Univerzita Karlova v Praze

1. lékarska fakulta

Specializace ve zdravotnictvi

Zdravotnicka technika

Martin Leitner

Monitorovani kompenzace u pacientli s cystinurii
spektrofotometrickou metodou

Monitoring compensation of patients with cystinuria by
spectrophotometric method

BAKALARSKA PRACE

Vedouci zavérecné prace: Ing. Petr Chrastina
Datum obhéjeni prace:
Praha, 2010






Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracoval samostatné a ze jsem uved|
vSechny pouZité informacni zdroje. Souc¢asné davam svoleni k tomu, aby tato
zavéredna préce byla archivovana v Ustavu védeckych informaci 1. lékafské
fakulty Univerzity Karlovy v Praze a zde uZivana ke studijnim acelim. Za
predpokladu, Ze kazdy, kdo tuto praci pouZzije pro svou prfednaskovou nebo

publikacni aktivitu, se zavazuje, Ze bude tento zdroj informaci fadné citovat.

Souhlasim se zpristupnénim elektronické verze mé prace v Digitalnim
repozitari Univerzity Karlovy v Praze (http://repozitar.cuni.cz). Prace je

zpristupnéna pouze v ramci Univerzity Karlovy v Praze

Souhlasim — Nesouhlasim

V Praze dne: e



Podékovani

Rad bych podékoval vedoucimu své bakalafské prace Ing. Petrovi
Chrastinovi za jeho ¢as a ochotu pfi konzultacich nad vznikajicim textem této
préce. Téz bych rad podékoval priméfce MUDr. Sylvii Stastné, CSc. za vécné
pfipominky a za moznost podilet se na vyzkumné éinnosti v rémci Ustavu

dedi¢nych metabolickych poruch.



Identifikacni zaznam

LEITNER, Martin. Monitorovani kompenzace u pacientu s cystinurii
spektrofotometrickou metodou . Praha, 2010. 41 s. Bakalaiska prace.

Univerzita Karlova, 1. |ékarska fakulta



Summary

The presented bachelor's thesis deals with the issue of cystinuria, hereditary
metabolic disorder of transport of dibasic amino acids. The objective of the
thesis was to select a spectrophotometric method of determining cystine in
urine, to find the most suitable conditions for determining cystine in a clinical
laboratory and to apply the method on samples of urine of patients with
cystinuria. For determining cystine in urine, the method using coloured red and
violet product of cystine reaction was selected after reduction to cystine with
ninhydrin agent in acid environment.

Absorption spectra of standard of cystine and urine in a patient with
cystinuria were measured with the maximum at 560 nm. Interference of
ornithine and other amino acids was excluded.

Kinetics of reduction of cystine to cysteine was measured. The most suitable
time of reduction is 5 minutes, in longer time cysteine is oxidized to cystine.

Kinetics of creation of a coloured product was measured. The maximum
absorption in heating the reaction mix with ninhydrin to 100°C was reached after
10 minutes, later only degradation processes and absorbance reduction takes
place.

Stability of a coloured product of reaction in light was tested. The product is
stable for ten minutes, then absorbance drops by 8% after 45 minutes.

Linearity of dependence of absorbance of a coloured reaction product on
cystine concentration from 0 - 834 ymol/l was assessed.

The method repeatability and reproducibility was tested. The variation
coefficient of repeatability in the series was 0.2% and the variation coefficient of
reproducibility between the series was 1.7%.

The results of the spectrophotometric method in patients with cystinuria

correlate well with the results of ion-exchange chromatography at an

automatic analyzer.

Key words: cystine, cystinuria, urolithiasis, ninhydrin



Shrnuti

PfedloZzena bakalarska prace se zabyva problematikou cystinurie, dédi¢né
metabolické poruchy transportu dibazickych aminokyselin. Cilem prace bylo
vybrat spektrofotometrickou metodu stanoveni cystinu v moc€i, nalézt
nejvhodnéjsSi podminky pro stanoveni cystinu v klinické laboratofi a aplikovat
metodu na vzorky moci pacientd s cystinurii. Pro stanoveni cystinu v moci byla
zvolena metoda vyuzivajici barevny Cervenofialovy produkt reakce cystinu po
redukci na cystein s ninhydrinovym Cinidlem v kyselém prostredi.

Byla zméfena absorpCni spektra standardu cystinu a mocli pacienta
s cystinurii s maximem pfi 560 nm. Byla vylou€ena interference ornitinu a
dalSich aminokyselin.

Byla proméfena kinetika redukce cystinu na cystein. NejvhodnéjSi dobou
redukce je 5 minut, pfi delSi dobé jiz dochazi k oxidaci cysteinu na cystin.

Byla proméfena kinetika tvorby barevného produktu. Maxima absorbance pfi
zahfati reakéni smési s ninhydrinem na 100 °C se dosahlo po 10 minutach, dale
jiz dochazi k degrada¢nim procesum a poklesu absorbance.

Byla testovana stabilita barevného produktu reakce na svétle. Produkt je
stabilni po dobu deseti minut, poté dochazi k poklesu absorbance po 45
minutach o 8%.

Byla ovéfena linearita zavislosti absorbance barevného produktu reakce na
koncentraci cystinu v rozmezi 0 — 834 uymol/I.

Byla testovana opakovatelnost a reprodukovatelnost metody. Variacni
koeficient opakovatelnosti v sérii byl 0,2 % a variaéni koeficient
reprodukovatelnosti mezi sériemi byl 1,7 %.

Vysledky spektrofotometrické metody u pacientl s cystinurii dobfe koreluji s

vysledky iontoméni¢ové chromatografie na automatickém analyzatoru.

Kli¢ova slova: cystin, cystinurie, urolithiaza, ninhydrin
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1. Uvod

Téma prace se zabyva problematikou kvantitativnino stanoveni dibazické
aminokyseliny cystinu v moci, ktera se vyluCuje ve zvySené mife pfi
onemocnéni zvaném cystinurie. Pro stanoveni cystinu v moéi byla zvolena
metoda vyuzivajici barevny Cervenofialovy produkt reakce cystinu po redukci na

cystein s ninhydrinovym cCinidlem v kyselém prostredi.

