi léky, napt. urikosuriky (probenecid ¢i
derivaty fenylbutazonu snizuji resorpci kyseliny mocové v distalnim tubulu), vysoké

davky aspirinu, kyseliny askorbové, kortikosteroidi (2,3).

2.8.1. Deficit xanthinoxidasy

Xanthinoxidasa je klicovym enzymem tvorby kyseliny mocové =z purinovych
metabolith. Katalyzuje pfeménu hypoxanhtinu na xanthin a jeho naslednou oxidaci za
vzniku kyseliny mocCové. Geneticky defekt enzymu se u pacientl projevuje
hypourikémii a xanthin-, hypoxanthinurii. Onemocnéni probihd Casto asymptomaticky,

ovSem u n¢kterych pacientli mize byt doprovazeno vznikem xanthinovych kament.

Odhaleni enzymového defektu byva spise nahodné, kdyz je v ramci biochemického
vySetfeni diagnostikovana hypourikémie. Tento ndlez je vhodné doplnit stanovenim
koncentraci xanthinu a hypoxanthinu v moci, jeZ jsou zvySené, coz je pro tento deficit

typické. Aktivita xanthinoxidasy se vysetfuje z bioptickych vzorkt stfeva ¢i jater (2,35).

2.8.2. Deficit purinnukleosidfosforylasy

Purinnukleosidfosforylasa je dal§im enzymem podilejicim se na katabolismu purind.
Katalyzuje pfeménu inosinu na hypoxanthin a guanosinu na guanin. Jednd se
o autozomalné recesivni onemocnéni postihujici imunitni systém. Deficit enzymu
zpusobi nahromadéni jeho substratl, které jsou toxické a posSkozuji T lymfocyty. Tato
primarni kombinovand imunodeficience se projevuje brzy v kojeneckém véku zvySenou
nachylnosti k béZznym virovym i bakteridlnim infekcim. Nezvladnutd oportunni infekce

byva pricinou umrti v détském veku.
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Laboratorni diagnostika je zalozena na pritkazu inosinu, deoxyinosinu, guanosinu
a deoxyguanosinu v moci. Byvd doprovdzena lymfopenii v duasledku deficitu
T lymfocytl, hypourikémii a hypourikurii. Pro potvrzeni diagnézy je nutné stanovit

aktivitu purinnukleosidfosforylasy v erytrocytech (3).

2.8.3. Renalni hypourikémie

Renalni hypourikémie se fadi mezi transportni poruchy kyseliny mocové. Dédicny i
ziskany defekt tubuldrniho transportu v ledvinach je divodem zvySené clearance

kyseliny mocové, a tim i hypourikémie.

Dé&di¢na renalni hypourikémie je autosomalné recesivni onemocnéni, které je zptisobeno

defektem membranového transportu kyseliny moc¢ové v proximalnim tubulu ledvin.

Ziskana renélni hypourikémie se vyskytuje u rtznych typl malignit, u stavil se
zvySenym objemem extraceluldrni tekutiny (napf. snizena sekrece antidiuretického
hormonu), u otrav t€zkymi kovy ¢i po podani Sirokospektrych antibiotik, tetracyklini

(2,36).
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2.9. Analytické metody stanoveni kyseliny mocové

2.9.1. Rutinni metody pouzivané v klinické praxi

V klinické praxi se koncentrace kyseliny mocové stanovuje nejcastéji v séru a moci.
Omezeno je pouze stanoveni v plazmé, jako antikoagulant nesmi byt pouzita EDTA,
citrat ani oxalat. Inhibuji totiz urikasu, coz ma za nasledek falesné snizeni koncentrace
kyseliny mocové. Urikasu dale inhibuje fluorid sodny, kyanid a formaldehyd. Rutinné
pouzivané metody stanoveni kyseliny mocové vyuzivaji jejich oxidoredukénich

vlastnosti.

2.9.1.1. Chemické metody

Chemické metody jsou zaloZeny na redukénich schopnostech kyseliny mocové. Reakcei
s kyselinou fosfowolframovou v alkalickém prostiedi vznikd zbarveny komplex
wolframové modii. Jeho koncentrace se stanovuje fotometricky pti 600 nm. Redukéni
metody se pouzivaji jen ziidka, jsou nespecifické a za piritomnosti jinych redukujicich

latek (glukosa, kyselina askorbova, bilirubin) poskytuji falesn€ vyssi vysledky.

2.9.1.2. Enzymové metody

Enzymové metody jsou oproti chemickym vice specifické a dnes jsou v bézné
laboratorni praxi nejvice pouzivané. Kyselina mocova se oxiduje za katalyzy enzymem

urikasou na allantoin, oxid uhli¢ity a peroxid vodiku.

urikasa

Kyselina mocovd +2H ,0 + O, ——=— allantoin + H,0, + CO,

Koncentrace kyseliny mocCové se poté stanovuje dvéma zpusoby. Prvnim je piimé
méteni poklesu jeji absorbance pii 293 nm. Druhym zpiisobem je stanoveni vzniklého
peroxidu vodiku. Vznikly H,O, se stanovuje oxida¢ni kopulaci s fenolem
a 4-aminoantipyrinem za katalyzy enzymem peroxidasou. Cerveny chinoniminovy

komplex se méti fotometricky pii 500 nm.

peroxidasa

2H,0, + 4 — aminoantipyrin + fenol —====*— chinoni min ové barvivo + 4H ,0
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U enzymové metody také interferuji redukujici latky plazmy, a to pfedevsim bilirubin a
kyselina askorbova. Reaguji s peroxidem vodiku a tim zkresluji vysledky stanoveni. Pti
vyskytu zvysSenych koncentraci bilirubinu ¢i kyseliny askorbové v krvi je vhodné do
reakéni smési pridat hexakyanozeleznatan draselny, ktery pfeméiuje bilirubin na
biliverdin a enzym askorbatoxidasu (AOD), ktera katalyzuje oxidaci kyseliny askorbové

na kyselinu dehydroaskorbovou.
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2.9.2. Elektrochemické metody

2.9.2.1. Polarografie

Hladinu kyseliny mocové je mozné stanovit také polarograficky. Existuji dva pfistupy,
piimé stanoveni nebo nepiimé, kdy je do reakéni smési pfidana urikasa a méfi se ubytek

kysliku Clarkovou elektrodou.

2.9.2.2. Voltametrie

Huang a kol. modifikovali uhlikovou pastovou elektrodu a ve své praci popisuji jeji
excelentni katalytickou elektrochemickou aktivitu, kterou je mozné vyuzit pro stanoveni
kyseliny mocové v redlnych vzorcich. Uhlikovou pastovou elektrodu modifikovali
nanopartikulemi palladia uloZenymi v nanovlaknech uhliku. Dle autort lze toto

usporadani vyuzit také jako substrat pro imobilizaci enzymu v biosenzorech (37).