Cystinurie je onemocnéni, pfi kterém se ve zvySené mife vyluCuje v moci
dibazicka aminokyselina cystin. Pfi zvySeném vyluCovani této aminokyseliny,
které je pfitomno u pacientu postizenych cystinurii dochazi ke zvySenému riziku
urolithiazy, vzniku mocovych kamenl( se zdravotnimi problémy s nimi

spojenymi.

PredloZzena bakalarské prace pfiblizuje problematiku cystinurie, zabyva se
nalezenim vhodnych podminek pro stanoveni dibazické aminokyseliny cystinu a
vyuzitim metody pro detekci v klinické praxi s mozZnosti jednoznaéného
monitoringu cystinurie zmoce u pacientl, nebot v€asné zjiSténi takto
zavazného onemocnéni je nezbytné jak =z hlediska terapeutického, tak

z hlediska prevence.



2. Soucasny stav problematiky

2.1. Aminokyseliny cystein a cystin

Cystein je neesencialni alfa aminokyselina. Cystein je obohacen postrannim
fetézcem — tzv. thiolovou SH-skupinou. Tato skupina je silné nepolarni, tedy ve
vodé nerozpustna a tak ovliviuje celou aminokyselinu, ktera je fazena mezi
aminokyseliny hydrofobni. Thiolova skupina je velmi reaktivni a uCastni se fady
enzymatickych procesu, téz velmi ochotné podléha oxidaci. Typickym pfFikladem

oxidace SH-skupiny je vznik disulfidového mustku obsaZzeného v cystinu. 212!

Obr.2 Schéma molekuly cystinu se znazornénim disulfidové vazby
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Disulfidové mustky hraji dalezitou roli ve skladbé a stabilité mnoha bilkovin,
zejména u téch, které jsou secernovany do extracelularniho
prostoru. Disulfidové muastky zvySuji stabilitu a odolnost vUci proteolyze.
VétSina bunécnych struktur je pfedevSim redukujiciho charakteru, disulfidové
mustky jsou zde velmi nestabilni. Velmi snadno muze dojit k redukénim
ucinkam, které obohacuji nasobnou vazbu S-S o H,, dochazi k destrukci tohoto
mustku a vzniku vazby SH. Naopak v moci je cystein nestabilni a disulfidovym
mustkem stabilitu ziskava, dochazi tak k reakci dvou molekul cysteinu, oxidaci

postrannich thiolovych skupin a vzniku cystinu. Viz. obr.3. '

Enzymem, ktery katalyzuje reakci vzniku disulfidového mustku je disulfidova
isomeraza, enzym zasahujici to intramolekularni pfemény. Bunécény transportér,
kyselina dehydroaskorbova, transportuje cystein do endoplasmatického retikula,

které poskytuje dobré oxidacni prostfedi. Pravé zde probiha oxidace cysteinu

na cystin.

Hol =) =) CHy CH5SH

red.

—_—l

CHMNH 5 CHMH 5 + 2H CHMH-

OH
COOH COOH COCH
cystin cystein

Obr. 3 Schéma redukéni reakce cystinu na cystin
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2.1.1. Rozpustnost cystinu

Za fyziologickych podminek je cystin a dal$i dibazické aminokyseliny filtrovan
glomerulem a reabsorbovan proximalnim sto€enym tubulem prostfednictvim
vysoce afinitniho luminalniho transmembranového kanalu. Cystin je se svou pl
8,3 relativné nerozpustny ve fyziologickych hladinach pH moce, které se
pohybuji v rozmezi 5-7. V modi, jejiz hodnoty pH se pohybuji na hranici 7-8 se

cystin rozpousti dvakrat az trikrat lépe " 12 191 1121

Nékteré studie se zabyvaly Cisté pravé rozpustnosti cystinu v zavislosti na
pH. Rozpustnost cystinu v moci je pfiblizné 1000 pmol/l pfi pH 7. Ale
rozpustnost znac¢né stoupa s vyssSim pH az na 2000 umol/l i vice pfi pH 7,5

(Dent a Senior). " !

Dal$i studie odhaluji zavislost rozpustnosti cystinu na pfitomnosti nékterych
iontovych sloucenin. Konkrétné vyssi rozpustnost cystinu v moci v pfitomnosti
chloridu vapenatého, hofeCnatého a sodného. DalSim Ccinitelem schopnym
ovlivnit rozpustnost cystinu jsou mocCové koloidni makromolekuly. Pokud jsou
v moci ve vy8Si koncentraci, cystinova rozpustnost se opét zvySuje, ackoli je

mechanismus tohoto efektu stale nejasny."!

vvvvvv

hladina iontovych chloridi, samotna pocate¢ni pfitomnost krystalt (rGzného

druhu) a nizka hladina mocovych koloidnich makromolekul.
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2.2. Transport aminokyselin

Buriky systému renalnich tubull a stfevni mukdzy vyuzivaji pro svij transport
fadu rlznych transportnich systémud. Kazdy systém preferuje jinou skupinu

aminokyselin s urgitymi specifickymi vlastnostmi fyzikalné-chemickymi.!"

Dibazicka aminokyselina cystin spolu s lysinem, argininem a ornitinem je
transportovana z lumen stfeva nebo ledvinovych tubull do epitelialnich bunék
apikalnim vysoce afinitnim luminalnim transportérem (systémem b%"), ktery

sménuje uvedené aminokyseliny za aminokyseliny neutralni. [ ']

Dibazické aminokyseliny jsou poté transportovany z epitelialnich bunék do
tkani bazolateralnim prenasetem dibazickych aminokyselin (systém y'L)

vyménou za neutralni aminokyseliny a sodik. " ['"!

Oba tyto prenasSeCe jsou heteroméry slozené ztézké podjednotky (N-
glykosilovany membranovy protein typu 2) a lehké podjednotky
(neglykosilovany polytropicky membranovy protein), vazané disulfidickou

vazbou.

Treti transportni systém pro neutralni aminokyseliny je exprimovan pouze na
luminalnim polu epitelialnich bunék. Transportuje alanin, asparagin, citrulin,
glutamin, histidin, isoleucin, leucin, fenylalanin, serin, threonin, tryptofan a valin

dovnitf epitelialnich bunék. M
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2.3. Cystinurie

Pocatky znalosti ohledné cystinurie spadaji do roku 1810, kdy Wollaston
poprvé popsal zvlastni, odlisSny typ mocovych kamen( pfitomnych v mocovém
meéchyfi a nazval jej terminem ,cystic oxide“. J. Berzelius, jeden ze zakladatelu
moderni chemie v8ak poznal, Ze struktura cystinovych kamen( neni tvorfena
oxidem a nazval jej cystinem, nebot tento material pochazel z cystického
mocového méchyfe. DalSim vyznamnym poc€inem byl moment, kdy Prout
prokazal ledvinovy puvod cystinu a zahy se pfiSlo i na jeho Sestiboké krystaly
nachazené pravidelné v moci cystinurikl. Toel se 1855 pokusil vysrazenim
krystalu urcit mnozstvi cystinu vylu¢ovaného v moci cystinuriki a odhadl je na
priblizné 1,3 az 1,5 gramu za den. Na prvni naznaky rodinného vyskytu
poukazal Niemann (1876). V roce 1908 Sir Archibald Garrod zaradil cystinurii
mezi tehdy znamé vrozené metabolické vady k alkaptonurii, pentososurii a
albinismem. Cystinurie byla prvni vrozenou aminoacidurii. V roce 1954 byl

studovan vliv penicilinu a jeho derivata.

Tabbachnick spolu s kolektivem spolupracovnikl nalezli jeden z degradacnich
produktd penicilinu, penicilamin, ktery pfi reakci s cystinem tvofi komplex
penicilamin - cystein. V roce 1963 Crawhall poprvé vyuzil penicilamin k terapii

pacientd s cystinurii.

Cystinurie je dédicné metabolické onemocnéni, které je spojeno
s celozivotnim rizikem vzniku moc€ovych kamenu(. Cystinurie je zpusobena
defektem vysoce afinitniho luminalniho transportéru (systémem b°*). Tento
defekt ma za nasledek Spatné vstiebavani ve stfevé i v ledvinach. Za
normalnich fyziologickych podminek je resorpce cystinu 99 %, nicméné u
pacientd s cystinurii dochazi k vylu¢ovani 600 — 1400 mg cystinu denné.
Koncentrace cystinu mize dosahnout i takové hodnoty, kdy uz je narusena jeho

rozpustnost a tvofi se cystinové krystaly nebo kameny.

Dle poslednich statistickych vyzkumu je zodpovédna za 1-2 % ledvinovych

kamen( u dospélych a 6-8 % u détské populace. Néktefi pacienti nemuseji mit
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de facto zadné zdravotni problémy. Pokud pacienti problémy maji, jsou obvykle
spojené s bolestmi v kaudalni Casti zad, krvi v moci (hematurie), leukocyty
vmodi (pyurie) nebo spontannim odchodem kament. Castymi zdravotnimi
komplikacemi spojenymi s urolithiazou je vznik infekci Ci obstrukce mocCovych

cest a ve svém kone&ném dusledku renalni insuficience.!': ©) [19]

Incidence tohoto onemocnéni se znacné razni, co se ty€e vyskytu v rdznych
populacich, a to vrozmezi 1/7000 do 1/15000. Cystinurie se dle genetickych
podkladu da Clenit do dvou podtypu. A sice typ 1, zaujimajici vice nez 60 %
pfipadll, Cisté autosomalné recesivni porucha a typ non-1 - cystinurie,
dominantné dédicna forma s variabilni mozZnosti manifestace. PfenaSeCi —
heterozygoti typu 1 mivaji obvykle normalni profil pfitomnych aminokyselin
v moci, na rozdil od typu non-1, kde nachazime mnozstvi cystinu a dalSich
aminokyselin v rozmezi od normalniho k zna¢né zvySenému.

Typ 1 je zplUsoben mutaci na genu SLC3A1, ktery je lokalizovan na
chromosomu 2. Gen koduje tézkou podjednotku transportéru, rBAT. Dosud bylo
popsano 80 mutaci pravé tohoto genu.

Typ non-1 je dlisledkem mutaci v genu SLC7A9, ktery je lokalizovan na
chromosomu 19. Gen koduje lehkou podjednotku cystinového transportéru a
doposud bylo popsano asi 50 mutaci.

Transport L—cystinu vacky na membrané kartaCového lemu je na sodiku
nezavisly. U pacientd s cystinurii neni pohyb cystinu nebo cysteinu

z tubularnich bunék do krve postizen.: ['°!

Podstatou terapie cystinurie je pfijem tekutin za ucCelem zfedéni moci a
tvorba alkalického prostfedi k lepSi rozpustnosti pro cystin. Cystin se ochotné
krystalizuje v kyselém prostfedi, naopak v prostfedi alkalickém je mnohem
rozpustnéjsi (500 mg/l pfi pH 7,5 naproti 250 mg/l pfi pH 7,0). Dale omezeni
pFijmu sodiku, jehoz vy$Si koncentrace zpusobuje retenci cystinu. U dospélych
se doporucuje prijem 3000 ml rozlozenéjSiho charakteru v pribéhu 24 hodin.
K tvorbé alkalického prostfedi se vyuziva téz substituce Na bikarbonatu, pokud

jsou renalni funkce nedotené tak spiSe kaliumcitrat (nezasahuje do
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metabolismu sodiku), omezeni pfijmu zivoCisnych bilkovin a aminokyseliny
methioninu. Pfi neuspéchu standardni preventivni metody pfi existujici urolitidze
je pfidavan derivat thiolu, u€inny ve snizeni koncentrace volného cystinu.
Moznosti je téZz denni davka D-penicilaminu s minimalnim alergickym, ale
vy$Sim rizikem vzniku autoimunitnich problému ¢&i obecné problému renalnich.
Medikament6ézni variantou je Merkaptopropionylglycin s mirnym rizikem
hyperlipidemie a glomerulopatie ¢i Captopril, i kdyz s nizSim ucinkem nez

slouceniny thiolu.