2.9.2.3. Amperometrie

Amperometricky systém pro stanoveni kyseliny mocové vyvinuli Wang a kol. Sestava
ze tii elektrod, referenéni Ag/AgCl, pomocné platinové a zlaté pracovni. Zlaty disk
pracovni elektrody je pokryt polystyrenovou membranou s urikasou. Mebrana vznikla
nandSenim smési  roztokli  chloroformu s polystyrenem a  chloroformu
s polymaleimidostyrenem a suspenzi urikasy (polymaleimidostyren stabilizuje
a rovnomérné rozptyluje urikasu na membrané€). Toto usporaddni umoziiuje méfit
koncentraci kyseliny mocové 1 v pfitomnosti kyseliny askorbové, kterd

u elektrochemickych stanoveni interferuje (38).
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2.9.3. Kapilarni elektromigra¢ni metody

2.9.3.1. Kapilarni elektroforéza

Stanoveni  kyseliny mocové v séru a moci kapilarni  elektroforézou
s chemiluminiscen¢ni detekei popisuje ve své praci Zhao a kol. Tato metoda se dostava
do poptedi z4jmu predev§im proto, Ze je rychla, jednoducha, vysoce efektivni
a senzitivni, spotfebovava malé mnozstvi rozpoustédel 1 vzorku a je relativné levna.
Kapilarni elektroforéza vyuziva také spojeni s UV nebo elektrochemickou detekci, ale
dle Zhaa a kol. je chemiluminiscencni detekce nejcitlivejsi. Kyselina mocova nepatii
mezi latky s vlastni chemiluminiscenci. Jeji stanoveni je tedy zalozené na reakci

s luminolem a hexakyanoZelezitanem draselnym v alkalickém prostiedi (39).

2.9.3.2. Kapilarni elektroforéza na mikro€ipu
Kapilarni elektroforéza na mikro€ipu piredstavuje moderni mikrofluidni systém
s kratkym separaénim casem a nizkou spotiebou reagencii. Tuto techniku
s elektrochemickou detekei vyuzili pro stanoveni kyseliny mocové a askorbové v moci
Qiu a kol. Mikrocip se skldda ze sklenéné desticky o rozmérech 3 x 6 x 0,3 cm, na
kterou je natavena vrstva polydimethylsiloxanu. V této polymerové vrstvé jsou
vytvofeny kandlky, separa¢ni maji na Sitku 50 pm a vzorkové 30 um, hloubka je stejna,
maximalné 18 um. Mikro€ip je modifikovan polydiallyldimethylammonium chloridem

a polystyrensulfonatem sodnym (40).

Stejni autofi popisuji o rok pozdéji ve své dalsi praci jiny zpisob modifikace mikroc¢ipu
pro stanoveni kyseliny mocCové a akorbové v moci. Polydimethylsiloxanovy Ccip

modifikuji vrstvenim chitosanu a deoxyribonukleové kyseliny (41).

2.9.4. Vysokouc€inna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie je dnes nejpouzivanéj$i chromatografickou
metodou. Vyvinula se z plynové chromatografie a jeji nejvetsi vyhodou je Siroka oblast

separace od iontil az po latky vysokomolekularni.
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29.41. HPLC sisotopovym ziedovanim a hmotnosti spektrometrii
(HPLC/ID-MS)

Dai a kol. popisuji tuto metodu ve své praci jako alternativni referencni metodu
stanoveni kyseliny mocové v séru. Ke vzorkiim séra je pfidavan isotopicky znaceny
vnitini standard [1,3-"°N,] kyseliny mo&ové, jsou odstranény proteiny a smés je
separovana vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s ionizaci elektrosprejem

a hmotnostni detekci (42).

2.9.4.2. lontové vyménna chromatografie

Iontové vyménna chromatografie se pouZziva pro separaci latek iontové povahy, které se
déli na zéklad¢ elektrostatickych interakei se stacionarni fazi. Jako stacionarni faze se
pouzivaji organické polymery ¢i silikagel. Tato matrice je modifikovana iontové
vyménnymi funk¢énimi skupina. Pro stanoveni kyseliny mocové jsou vyuzivany slabé
meéniCe iontl, napiiklad aminoskupina nebo diethylaminoethylova funkéni skupina

(43,44).

2.9.4.3. HPLC v systému obracenych fazi
Vysokouc¢inna kapalinovda chromatografie na obracené fazi je nejcastéjSim
chromatografickym uspofddanim kapalinové chromatografie. Systém je charakterizovan
nepolarni staciondrni a polarni mobilni fazi. NejbéznéjSim nosi¢em staciondrni faze je
silikagel, jehoz volné silanolové skupiny mohou byt nahrazeny rtiznymi funkénimi
skupinami, nejcastéji oktadecylem. Mobilni fazi predstavuje voda nebo pufr s nizkym
obsahem organického modifikatoru (methanol, ethanol, acetonitril), ktery podporuje

separaci solutu.

Selektivita v sytému s obracenymi fazemi zavisi na délce alkylového fetézce a na
slozeni mobilni faze. Cim je alkyl delsi a mobilni faze obsahuje vice vody, je retence

nepolarnich latek vyssi (44).

Pro stanoveni kyseliny mocové v télnich tekutindich metodou HPLC v systému
obracenych fazi se nejCastéji pouziva chemicky vdzana oktadecylova stacionarni faze
a mobilni faze spufrem (KH,PO4, NaH,PO4;, Na,HPO4) a ptidavkem methanolu
¢1 acetonitrilu. Pro detekci kyseliny mocové se bézné vyuzivaji UV-VIS nebo

elektrochemické detektory (45-47).
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Spektrofotometrické detektory patii k nejvice pouzivanym. Jsou jednoduché, spolehlivé
a pouzitelné pro velky pocet latek. Musi byt zvolena takova mobilni faze, ktera pii dané
vlnové délce co nejméné¢ absorbuje. Elektrochemické detektory jsou oproti
spektrofotometrickym  selektivnéj$si. Mohou byt pouzity pouze pro latky
s oxidoreduk¢nimi vlastnostmi. Jsou zalozeny na méfeni vodivosti nebo elektrického
proudu. Nejbéznéji pouzivanymi pracovnimi elektrodami jsou uhlikové nebo rtutové

(44).

Dal$im moznym vyuzitim systému s obracenymi fazemi pro stanoveni kyseliny mocové
je pouziti iontové parového Cinidla. Benzie 1. a kol. ve své praci popisuji simultanni
stanoveni allantoinu a kyseliny mocové za pouziti heptansulfonové kyseliny jako

iontove parového Cinidla (48).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Soubor pacientu

Vzorky pro tuto studii byly ziskdny od vySetfovanych pacientli na Oddé¢leni klinické

biochemie a diagnostiky Nemocnice Pardubice. Koncentrace kyseliny mocové v séru

vySetfovanych pacientll zde byla analyzovana enzymovou metodou s métenim poklesu

jeji absorbance pii 293 nm. Sérum bylo odebirano po 200 pul do polyethylenovych

mikrozkumavek a uskladnéno v mrazicim boxu pfi teplot¢ —20 °C. Doba skladovani

nepfesahla jeden mésic. Provaddéna studie byla povolena etickou komisi Krajské

nemocnice Pardubice (viz ptiloha 1).