Moznosti je téz vyuziti invazivnich metod. Perkutanni nefrolitotomie a
extrakorporalni litotrypse maji malou ucinnost pfi snaze odstranit cystinové
kameny, jelikoz jsou pomérné tvrdé. Zustava zde zachovan pfistup vyuZiti co
nejméné otevienych chirurgickych metod nejen z hlediska ucinnosti ale také
rizik s nimi spojenych. Jsou spiSe doplfiujici moznosti v kombinaci

s konzervativni prevenci.

2.3.1. Stfevni porucha transportu pfi cystinurii

Vysoko afinitni systém je pfitomny na apikalnim konci kartaového lemu
jejuna a je odpovédny predevSim za absorpci cystinu a jeho pfFibuznych
dibazickych aminokyselin. Mnoho pacientl diagnostikovanych cystinurii ma
postizenou funkci absorpce cystinu ale klinicky zfetelny nedostatek pfitomny

neni, jelikoz absorpce kratkého fetézce aminokyselin neni také naru$ena.

Cystin je absorbovan vtenkém stfevé podobnym mechanismem jako
ledvinach. U pacientu s cystinurii je stfevni absorpce také postizena a to
v riznych stupnich. DalSim zdrojem ovliviujicim hladinu cystinu je

metabolismus methioninu. ['"!
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2.4. Cystinova urolithiaza

Jedna se o typ lithiazy, u niz je charakteristicky model hypersekrecni
metabolické lithidazy s patogennim vylu¢ovanim nesnadno rozpustného cystinu
ve velkych mnozZstvich. Spatna rozpustnost cystinu v modi, diky kyselému
prostfedi vede k tvorbé velmi uporné se tvoficich a opakované recidivujicich se
cystinovych konkrementu. Hlavni riziko vzniku urolitidzy zavisi na stupni
koncentrace, ne na mnozstvi v moci obsazeném. V pfipadé lepSi rozpustnosti
jako je u jinych aminokyselin (napf. lysin) by byla cystinurie témé&f nevinnou
aminoacidurii s nevyznamnymi manifestacemi. Trvale zvySené vyluCovani
cystinu moci pacientu s cystinurii je natolik prikazné, Ze dovoluje i z jediného
nahodného vzorku moce odhalit ohroZzenou osobu. Vyznamna je i Casna

manifestace u détské populace.” 1!

Mechanismus vzniku vlastnich cystinovych konkrementu neni plné vyreSen.
Zatim jen vime, Ze transformace bézné vylu€¢ovanych malych konkrement moci
v typickou urolithidzu nastava vlivem litogennich faktorl jako je existence
kamenotvornych latek (uraty, fosfaty, oxalaty) ve vysSi koncentraci, pfitomnost
slozek schopnych tvorby pocateCniho jadra a nedostateCné mnozZstvi
litogennich inhibitord. Mozna je vSak teorie narGstani zakladd konkrement na
nekrotickém platu sliznice papily, pfip. kalcifikace €i infekce. Pokud jiz mame
v moCovém aparatu splnény podminky kyselého prostfedi, cystin se ochotné
sdruzuje a vytvarii Cisté cystinové kameny, ale nejen ty. Také muzeme nalézt
kameny smiSené, napf. v kombinaci s fosfaty, kyselinou mocCovou, nebo
oxalatem. Zajimava je i popsana existence cystinovych kamenu bez vyraznéjsi

zvy$ené hladiny cystinu v mogi.!"

Cystinova lithiaza patfi mezi relativné vzacné typy lithidz. Pokud si
nejméné se vyskytujici. Pfedstavuje pfiblizné jen néco okolo jednoho procenta
veskeré urolithiazy. Riziko urolithiazy umérné stoupa s vékem, takze s vysSSim
vékem riziko pfi cystinurii se téméfr rovna i nasledné problémim s tvorbou

mod&ovych konkrementc.™!
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VétSina cystinovych konkrementll byva z Cistého L-cystinu. Cystinové
konkrementy jsou tmaveé Zlutavé nebo Zlutohnédé, v méné obvyklych pfipadech
Sedivé barvy. Pokud jsou menSich velikosti, byvaji prasvitnéjSi podobné vosku,
s povrchem spiSe hrubym, krystalickym nez s hladkym povrchem. Konzistence
kamenl je mékka, menSi kameny byvaji drobivého charakteru, takze zlepsuji
moznost vyuziti litotrypse. Vétsi kameny jsou celistvéjSi a drobi se obtizné,
vyplnuji duty prostor ledviny. Méné Casto se skladaji z menSich Casti, spiSe jsou
jednolité. Stavba kamenu byva zrnité homogenni, nékdy jsou na vybrusu patrny
lamely a radialné probihajici pruhy. Jadro je jen vyjimecné tvofeno jinou
slouéeninou jako napf. oxalatem. Cast&jsi je obal z fosfatového struvitu, ktery

se tvofi bakterialnim enzymatickym pusobenim na mocovinu.
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2.5. Metody stanoveni cystinu

VSechny chemické metody k zjiSténi pfitomnosti cystinu vyuZzivaji redukci
dibazické aminokyseliny cystinu na monoaminokyselinu cystein a detekci
zavéreéného produktu. Casto je termin ,cystin® myln& chapan jako soudet
cysteinu a nebo pre - produkt cysteinu. Z praktického hlediska (klinického) je
nutné na toho hledisko poukazat. VétSina metod je zalozena na reakci volné
thiolové SH- skupiny, obdobné na reakcich thiolové skupiny jinych komponent
nez je aminokyselina cystein a opétovné prikaz redukovatelnych bisulfidd

jinych nez cystin.”

Rozpustnost cystinu je pfiblizné desetkrat vyssi v moc€i nez ve vodé. Navic
rozpustnost cystinu je v koncentrované moci znacné vysSi nez zfedéné moci.
Tyto faktory mohou do znacné miry ovlivnit vysledky vzorkd modi, které nam
davaji silné pozitivni vysledky na pfitomnost cystinu, avSak neprokazuji
pfitomnost moCovych konkrementl v moCovém sedimentu, ktery se vétSinou

hodnoti mikroskopicky. ©°!

Posun ve vyzkumu metod stanoveni cystinu zaznamenal fakt, Ze cystein
reaguje s nonadrenochromem za zmény barvy rlizové na Zlutou. | kdyz tato
metoda bude méfit cystein, cystin a ostatni bisulfidy obsahujici cystein jako
napf. homocystein, neni tato metoda dostatecné citliva ke kvantitativnimu

stanoveni cystinu v moci zdravého jedince ale je vyhovujici pfi cystinurii.
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2.5.1. Kvalitativni testy — testy na cystinurii

V pfipadé podezieni na cystinurii je v€asna diagnostika nezbytna aby bylo
mozno urCit terapeutickd opatfeni jak preventivni - nelékové, tak cilené
medikamentozni. V této kapitole seznamuiji se zakladnimi kvalitativnimi testy na
cystinurii a kvantitativnimi testy detekce samotné Kkyseliny cystinu, pfip.

ostatnich dibazickych aminokyselin v moci.

Zkumavkovy kyanid-nitroprusidovy test (Brand a spol. 1930)

Kyanid redukuje disulfidové slou€eniny na thioly (1), které podle Brandovy
reakce reaguji s nitroprusidem za vzniku purpurové zabarveného komplexu (2);

pfi reakci je nutno udrzovat pH 7-8:

R-S-S-R + CN + H,O = 2R-SH + CNO (1)

R-SH + [Fe(CN)sNOJ* = [Fe(CN)sNOS-R]* + H* (2)

Test je urCen k diagnostice cystinurie resp. homocystinurie s vyraznéji
zvySenym vyluCovanim cystinu resp. homocystinu.

Existuji i modifikované verze Brandova testu. Praskoveé formy: Cystinurie —
test Actessa (Lucemburk), Fischliv praskovy test 1961, které jsou vyhodné
svou rychlosti a umoznuji okamzitou vizualni analyzu dle pfilozené barevné
Skaly. DalSi modifikaci je Cystinognost Fa Heyl - Berlin, kdy se do mo€ového
vzorku pfida tableta s naraznikem Cystinognostu, poté se pfida praskovy KCN.
Vysledny roztok se po zhruba 15 minutach testuje nitropusidovym reagencnim

papirkem.['

Urocystin — test (Santen, Osaka)1974

Screeningovy praskovy test na cystinurii. V porovnani s kyano-
nitroprusidovym testem je netoxicky. Podstatou tohoto testu je redukce

mocového cystinu zpétné na monoaminokyselinu cystein. Po kontaktu moce a
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uvedeného prasku pfi urCité koncentraci cystinu dojde k hnédému zabarveni.

Citlivost je vSak nizS8i nez u Brandovy metody.

Jodido-azidovy papirkovy test

Pozitivita v tomto testu je Cisté orientacni. Cystin je detekovan pfi koncentraci
nad 0,83 mmol/l, coz je koncentrace, které je mozné dosahnout i u jinych
aminoacidurii, homocystinurie nebo 3-merkaptolaktatdisulfidurie.

Borhydrido - nitroprusidovy test (Kelly a spol. 1972)

Vyhodné netoxicky avSak k rozsahlejSimu screeningu nehodici se test.
Vyhodou je téZ jeho uctyhodna téméF dvojnasobna citlivost oproti Brandovu

testu. Reaguje od koncentrace cystinu pfiblizné na hodnotach 0,3 mmol/l.

2.5.2. Kvantitativni testy - detekce aminokyselin v mo¢i

Polarograficka metoda

Detekuje pfitomnost disulfidové vazby a SH- skupiny a tudiz urCuje mnozstvi
téchto prvkd v modi pfitomnych. Stanoveni tedy neni Uzce specifické pro urcitou

aminokyselinu ale pokud mame na mysli cystinurii, jde z 95% o cystin.

AAA - LC s detekci ninhydrinem

Aminokyseliny vzorku moci se déli na koloné katexu v systému kapalinové
chromatografie, po vystupu z kolony reaguiji pfi 120°C s ninhydrinem a barevné
produkty jsou detekovany fotometricky pfi 570 nm, resp. 440 nm. Identifikace a

kvantifikace se provadi metodou vnéjSiho standardu.
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2.6. Princip absorpéni spektrofotometrie

Absorpéni fotometrie je optickd metoda, ktera se zabyva kvantitativnim
hodnocenim zmény intenzity zafeni po prichodu analytickym prostfedim.
Zakladnim vztahem pro absorpéni fotometrii je zakon Lambert — Beeruv -

Bougerav:

loggz/l:a*c*l
()

@,- svétlo vstupujici do mérfeného prostredi

® - svétlo z méfFeného prostredi vystupujici

A - absorbance

a - absorpcni koeficient pro danou vinovou délku
c - koncentrace roztoku

| - délka optické drahy

Pristroje, které pouzivaji k méfeni intenzity zafeni v ultrafialové nebo
viditelné oblasti spektra se nazyvaji spektrofotometry. Spektrofotometry
pouzivaji mfizkovy monochromator, ktery dovoluje kontinualné ménit vinovou
délku mérfeni v Sirokém intervalu. V8echny spektrofotometry sestavaji ze ftfi
zakladnich &asti: zdroje zafivé energie, filtru nebo mfizky pro izolaci uzkého
pasma vinové délky a detektor méficiho energii propusténou vzorkem. Mezi filtr,

resp. mfizku a detektor se vklada kyveta s roztokem méfeného vzorku.!®

Spekol 11 je jednopaprskovy spektrofotometr, ktery je vyuzivan pravé v
experimentalni cCasti této bakalarské prace. Je vybaven mikroprocesorovou
jednotkou. Podle druhu pfipojené méfici nasady se méni druh i jeho pouziti,
k méfeni nejriznéjSich veli€in. Zdrojem zareni je halogenova projekéni zarovka,

prijima¢em proslého zafeni je vakuova fotonka citliva na modrou (A: 340 — 620
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nm) nebo Cervenou (A:620 — 850 nm). Indikace naméfené hodnoty je digitalni

Ctyfmistna.