Charakteristika sledované populace

Pro tuto studii bylo zvoleno pét souborti pacienti:

1. soubor pacientt s kardiovaskularnim onemocnénim,

2. soubor pacientl s primdrni hypertenzi,

3. soubor pacientl s diabetem typu 2,

4. soubor pacientli s onemocnénim vylucovaci soustavy,

5. kontrolni skupina pacienti s ostatnimi diagnézami.

Tab. 3-1: Charakteristika sledované populace

Zeny Muzi
Soubor
Pocet Vék Pocet Vek
pacienti s kardiovaskularnim onemocnénim 25 50 -89 27 56-92
pacienti s primarni hypertenzi 25 34 -84 26 51-86
pacienti s diabetem 18 40 — 88 17 53-77
pacienti s onemocnénim vylucovaci soustavy | 40 20—-83 44 34-97
kontrolni skupina 35 21 -8l 42 9-83
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3.1.1. Chemikalie

Kyselina chlorovodikova (HCL, p = 1,18, w = 36,6%, Mr 36,45) p.a. (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Némecko, H-7020),

kyselina chlorista (HC1O4, p = 1,664, w = 70%, Mr 100,46) p.a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko, 24,425-2),

methanol gradient grade pro chromatografii LiChrosolv (R) (CH40, Mr 32,04)
(Merck KGaA, Darmstadt, Némecko, 1.06007.2500),

ethanol gradient grade pro chromatografii LiChrosolv (R) (C;HcO, Mr 46,07)
(Merck KGaA, Darmstadt, Némecko, 1.11727.2500),

hydrogenfosfore¢nan disodny (Na,HPO,, Mr 142) p.a. (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko, S-7907),

deionizovana voda (G < 0,055 puS),

kontrolni roztoky (Liquid Assayed Chemistry Control, Passau, Germany,
TLM10081, TLM10082),

kalibra¢ni roztoky (Cheml Calibrator, Dade Behring, Newark, DE, USA,

8JJ178, 8JD278, 8ID378).

3.1.2. Pomucky a pristroje

Vysokotlaké analytické ¢erpadlo LC-10 ADyp (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),
autosampler SIL-10 ADvyp (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),

chromatograficka kolona MAGI, 4,6 x 150 mm, Biospher PSI 200 C18, 5 um
(Labio, Praha, Ceska republika),

termostat kolon CTO-10 ACyp (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),
UV-VIS detektor SPD-10 Avp (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),

fidici systém SCL-10 Avyp (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),
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vyhodnocovaci software: Clarity (DataApex, Praha, Ceska republika),
analytické vahy LB-1050/2 (LABERTE, Budapest, Mad’arsko),
digitalni predvazky Sartorius 2000P (Sartorius, Némecko),
ultrazvukova vana K2 (Kraintek, Podhajska, Slovensko),
ultrazvukova vana K12 (Kraintek, Podhdjska, Slovensko),
laboratorni pH metr (WTW GmbH, Weilheim, Némecko),

pH elektroda (WTW GmbH, Weilheim, Némecko),

cerpadlo (KNF Neuberger, Freiburg, Némecko),

vortex (Heidolph, Schwabach, Némecko),

kombinovana chladni¢ka s mrazni¢kou (Liebherr, Svycarsko),
chlazena centrifuga MR 23 (Jouan, St. Herblain, Francie),
centrifuga Sorvall TC 6 (Du Pont, Newtown, CT, USA),
filtra¢ni aparatura Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA),

nylonové filtry pro filtrovani mobilni faze (0,20 pm x 47 mm) (Supelco,
Bellefonte, PA, USA),

magnetické michadlo (Heidolph, Schwabach, Némecko),
polyethylenové mikrozkumavky s vickem typu Eppendort (1,5 ml),
nylonové filtry pro filtrovani vzorku (Corning, NewYork, USA),
automatické pipety (Biohit, Helsinky, Finsko),

sklenéné vialky se Sroubovacim vickem,

kadinky, odmérné valce, odmérné banky.
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3.1.3. Pracovni roztoky

Deproteinaéni roztok kyseliny chloristé (cca 1 mol/l)

Ke 100 ml deionizované vody bylo pfidano 22 ml HCIO4 (¢ = 11,59 mol/l) a doplnéno

deionoizovanou vodou na konecny objem 250 ml. Roztok byl uchovavan v lednicce.

Kalibraéni roztoky

Kalibra¢ni roztoky K1, K2 a K3 byly pfipraveny rozpusténim obsahu lahvicky ve 2 ml

deionizované vody.

Tab. 3-2: Koncentrace kalibracnich roztoki

Kalibraéni roztok | Koncentrace KM
K1 1439, 1457 pumol/l
K2 708 umol/l
K3 0 umol/l

Kontrolni roztoky

Kontrolni roztoky TLM1 a TLM2 byly pozvolna rozmrazeny. Kontrolni sérum pro
presnost stanoveni mezi sériemi (inter-assay) bylo pfipraveno odebranim srazlivé
vendzni krve a centrifugaci (3000 rpm, 15 min.), poté bylo rozpipetovano po 200 pul do

polyethylenovych mikrozkumavek a uskladnéno v mrazicim boxu pfi teploté —20 °C.

Tab. 3-3: Koncentrace kontrolnich roztoku

Kalibraéni roztok | Koncentrace KM

TLM1 319 + 32 pmol/l

TLM2 653 £+ 130 umol/l
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Mobilni faze
Mobilni faze: 25 mmol/l Na,HPO4 — methanol (95:5, v/v), pH = 4,75 £ 0,005.

Navazka 7,08 g Na,HPO,4 byla rozpusténa v 1995 ml deionizované vody, po rozpusténi
bylo pfidano 105 ml methanolu. pH mobilni faze bylo upraveno pomoci kyseliny
chlorovodikové na hodnotu 4,75. Mobilni faze byla prefiltrovana ptes nylonovy filtr

a odvzdusnéna pomoci ultrazvuku.

Roztok 50 % methanolu ve vodé

Mobilni faze pro regeneraci a pro ucely uchovavani kolony o objemu 1 1 byla
piipravena smichanim 500 ml methanolu a 500 ml deionizované vody. Takto ptfipravena

mobilni faze byla ptefiltrovana ptes nylonovy filtr a odvzdu$néna pomoci ultrazvuku.

Deionizovand voda

Deionizovand voda urena pro proplach HPLC systému vcetné kolony byla

prefiltrovana ptes nylonovy filtr a odvzdusnéna pomoci ultrazvuku.
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3.2. Postup stanoveni kyseliny moc¢ové pomoci

HPLC s UV detekci

3.2.1. Priprava vzorku

Ctyii sta mikrolitri vychlazené kyseliny chloristé bylo piiddno k 200 ul séra, smés byla
dikladné promichana pomoci vortexu a inkubovana v chladni¢ce po dobu 10 minut.
Obsah zkumavky byl poté centrifugovan (22000 rpm, 12 °C, 10 minut). Dv¢ sté
mikrolitrGi supernatantu bylo prefiltrovano pomoci centrifuga¢nich nylonovych filtrii
(22000 rpm, 12 °C, 5 minut). Padesat mikrolitrti filtratu bylo poté ptfevedeno do

sklenénych vialek a bylo ptidano 450 ul ptefiltrované mobilni faze.

3.2.2. Chromatograficka analyza

Kyselina mocova v upravenych vzorcich byla stanovena metodou HPLC v systému

obracenych fazi s UV detekci.

HPLC systém byl sloZen z Cerpadla, autosampleru, termostatu kolon, UV-VIS detektoru
a fidici stanice. Jako stacionarni faze byla pouzita analytickd kolona MAG1 4,6 x 150
mm, Biospher PSI 200 C18, 5 um, opatiena ochranou kolonkou MAGI 4,6 x 20 mm,
Biospher PS1200 C18, 5 um.

HPLC podminky pro stanoveni kyseliny mocové:
* mobilni faze: 25 mmol/l Na,HPO4 — methanol (95:5, v/v), pH = 4,75 + 0,005,
= pratok mobilni faze: 0,5 ml/min,
= davkovany objem: 10 pl,
= teplota: 25 °C,
* doba analyzy: 10 min,

= detekce: 292 nm.
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3.2.3. Kalibrace

Pro kvantifikaci kyseliny mocové v séru byla pouzita metoda kalibracni kiivky. Pro jeji
konstrukci byly pfipraveny standardy (nafedénim kalibra¢niho roztoku K3)
o koncentracich 0 — 720 pumol/l. Rovnice kalibra¢ni kiivky byla ziskdna prolozenim

zavislosti plochy piku na koncentraci metodou nejmensich ¢tverct.

3.2.4. Analytické parametry

3.2.4.1. Presnost v sérii

Pfesnost stanoveni kyseliny moc€ové v sérii (intra-assay) byla urcena analyzou
10ti nezavisle ptipravenych vzorki. Vzorky byly analyzovany béhem jednoho dne. Jako

mira presnosti byl pouzit variacni koeficient (CV%).

SD:\/Z(X" — AVG)

n-—1

CV%=S—D*IOO
AVG

3.2.4.2. Presnost mezi sériemi
Pfesnost stanoveni kyseliny mocové mezi sériemi (inter-assay) byla uréena analyzou
jednoho kontrolniho vzorku séra. Kontrolni vzorek byl analyzovan s kazdou méfenou

sérii béhem jedendcti dni. Jako mira ptfesnosti byl pouZit varia¢ni koeficient (CV%).

SDz\/Z(xi — AVG)

n-—1

CV%= 5D
AVG

*100
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3.2.4.3. Vyteznost (recovery test)
Vytéznost metody (recovery) byla zjiSténa pomoci piidavki znamého mnoZzstvi
kyseliny mocové ke vzorkiim a pfesné stanovenym fedénim vzorkii deionizovanou
vodou. Pridavky i fedéni byly voleny tak, aby se kone¢nd koncentrace pohybovala
v rozmezi daném rozsahem kalibra¢ni kiivky. Hodnoty vytéznosti metody (recovery)
byly vypocitany jako stonasobek poméru mezi nalezenym a pfidanym mnozstvim

kyseliny mocové.

X, =X,

recovery(%): : 100
y

kde X; je koncentrace vzorku s pfidavkem nebo vzorku fedéného, Xo je endogenni

koncentrace a Yy je pfidané mnoZstvi analytu nebo fedéni.

3.2.5. Zpracovani vysledki

Pro statistické zpracovani dat byl pouzit program MS Excel a program poskytovany
softwarem SigmaStat (Systat Software, Richmond, USA). Statistické zpracovani bylo

provedeno na hladin¢ vyznamnosti 0,05.

43



4. VYSLEDKY

4.1. Chromatograficka analyza

Chromatografické zdznamy kyseliny mocové ve standardu a vzorku pacienta jsou

znazornény v piiloze 2 a 3. Reten¢ni ¢as se pohyboval v rozmezi 5,6 + 0,1 min.

4.1.1. Kalibracni krivka

Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci standardi kyseliny mocové byla

linearni v celém rozsahu pouzitych koncentraci (0 — 720 umol/1).

6000 - y = 8,5853x - 32,626
R%=0,9992

plocha piku KM

O T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800

koncentrace KM (umol/l)

Obr. 4-1: Kalibracni kiivka pro stanoveni kyseliny mocové v séru
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4.1.2. Analytické parametry

4.1.2.1. Presnost v sérii

Pfesnost stanoveni kyseliny mocové v sérii byla urCena analyzou 10ti nezavisle

ptipravenych vzorki.

Tab. 4-1: Presnost v sérii kyseliny mocové v séru

Primér Smérodatna odchylka Variacni koeficient
(umol/l) (umol/1) (%)
351,79 9,19 2,61

4.1.2.2. Presnost mezi sériemi

Pfesnost stanoveni kyseliny mocové mezi sériemi byla urena analyzou kontrolniho

séra v jedendcti po sob¢ jdoucich sérii méfeni.

Tab. 4-2: Presnost mezi sériemi kyseliny mocové v séru

Primér Smérodatna odchylka Variacni koeficient
(umol/l) (umol/l) (%)
207,49 8,77 4,22
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4.1.2.3. Vyteznost (recovery test)

Spravnost stanoveni kyseliny mocové v séru byla ur¢ena recovery testem, metodou

standardnich ptidavka a fedénim.

Tab. 4-3: Spravnost stanoveni kyseliny mocové metodou standardnich pridavkii

“r s Primérna Smérodatna Varia¢ni
Pridavek Vytéznost s .
1) (%) vytéznost odchylka koeficient
(tumo (%) %) (%)
28,8 103,38
57,6 102,22
86,4 104,11 101,55 2,43 2,39
115,2 99,47
144 98,57
Tab. 4-4: Spravnost stanoveni kyseliny mocové metodou redeni
5 VYtesmost Primérna Smérodatna Variacni
Redéni Y (%) vytéznost odchylka koeficient
’ (%) (%) (CV%)
2x 103,23
4x 105,6
104,31 4,50 4,31
10x 98,82
20x 109,58
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4.2. Distribuce hladin kyseliny moc¢ové

4.2.1. Distribuce hladin kyseliny mo¢ové v souboru pacientt

s kardiovaskularnim onemocnénim

Hladiny kyseliny mocové v séru pacienti s kardiovaskularnim onemocnénim se
pohybovaly v rozmezi 359 £ 91 umol/l. Rozdéleni dle pohlavi je uvedeno v tabulce.
Predpoklad normality a nezavislosti dat byl u testovaného souboru piijat. Jako optimalni

rozdé¢leni dat bylo navrzeno normdlni rozdéleni.