Zareni prochazi nejprve kondenzorem a filtrem, ktery vymezi poZzadovanou
vinovou délku v rozmezi 340 — 850 nm. Po pruchodu kyvetou dopada
zeslabené zarfeni na fotonku, kde dochazi k zesileni signalu a jejimu

kone¢nému vyhodnoceni na digitalni vystup.
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3. Experimentalni €ast

3.1. Pouzité chemikalie a reagenéni roztoky

Pro experimentalni ¢ast této prace byly vyuZzity tyto chemikalie:

Bezvody CH3COONa, p.a. (Penta, CR)
CH3COOH 99%, p.a. (Penta, CR)
NaySO3, 98%, (Sigma-Aldrich, USA)
NaOH, p.a. (Penta,CR)

HCI, p.a. (Penta, CR)

Ninhydrin (ZMBD Chemik, CR)

Ornitin, 99%, (Sigma, CR)

Cystin, 99%, (Fluka, USA)

Reagencni roztoky:
1) Acetatovy pufr pH 3,6

a) Octan sodny 2 mol/l
136,0 g CH3COONa. 3H,0 nebo 82,0 g CH;COONa

bezvodého rozpustit a doplnit destilovanou vodou na objem 500 ml

b) Kyselina octova 2 mol/l

11,4 ml koncentrované narfedit a doplnit destilovanou vodou na

objem 100ml
Vysledny acetatovy pufr: 2 dily a) + 10 dilG b)
Roztok je v ledni¢ce staly nékolik dnu

2) SifiCitan sodny

12,6 g Na,SO3 bezvodého nebo 25,5 g Na,SO3. 7H.0 + 0,2 g NaOH
(resp. 5 ml 1 mol/l. NaOH) rozpustit a objem doplnit destilovanou

vodou na 100 ml

Roztok je staly pfi 4 °C 3 mésice
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3) Ninhydrinové ¢&inidlo
250 mg ninhydrinu + 6 ml koncentrované CH3;COOH + 4 ml
koncentrované HCI
Cinidlo se pfipravuje vzdy bezprostfedné& pred pouzitim

4) Standard cystinu
20 mg cystinu rozpustime ve 100 ml 0,1 mol/l HCI. Tento roztok
odpovida koncentraci 834 umol/l. Zakladni roztok je v lednici staly 4

tydny.
3.2. Pouzité pristroje
Pro experimentalni ¢ast byly vyuzity tyto pfistroje:
Automaticka pipeta: Acura 825, 0,1-1000 pl, vyrobce Socorex Swiss
(Svycarsko)
Termoblok: Techne Dri-block DB-3, vyrobce Techne Inc., Bibby Scientific

(UK)
Spektrofotometr: Spekol 11, Carl Zeiss, vyrobce Jena (SRN)
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3.3. Kvantitativni stanoveni cystinu v mog¢i

Princip metody

V prvni fazi je cystin redukovan na cystein sifiCitanem. Jedna molekula
cystinu poskytuje pfi své redukci jednu molekulu cysteinu a jednu molekulu soli
S- cysteinsulfonové kyseliny. DalSi disulfidové komponenty, které byvaji bézné
v moci pfitomny, mohou byt také redukovany. Ve druhé fazi je kreakci s
cysteinem pouzito ninhydrinové Cinidlo. Toto €inidlo ma silné oxidacni ucinky a
oxidativné deaminuje a dekarboxyluje cystein. Vysledkem je barevny produkt,
hydrantin, modré az fialové barvy zvany tézZ Ruhemann(v purpur, viz obr. 4.

Mérime absorbanci barevného produktu pfi vinové délce 560 nm.

Ninhydrin je ve vodé rozpustna slouCenina vyuzivana ke

stanoveni aminokyselin.

0 0
COOH
= OH | HO S
+ HQN—CliH + | — =
T OH HO o
3 H,C—5H o/
ninhydrin cystein
0
e =,
—_— MH + H5—CH,—CHO 4+ CO;
. e
o 0

cervenofialovy produkt

Obr. 4 Schéma reakce cysteinu s ninhydrinovym ¢inidlem
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Material

Jednorazova porce moce (napf. ranni, vecerni). Pro zajisténi stability vzorku

musi byt mo€ zmrazena na teplotu min. - 20°C a zpracovana do tfi tydnu.

Postup

Tabulka | Schéma pipetovani ¢inidel do zkumavek

Vzorek Standard Slepy vzorek
mo¢ 100p | e e
standard = | @ - 100ul
voda | @ e 100pl
acetatovy pufr 500ul 500ul 500ul
sificitan sodny 150ul 150ul 150l

zkumavky fadné promichame a nechame 5

minut inkubovat

pfi laboratorni

teploté
smés po redukci 400pl 400pl 400ul
konc. CH;COOH 400ul 400ul 400l
ninhydrin. ¢inidlo 400yl 400yl 400l

zkumavky uzavieme a vlozime do termobloku, kde je nechame 10 minut
pii 100 °C

Postup pipetovani jednotlivych reagencii je zobrazen v tabulce I. Prvni fazi je
pipetovani moce, standardu Ci destilované vody do zkumavek v uvedenych
objemech. Dale se do kazdé zkumavky pfidavaji: pufr a roztok sifiCitanu
sodného. Takto ziskana smés se fadné promicha a necha se pét minut
redukovat pfi laboratorni teploté. V druhé fazi se do dalSich zkumavek
napipetuje 400 pl smési po redukci a postupné pfidaji reagencie:
koncentrovana kyselina octova a ninhydrinové cCinidlo. Poté se zkumavky vlozi
do termobloku. Zde se nechaji inkubovat 10 minut pfi 100 °C. Standard a
vzorky jiz béhem nékolika minut ziskavaji vizualné znatelné Cervenofialové
Po deseti

zbarveni. minutach se vyjmou z termobloku a podrobi se

spektrofotometrickému méfeni pfi vinové délce 560 nm.
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Vypocet koncentrace cystinu (pmol/l):

_ szorek - Aslepy vzorek x

Cc i
ystin _
Astandard Aslepy vzorek

C cystin .......... koncentrace cystinu
C standard ........ koncentrace standardu cystinu
A vzorek .-een. absorbance méfeného vzorku