Tab. 4-5: Hladiny kyseliny mocové v séru pacientii s kardiovaskularnim onemocnénim

, Primér SD Medidn | —2> %o spolehlivost
Pohlavi | n (umol/l) (umol/l) | (umorry | Spedni | Horni
mez mez
Zeny 25 339,26 105,56 316,20 263,57 | 405,97
muzi 27 378,08 73,31 370,06 338,01 | 426,05
oboji 52 359,41 91,47 357,91 303,55 | 4236
Krabicovy graf
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Obr. 4-2: Krabicovy graf hladiny kyseliny mocové v séru muzii i Zen
s kardiovaskularnim onemocnénim
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4.2.2. Distribuce hladin kyseliny moc¢ové v souboru pacientu

s primarni hypertenzi

Hladiny kyseliny mocové v séru pacientii s primarni hypertenzi se pohybovaly

v rozmezi 326 + 78 umol/l. Rozd¢leni dle pohlavi je uvedeno v tabulce. Predpoklad

normality a nezavislosti dat byl u testované¢ho souboru piijat. Jako optimalni rozdéleni

dat bylo navrzeno normalni rozdéleni.

Tab. 4-6: Hladiny kyseliny mocové v séru pacientii s primarni hypertenzi

y :
, Primér SD Medidn |22 %o spolehlivost
Pohlavi | n (umol/l) (umol/l) | (umorry | Spedni | Horni
mez mez
zeny | 25 292,22 65,57 280,78 | 253,14 | 333,71
muzi | 26 358,68 75.14 34832 | 312,62 | 409,05
oboji | 51 326,10 77,54 32067 | 27640 | 370,89
Krabicovy graf
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Obr. 4-3: Krabicovy graf hladiny kyseliny mocové v séru muzii i Zen s primarni

hypertenzi
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4.2.3. Distribuce hladin kyseliny mocové v souboru pacientt

s diabetem

Hladiny kyseliny mocové v séru pacientl s diabetem 2. typu se pohybovaly v rozmezi
335 + 84 umol/l. Rozd¢leni dle pohlavi je uvedeno v tabulce. Predpoklad normality a

nezavislosti dat byl u testovaného souboru pfijat. Jako optimalni rozd€leni dat bylo

navrzeno normalni rozdéleni.

Tab. 4-7: Hladiny kyseliny mocové v séru pacientii s diabetem

, Priimér SD Medign ~ |—2 2o spolehlivost
Pohlavi | n (umol/l) (umol/l) (umol/ty | Spodni | Horni
mez mez
zeny | 18 308,43 77,71 20422 | 26420 | 336,73
muzi | 17 362,84 82,97 339,45 306,32 | 396,20
oboji | 35 334,86 83,79 319,82 | 28426 | 382,39
Krabicovy graf
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Obr. 4-4: Krabicovy graf hladiny kyseliny mocové v séru muzii i Zen s diabetem
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4.2.4. Distribuce hladin kyseliny mocové v souboru pacientt

s onemocnénim vyluéovaci soustavy

Hladiny kyseliny mocové v séru pacientii s onemocnénim vylucovaci soustavy se

pohybovaly v rozmezi 307 + 102 umol/l. Rozdéleni dle pohlavi je uvedeno v tabulce.

Predpoklad normality a nezavislosti dat byl u testovaného souboru pfijat. Jako optimalni

rozdéleni dat bylo navrzeno normalni rozd¢€leni.

Tab. 4-8: Hladiny kyseliny mocové v séru pacientii s onemocnénim vylucovaci soustavy

, Priimér SD Medign ~ |—2 2o spolehlivost
Pohlavi n (umol/l) (umol/T) (umol/l) Spodni Horni
2 K K mez mez
zeny 40 284,49 123,02 306,96 223,83 | 344,50
muzi 44 326,76 72,72 331,60 306,45 364,99
oboji 84 306,63 101,50 322,12 259,51 355,88
Krabicovy graf
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Obr. 4-5: Krabicovy graf hladiny kyseliny mocové v séru muziu i Zen s onemocnénim
vylucovaci soustavy
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4.2.5. Distribuce hladin kyseliny mocové u kontrolni skupiny

pacientt

Hladiny kyseliny mocové v séru pacientll kontrolniho souboru se pohybovaly v rozmezi
307 £ 102 pumol/l. Rozdéleni dle pohlavi je uvedeno v tabulce. Pfedpoklad normality a
nezavislosti dat byl u testovaného souboru pfijat. Jako optimalni rozd€leni dat bylo

navrzeno normalni rozdéleni.

Tab. 4-9: Hladiny kyseliny mocové v séru pacientii z kontrolni skupiny

’ Primér SD Medidn 95 % sl?olehlivost’
Pohlavi n (umol/l) (umol/T) (umol/l) Spodni Horni
2 K K mez mez
zeny 35 275,95 75,51 265,5 224,67 | 314,77
muzi 42 331,19 83,59 333,69 287,70 | 398,40
oboji 77 306,08 84,18 305,02 247,12 | 356,84
Krabicovy graf
600
[
500

400

300

Koncentrace KM (umol/1l)

200

100

Obr. 4-6: Krabicovy graf hladiny kyseliny mocové v séru muzu i Zen z kontrolni skupiny
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4.2.6. Vliv véku na hladiny kyseliny mocové

Tabulka 4-10 zobrazuje vliv véku na hladiny kyseliny mocové v séru pacientii dle
jednotlivych souborti a pohlavi. Statisticky vyznamné vyssi hladina kyseliny mocové ve
spojeni s vékem byla nalezena pouze u obojiho pohlavi kontrolni skupiny. Ostatni

soubory nevykazuji statisticky vyznamné odlisSnosti.

Tab. 4-10: Viiv véku na hladiny kyseliny mocové

. | Spearmantiv korelacni | Fisher-Snedecortv
Soubor Pohlavi koeficient (R) test (p) Korelace
, zeny 0,273 0,183 ne
kardiovaskularni
onemocnéni muzi -O, 139 0,485 ne
oboji 0,0798 0,572 ne
zeny 0,00385 0,984 ne
primarn muzi 0,193 0,341 ne
hypertenze
oboji 0,104 0,465 ne
zeny 0,0724 0,773 ne
diabetes muzi 0,164 0,344 ne
mellitus
oboji 0,00385 0,984 ne
. zeny 0,0777 0,632 ne
onemocnéni
Vyluéovaci muzi 0,02 17 0,888 ne
soustavy oboji 0,0448 0,685 ne
zeny 0,292 0,0884 ne
kontrolni muzi 0,250 0,110 ne
skupina
oboji 0,258 0,0236 ano
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4.3. Porovnani hladiny kyseliny mocové mezi

pacienty a kontrolni skupinou

4.3.1. Soubor pacienti s kardiovaskularnim onemocnénim

versus kontrolni skupina

Ze statistické analyzy dat Studentovym t-testem bylo zjiSténo,

Ze pacienti

s kardiovaskularnim onemocnénim maji statisticky vyznamné vys$si hladinu kyseliny

mocoveé.

Tab. 4-11: Porovnani hladiny kyseliny mocové mezi pacienty s kardiovaskuldrnim
onemocnénim a kontrolni skupinou

Soubor pacientii
s kardiovaskularnim Kontrolni skupina pacienti Studentv
onemocnénim t-test (p)
, Primér + SD , Primér + SD
Pohlavi | n (umol/l) Pohlavi n (umol/l)
zeny 25 | 339,26 + 105,56 zeny 35 | 275,95+75,51 0,009
muzi 27 | 378,08 + 73,31 muzi 42 | 331,19 + 83,59 0,02
oboji 52 | 359,41 +91,47 oboji 77 | 306,08 + 84,18 < 0,001

53



4.3.2. Soubor pacientl s primarni hypertenzi versus kontrolni

skupina

Ze statistické analyzy dat Studentovym t-testem nebyla zjiSténa statisticky vyznamna

odli$nost mezi souborem pacientli s primarni hypertenzi a kontrolni skupinou.

Tab. 4-12: Porovnadni hladiny kyseliny mocové mezi pacienty s primarni hypertenzi
a kontrolni skupinou

Soubor pacientii

C L, , Kontrolni skupina pacientii Studentiv
s primarni hypertenzi
——— — t-test (p)
Pohlavi | n Pramér + 5D Pohlavi n Pramér + 5D
(umol/l) (umol/l)
zeny 25 | 292,22 + 65,57 zeny 35 | 275,95+ 75,51 0,389

muzi 26 | 358,68+ 75,14 muzi 42 | 331,19 £ 83,59 0,176

oboji 51 | 326,10+ 77,54 oboji 77 | 306,08 + 84,18 0,177

4.3.3. Soubor pacientti s diabetem versus kontrolni skupina

Ze statistické analyzy dat Studentovym t-testem nebyla zjiSténa statisticky vyznamna

odlisnost mezi souborem pacientt s diabetem a kontrolni skupinou.

Tab. 4-13: Porovnadni hladiny kyseliny mocové mezi pacienty s diabetem a kontrolni

skupinou
Soubor pacientii . . e .
. Kontrolni skupina pacientii Studentiv
s diabetem t-test (p)
Pohlavi | n Primér + SD Pohlavi n Pramér + SD ’
(umol/l) (umol/l)
zeny 18 | 308,43 + 77,71 zeny 35 | 275,95+ 75,51 0,148

muzi 17 | 362,84 + 82,97 muzi 42 | 331,19+ 83,59 0,192

oboji 35 | 334,86 + 83,79 oboji 77 | 306,08 + 84,18 0,096
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4.3.4. Soubor pacienti s onemocnénim vyluc¢ovaci soustavy

versus kontrolni skupina

Ze statistické analyzy dat Studentovym t-testem nebyla zjiSténa statisticky vyznamna

odlisnost mezi souborem pacientli s onemocnénim vylu¢ovaci soustavy a kontrolni

skupinou.

Tab. 4-14: Porovnani hladiny kyseliny mocové mezi pacienty s onemocnénim
wlucovaci soustavy a kontrolni skupinou

Soubor pacientd
s onemocnénim vylu¢ovaci Kontrolni skupina pacientti Studentiv
soustavy t-test (p)
, Priimér + SD , Priimér + SD
Pohlavi | n (umol/l) Pohlavi n (umol/l)
zeny 40 | 284,49 £ 123,02 zeny 35 | 275,95+ 75,51 0,148

muzi 44 | 326,76 £ 72,72 muZzi 42 | 331,19 £ 83,59 0,192

oboji 58 [ 306,63 + 101,50 oboji 77 | 306,08 + 84,18 0,096
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4.4. Porovnani HPLC s enzymovou metodou

Byly porovnany dvé metody stanoveni kyseliny mocCové v séru pacientii vybranych
souborii. Metoda pouzita na Oddé¢leni klinické biochemie a diagnostiky Nemocnice
Pardubice byla enzymova s mefenim poklesu absorbance kyseliny mocové pii 293 nm.
Néami pouzitd metoda byla vysokouc¢innd kapalinova chromatografie s UV deteket.
K urceni zéavislosti mezi témito dvéma metodami byl pouzit Spearmantv korela¢ni

koeficient a linearni regresni analyza.

4.41. Soubor pacientl s kardiovaskularnim onemocnénim

Nameétené hladiny kyseliny mocové metodou HPLC se pohybovaly v rozmezi
359 + 92,6 pmol/l (medidn 348,3 umol/l), enzymovou metodou v rozmezi

350,1 = 106,7 umol/l (median 347 umol/l).
Zavislost obou metod Ize vyjadiit nasledujici rovnici linearni regrese.
v =-41,541 + (1,091 *x),

kde y je koncentrace kyseliny mocCové naméfend enzymovou metodou a X je

koncentrace kyseliny mo¢ové naméfena metodou HPLC.

Hodnoty korelacnich koeficienti ukazuji na velmi silnou korelaci. Dosazenim
pramérnych hodnot koncentraci kyseliny mocové do rovnice linedrni regrese bylo

zji$téno, ze enzymova metoda poskytuje hodnoty ptiblizné o 2,5 % niZsi.

Tab. 4-15: Linedrni regresni analyza u souboru pacientit s kardiovaskuldrnim
onemocnénim

n Regresni Koreladni koeficient Koeficient Spearmantv
koeficient determinace korelaéni koeficient
43 1,091 0,947 0,897 0,965
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Obr. 4-8: Graf rozptyleni rezidui u souboru pacientii s kardiovaskularnim
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4.4.2. Soubor pacientl s primarni hypertenzi

Nameétené hladiny kyseliny mocové metodou HPLC se pohybovaly v rozmezi
3292 £+ 78,6 umol/l (median 328,3 pmol/l), enzymovou metodou v rozmezi

327 + 84,3 umol/l (median 324,5 pmol/l).
Zavislost obou metod Ize vyjadiit nasledujici rovnici lineérni regrese.
y=-12,988 + (1,033 *x),

kde y je koncentrace kyseliny mocCové naméfend enzymovou metodou a X je

koncentrace kyseliny mo¢ové naméfena metodou HPLC.