A siepy vzorek ...absorbance slepého vzorku

A standard absorbance standardu
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Nalezeni nejvhodnéjsich podminek pro stanoveni
koncentrace cystinu v mog¢i a validace metody

Pro zjisténi nejvhodnéjSich podminek pro stanoveni koncentrace cystinu jsem
nejprve sledoval absorpéni spektrum barevné slou€eniny vznikajici pfi reakci
cysteinu, kinetiku jednotlivych reakci, stabilitu barevného produktu reakce a
metodu jsem nasledné validoval. Dale jsem zkoumal moznost interference jiné
vyluCované aminokyseliny v moci pacientd s cystinurii na celkovy vysledek
absorbance. VyuZil jsem aminokyselinu ornitin, ktera je vyluCovana ve zvysSené
mife. PFi validaci metody jsem stanovil rozsah linearity, opakovatelnost a

reprodukovatelnost méreni.

4.1.1. Absorpéni spektrum cystinu, ornitinu a mo¢i zdravého
jedince a pacienta s cystinurii

Hlavnim ukolem tohoto experimentu bylo urcit vinovou délku, pfi které
dochazi k maximalni absorbanci barevného produktu reakce cysteinu s
ninhydrinem, ovéfit tuto vinovou délku v moci pacienta s cystinurii a zjistit zda
nedochazi k interferenci s ostatnimi aminokyselinami, jejichz transport je pfi
cystinurii postizen také. K tomuto ucelu jsem vyuzil aminokyselinu ornitin.

Absorpcni maximum standardu cystinu a vzorku moce jedince postiZzeného
cystinurii je pfi vinové délce 560 nm. Aminokyselina ornitin neinterferuje pfi

tomto vySetfeni. Vysledné absorbanéni kfivky jsou graficky zobrazeny na obr. 5.

29



2,5

1,5

1,0

absorbance

0,0 rl‘. . - 9==_~ e i -:‘ e =im = Lo i L5 Lt _ E r"\ '-‘ ,

450 470 490 510 530 550 570 590 610 630

vinova délka [nm]

—4—Standard cystinu =i Ornitin
+#—Moc zdravého jedince —<—Moc pacienta s cystinurii

Obr. 5 Absorpéni spektrum standardu cystinu, ornitinu, moc¢e zdravého
jedince a mocée pacienta s cystinurii

4.1.2. Kinetika redukce cystinu na cystein

V prvni fazi méfeni dochazi k redukci cystinu na cystein. Sledoval jsem
kinetiku této reakce po 10 minut. Vysledky jsou graficky znazornény na obr. 8.

Maxima absorbance a tedy i koncentrace cysteinu se dosahne po péti
minutach redukcni reakce. V €ase po 5 minutach, kdy je jiz vyCerpano redukéni
Cinidlo sifiCitan sodny, dochazi ke zpétné oxidaci cysteinu na cystin a
absorbance klesa. Proto pfi vlastnim stanoveni pouzivam dobu redukce 5

minut.
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Obr. 8 Kinetika redukce cystinu na cystein

4.1.3. Kinetika tvorby barevného produktu reakce

V druhé fazi méreni dochazi k reakci cysteinu s ninhydrinovym c¢inidlem pfi
100 °C. Sledoval jsem kinetiku této rekce na standardu cysteinu v rozmezi 0 az
30 min.

Béhem prvnich deseti minut dochazi ktvorbé barevného produktu
s maximem absorbance v 15 minuté, ale nartst mezi 10 a 15 minutou je jiz
minimalni. Po 15 minut v termobloku pfi 100 °C dochazi jiz k tepelné degradaci
barevného produktu a tim snizeni absorbance. Proto pfi samotném stanoveni
jsem pouzil dobu reakce 10 minut. Zaznam pribéhu reakce je zobrazen v grafu

na obr. 7.
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Obr. 7 Kinetika barevného produktu cystinu v termobloku pfi 100 °C

4.1.4. Stabilita barevného produktu reakce na svétle

K zjisténi stability vysledného produktu reakce cystinu na svétle jsem
sledoval zavislost absorbance na Case vrozmezi 0 - 45 minut po ukonceni
reakce.

Vysledky ukazuji, Zze barevny produkt reakce je stabilni po dobu prvnich 10
minut po vyjmuti zkumavek ztermobloku. Po deseti minutach dochazi
k degradaci a poklesu absorbance. Po 45 minutach doslo k poklesu absorbance
0 8%. Proto pfi samotném stanoveni je nutné zméfit absorbance vzorkd do 10

minut po ukonceni reakce. Graf stability barevného produktu je na obr. 6.
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Obr. 6 Stabilita barevného produktu na svétle v casovém rozmezi
0 — 45 minut

4.1.5. Linearita reakce

Pfi tomto experimentu jsem ovéfil zda-li se bude absorbance linearné
zvysovat s rostouci koncentraci cystinu. Vzorek standardu byl postupné fedén a
to v koncentracich 52, 104, 209, 417, 500 a 834 pl.

Jelikoz je hodnota absorbance cystinového standardu z hlediska hodnoty
vysledné koncentrace velmi podstatna, ovéfil jsem statisticky metodou linearni
regrese linearitu zavislosti absorbance na koncentraci cystinu.

Zaznam vysledki méfeni a regresni pfimka jsou zobrazeny na obr. 9 a
tabulce Il. Zavislost je linearni vrozmezi 0 — 834 umol/l s korelacnim
koeficientem 0,998. Proto je pro samotné stanoveni mozno pouzit

jednobodovou kalibraci.
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Obr. 9 Kalibracéni kfivka pro stanoveni koncentrace cystinu,

absorbance byla mérena pfi 560 nm
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Tabulka Il: Soubor vysledkll méreni zavislosti absorbance na
koncentraci barevného produktu cystinu. Tyto udaje byly pouzity pro
ovéreni linearity. Tabulka obsahuje hodnoty absorbance mérené pri
560nm.