Hodnoty korelacnich koeficienti ukazuji na velmi silnou korelaci. Dosazenim
pramérnych hodnot koncentraci kyseliny mocové do rovnice linedrni regrese bylo

zji$téno, zZe enzymova metoda poskytuje hodnoty ptiblizné o 0,6 % niZsi.

Tab. 4-16: Linedrni regresni analyza u souboru pacientii s primarni hypertenzi

n Regresni Koeficient korelace Koeficient Spearmantiv
koeficient determinace korelaéni koeficient
46 1,033 0,962 0,926 0,953
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4.4.3. Soubor pacientl s diabetem

Nameétfené¢ hladiny kyseliny mocové metodou HPLC se pohybovaly v rozmezi

332,1 = 83,5 pumol/l (median 319,5 umol/l), enzymovou metodou v rozmezi

320,4 + 81,4 umol/l (median 314,5 pmol/1).

Zavislost obou metod Ize vyjadfit nasledujici rovnici linedrni regrese.

y=27,953 + (0,881 *x),

kde y je koncentrace kyseliny mocové naméfend enzymovou metodou a X je

koncentrace kyseliny mocové naméfend metodou HPLC.

Hodnoty korelacnich koeficienti ukazuji na velmi silnou korelaci. Dosazenim

primérnych hodnot koncentraci kyseliny mocové do rovnice linearni regrese bylo

zjisténo, ze enzymova metoda poskytuje hodnoty ptiblizné o 3,5 % nizsi.

Tab. 4-17: Linearni regresni analyza u souboru pacientu s diabetem

n Regresni Koeficient korelace Koeficient Spearmantv
koeficient determinace korelaéni koeficient
34 0,881 0,903 0,815 0,861
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Obr. 4-12: Graf rozptyleni rezidui u souboru pacientii s diabetem
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4.4.4. Soubor pacientli s onemocnénim vylu¢ovaci soustavy

Nameétené hladiny kyseliny mocové metodou HPLC se pohybovaly v rozmezi
299 £ 100 pmol/l (medidan 318,6 pmol/l), enzymovou metodou v rozmezi

285,7 £100,1 umol/l (median 305 pmol/l).
Zavislost obou metod Ize vyjadiit nasledujici rovnici linearni regrese.
y=-7,558 + (0,981 *x),

kde y je koncentrace kyseliny mocCové naméfend enzymovou metodou a X je

koncentrace kyseliny mo¢ové naméfena metodou HPLC.

Hodnoty korelacnich koeficienti ukazuji na velmi silnou korelaci. Dosazenim
pramérnych hodnot koncentraci kyseliny mocové do rovnice linedrni regrese bylo

zji$téno, ze enzymova metoda poskytuje hodnoty ptiblizné o 4,4 % niZsi.

Tab. 4-18: Linedrni regresni analyza u souboru pacientit s onemocnénim vylucovaci

soustavy
Regresni . Koeficient Spearmantiv
n koeficient Koeficient korelace determinace korela¢ni koeficient
73 0,981 0,980 0,959 0,949
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Obr. 4-13: Graf korelacniho pole u souboru pacientii s onemocnénim vylucovaci
soustavy

Graf rozptyleni rezidui

60
-
- -
. -
Py '- .
»
0 . 3 r"—.—i' ﬂ?—--—-
-
- * 5 - -
- - " ¥ - -
a - - -
.(--;
] D —
[+
)]
L 60 —
i
80 —
100 —
-
120 —
1o T T T T T
0 oo 200 ioo oo 500 600

c (pmol/1) - HPLC

Obr. 4-14: Graf rozptyleni rezidui u souboru pacientii s onemocnénim vylucovaci
soustavy
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4.4.5. Porovnani HPLC s enzymovou metodou u kontrolni

skupiny pacientt

Nameétené hladiny kyseliny mocové metodou HPLC se pohybovaly v rozmezi

309,7 £ 84,8 umol/l (median 314,7 pmol/l), enzymovou metodou v rozmezi

302 £ 85,9 umol/l (median 296 pumol/l).

Zavislost obou metod Ize vyjadiit nasledujici rovnici linedrni regrese.

y=-5052+ (0,991 *x),

kde y je koncentrace kyseliny mocCové naméfend enzymovou metodou a X je

koncentrace kyseliny mo¢ové naméfena metodou HPLC.

Hodnoty korelacnich koeficienti ukazuji na velmi silnou korelaci. Dosazenim

pramérnych hodnot koncentraci kyseliny mocové do rovnice linedrni regrese bylo

zji$téno, ze enzymova metoda poskytuje hodnoty ptiblizné o 2,5 % niZsi.

Tab. 4-19: Linedrni regresni analyza u kontrolni skupiny

n Regresni Koeficient korelace Koeficient Spearmantiv
koeficient determinace korelac¢ni koeficient
64 0,991 0,979 0,958 0,982
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Obr. 4-16: Graf rozptylent rezidui u kontrolni skupiny
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5. DISKUZE

Kyselina mocovd, dusikatd latka nebilkovinné povahy, vznikd odbourdvanim
purinovych bazi a v lidském organismu zastdva diilezitou ochrannou funkci. Kyselina
mocova tvoti az 65 % celkové antioxidaéni kapacity plazmy a ma tak vyznamnou tlohu
pfi ochrané¢ organismu proti pusobeni volnych radikald. Na druhou stranu,
hyperurikémie, zvySend hladina kyseliny moc¢ové nad 420 pumol/l u muza a 350 pmol/l
u Zen, se miZze podilet na vzniku mnoha onemocnéni, jako je hypertenze, diabetes
mellitus 2. typu, dna ¢i nefropatie. Hyperurikémie byla diagnostikovana u mnoha

patologickych stavii, od vrozenych metabolickych poruch az po obezitu.

Soucasné studie se zabyvaji otazkou, zda by bylo mozné povaZovat zvySenou hladinu
kyseliny mocové =za rizikovy faktor wvzniku kardiovaskularnich onemocnéni.
Kardiovaskularni onemocnéni je na prvni piiéce Zebiicku pfi¢in umrti v Ceské
republice. PredevSim diky dobré informovanosti vetfejnosti a propagaci zdravého
zivotniho stylu se pocet umrti na kardiovaskuldrni onemocnéni v poslednich letech
znacné snizil. Aby tento trend pokracoval i naddle, je nutné vcasné diagnostikovat
rizikové faktory u pacientii. Poté staci ve vétSiné pfipadi pouze upravit Zivotni styl,
pfipadné urcit spravnou farmakologickou lécbu. Mezi nejznaméjsi rizikové faktory
vzniku kardiovaskularniho onemocnéni patii hypertenze, hypercholesterolémie,
diabetes, obezita a koufeni. ZvySena hladina kyseliny mocové, hyperurikémie, tyto
patologické stavy doprovazi, proto je tézké jednoznacné urcit, zda pii vzniku
kardiovaskularniho onemocnéni hraje primarni nebo sekundarni roli. Rutinni laboratorni
metody stanoveni kyseliny mocové jsou snadné, rychlé a relativné levné, a proto by
kyselina mocovd predstavovala idealni marker pro screening rizika vzniku

kardiovaskularnich onemocnéni (23,25-27).

Cilem této prace bylo porovnani dvou metod stanoveni kyseliny mocové v séru
u vybranych skupin pacient. Prvni metodou je metoda enzymova s méfenim poklesu
absorbance kyseliny mocové pii 293 nm, pouzivand na Oddéleni klinické biochemie
a diagnostiky Nemocnice Pardubice. Pro porovnani byla vybrdana metoda HPLC
v systému obracenych fazi s UV detekci, kolonou MAGI 4,6 x 150 mm, Biospher PSI
200 C18, 5 um a mobilni fazi: 25 mmol/l Na,HPO4 — methanol (95:5, v/v),
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pH = 4,75 + 0,005. Kalibracni kiivka byla linearni v celém rozsahu koncentraci
pouzitych standardii kyseliny mocové. Analytické parametry prezentované metody byly
dostacujici. Piesnost v sérii s CV: 2,61 %, ptesnost mezi sériemi s CV: 4,22 %,

spravnost vyjadiend prumérnou vytéznosti v rozmezi: 98,57 - 104,11 % (CV 2,39 %).

Soubory pacientti, u nichz byla kyselina mo€ova v séru méfena obéma metodami, byly
vybrany dle nékolika hledisek. Prvnim hlediskem byla pravdépodobnost zvyseni latek,
jako je glukosa, kyselina askorbova ¢i bilirubin, které mohou interferovat s enzymovou
metodou. Takto zvolenym souborem jsou pacienti s diabetem 2. typu. U tohoto
onemocnéni bylo také prokazano, ze se hyperurikémie miize podilet na jeho vzniku
a rozvoji (33,34). Dal§im planovanym souborem byli pacienti s onemocnénim jater,
u kterych se predpokladala zvySena hladina bilirubinu v krvi. Tento soubor jsme ale
museli z naSeho vybéru odstranit, protoze nebyl k dispozici dostatecny pocet vzorkd.
Nahradili jsme ho pacienty s onemocnénim vyluovaci soustavy. Druhym hlediskem
pro vybér souboru pacientd byla jiZ zmifovana kontroverzni otazka souvislosti
hyperurikémie s kardiovaskularnim onemocnénim. Tietim souborem tedy byli pacienti
s kardiovaskuldrnim onemocnénim jako je akutni infarkt myokardu, chronicka
ischemicka nemoc, ¢&i aterosklerdza. Ctvrtym souborem byli pacienti s hypertenzi, ktera
je povazovana za jeden zrizikovych faktorG vzniku a rozvoje kardiovaskularniho
onemocnéni. Poslednim, kontrolnim souborem byli pacienti s ostatnimi diagn6zami,

kromé vyse uvedenych.

V jednotlivych souborech, rozdélenych podle pohlavi, jsme sledovali zavislost
koncentrace kyseliny mocCové v séru na veéku. Statisticky vyznamna odliSnost byla
nalezena pouze u obojiho pohlavi kontrolni skupiny. Nas ptedpoklad, Ze u zen po
menopauze (> 50 let) vzrista hladina kyseliny mocové k hodnotdm nachdzenym u muzt

a m¢la by tedy existovat zavislost, nebyl potvrzen.

Pro porovnani soubort se specifikovanymi diagnézami s kontrolni skupinou byl pouzit
Studentlv t-test. Statisticky vyznamné vysSi hladina kyseliny mocové byla nalezena
pouze u zen a muzl s kardiovaskularnim onemocnénim. Z tohoto zjisténi by bylo
mozné¢ Vv nadmi studovaném souboru povazovat vztah kyseliny mocové
a kardiovaskularniho onemocnéni za potvrzeny. S uplnou jistotou to ale tvrdit

nemtiZzeme, nebot’ skupina obsahovala riizné diagnézy kardiovaskularnich onemocnéni.
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Stiedni hodnoty koncentraci kyseliny mocové v séru pacientl s kardiovaskuldrnim
onemocnénim (muzi 378,08 umol/l, zeny 339,26 umol/l) nejsou mimo referenéni

rozmezi, a zvlasté u zen je smérodatna odchylka velmi vysoka (105,56 pmol/l).

Linearni regresni analyzou byla nalezena silnd korelace mezi naméfenymi hodnotami
pomoci enzymové a HPLC metody. Primérné hodnoty koncentraci i mediany obou
metod se u jednotlivych souborti prakticky shoduji. U vSech souborti bylo nalezeno
mirné podhodnocovani enzymatické metody oproti HPLC. Statisticky nejvyznamngjsi
rozdil mezi metodami byl nalezen u souboru pacientli s onemocnénim vylucovaci
soustavy. Dosadime-li do ziskané rovnice linearni regrese y = -7,558 + (0,981 * x)
primérmné hodnoty koncentraci x = 299 + 100 pumol/l (median 318,6 pmol/l),
y = 285,7 £ 100,1 umol/l (median 305 pmol/l), tak mizeme povazovat hodnoty
naméfené enzymovou metodou o piiblizné 4,4 % niz8i nez hodnoty namétené HPLC.
Toto ¢islo je ale pfili§ nizké, a tak neni mozné jednoznacné prohlésit, kterd metoda je
u pacientll s onemocnénim vylucovaci soustavy spravnéjsi. Vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie, referen¢ni metoda pro stanoveni hladiny kyseliny mocové v séru, je
pfiprava vzorkl, del$i doba analyzy a také vys$i ndklady samotné analyzy
a pristrojového vybaveni. Vezmeme-li v uvahu vSechny tyto aspekty spolu se zjisténim,
ze nebyla nalezena statisticky vyznamna odlisSnost mezi metodami, je enzymova metoda

pro rutinni laboratorni pouziti naprosto vyhovujici.
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6. ZAVER

Statisticky vyznamnou korelaci mezi hladinou kyseliny mocové v séru a vékem jsme

nalezli pouze u kontrolni skupiny pacientt.

Pacienti s kardiovaskularnim onemocnénim méli statisticky vyznamné vys$si hladiny

kyseliny mocové v séru oproti kontrolni skupiné.

Metodou linearni regrese jsme pozorovali silnou korelaci mezi enzymatickou a HPLC
metodou u vSech zkoumanych skupin pacienti. Enzymatickd metoda poskytovala

nepatrné nizs$i hodnoty oproti metodé¢ HPLC.
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Priloha 2: Chromatograficky zaznam standardu kyseliny mocCové o koncentraci
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Piiloha 3: Chromatograficky z4dznam vzorku pacienta s kardiovaskuldrnim

onemocnénim o koncentraci 566,4 umol/l.
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