A1, A2 ....... nameérené absorbance
Yieerrnraraenens aritmeticky pramér
Koncentrace

(umol/l)
52 104 209 417 500 834
A1 0,159 0,318 0,573 1,141 1,299 2,019
A2 0,154 0,320 0,578 1,127 1,310 2,030
Yi 0,157 0,319 0,576 1,134 1,305 2,025

4.1.6. Opakovatelnost a reprodukovatelnost

K vylou€eni nahodné chyby v méfeni jsem vyuzil metodu vyuZivajici
kvantifikaci vysledku, metodu opakovatelnosti a reprodukovatelnosti.

Pro méfeni opakovatelnosti, resp. reprodukovatelnosti metody byly pouzity
vzorky Pacient 1, resp. Pacient 4. Kazdy ze vzorku by zméfen desetkrat a byly
vypocitany dulezité statistické parametry: viz tab. lll a V.

Statistické hodnoceni se zaméfuje na stanoveni aritmetického pruméru y;,
smérodatné odchylky s a percentualniho variacniho rozpéti CV (%).
Opakovatelnost v sérii byla 0,2 % a reprodukovatelnost mezi sériemi byla 1,7
%. Hodnota variaéniho rozpéti v obou pfipadech nepfevysila 5% hranici a

metoda je tedy dobfe pouZzitelna v klinické praxi.
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Tabulka Ill a IV: Vypoctené hodnoty koncentrace barevného produktu
Pacient | a IV, statistické parametry souboru.

K1-K10.......... koncentrace (umol/l)
Vieeereerereeenennnne@ritmeticky prameér
T vypocétena smérodatna odchylka
CV %..............variaéni rozpéti (%)
Pacient 1 Pacient 4
K1 369 K1 491
K2 370 K2 487
K3 371 K3 492
K4 370 K4 509
K5 370 K5 508
K6 370 K6 512
K7 371 K7 490
K8 370 K8 500
K9 369 K9 502
K10 370 K10 499
Yi 370 Yi 499
Sa 0,733 Sa 8,355
CV % 0,2 CV % 1,7

4.2. Vysledky vzorka pacientu

Pfi poslednim experimentalnim méfeni jsem pracoval se vzorky pacientu
s cystinurii oznacenymi jako Pacient 1 - 6. V téchto vzorcich jsem stanovil
koncentraci cystinu vypracovanou fotometrickou metodou a paralelné byla ve
vzorcich stanovena koncentrace cystinu validovanou metodou s vyuzitim
automatického analyzatoru AAA 400 (Ingos, CR).

Vysledky byly pfehledné zaznamenany do tab. Ill. Graf porovnani vysledku
obou metod je na obr. 10. Vysledky obou méfeni spolu dobfe koreluji

s korelaénim koeficientem 0,993.
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Tabulka Ill: Vypoctené hodnoty koncentraci a zakladé namérené
absorbance barevného produktu v porovnani fotometrické metody a
metody AAA.

Foereeeeen, vypoctena koncentrace fotometrickou metodou
AAA............ koncentrace metodou na analyzatoru AAA 400
Pacient F AAA
1 389 355
2 255 255
3 23 26
4 512 521
5 484 443
6 186 197
600
4
500
y=0,964x ./
2 o
100 R*= 0,986

e

300

Metoda AAA

200

100

0 I T I I T 1
0 100 200 300 400 500 600

Fotometricka metoda

Obr. 10 Kalibraéni graf koncentraci porovnavajici fotometrickou metodu
a metodu AAA

37



4.3. Diskuze

Pro monitorovani kompenzace pacientd s cystinurii je nutno stanovovat
koncentraci cystinu v moc€i, aby se zabranilo vzniku cystinovych kamenu v
ledvinach. Za hranici litogenity cystinu v moci pro dobrou kompenzaci pacientu
se povazuje hodnota 1200 pmol/l. Existuje nékolik metod detekce
aminokyseliny cystinu v moci. Jednoduché a rychlé metody vétSinou pouzivaji
toxicka Cinidla, zatimco instrumentalni metody na automatickych analyzatorech
aminokyselin nebo HPLC jsou zdlouhavé (doba analyzy 100 - 200 minut). Zvolil
jsem proto metodu spektrofotometrickou, kdy dochazi k redukci cystinu v moci
na cystein a nasledné kreakci s ninhydrinem za vzniku Cervenofialového
produktu, jehoz absorbance je linearné umérna koncentraci cystinu. Tato
metoda je rychla a nepouziva zadné toxické reagencie.

Nejdfive jsem se zaméfil na optimalizaci a validaci spektrofotometrické
metody pro stanoveni cystinu v moci.

Absorpéni  maximum barevné slou€eniny vznikajici reakci cysteinu
s ninhydrinem je pfi vinové dalce 560 nm. Stejné absorp&ni maximum dava i
mo¢ pacientu s cystinurii, coz odpovida literarné uvadénym udajum.

Ninhydrin reaguje také s dalSimi aminokyselinami, které jsou pfitomny
v moci. Interferenci se stanovenim cystinu brani prvni redukéni krok, abych toto
ovefil, proméfil jsem absorpéni spektrum produktu reakce zaprvé s modci
zdravého jedince a zadruhé s aminokyselinou ornitin, ktera je ve velkém
mnozstvi vylu€ovana u pacientl s cystinurii. Ani v jednom z uvedenych pfipadu
nedochazi k tvorbé barevného produktu a tedy ani k interferenci se stanovenim
cystinu v modi.

Dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje stanoveni, je doba redukce cystinu na
cystein. NejvhodnéjSi dobou se ukazalo byt 5 minut, kdy byl pfeménén veskery
cystin na cystein. V ¢ase po 5 minutach je jiz vyCerpano redukéni Cinidlo
sifiCitan sodny, dochazi ke zpétné oxidaci cysteinu na cystin.

Dalsim faktorem, ovliviiujicim stanoveni, je doba zahfati reakéni smési
s ninhydrinem na 100 °C. NejvhodnéjSi dobou se ukazalo byt 10 minut, kdy se
dosahlo maxima absorbance. Vintervalu od 10 minut jiz dochazi

k degradacnim procesim majici za nasledek pokles absorbance.
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Dalsim méfenim jsem ovéfil stabilitu barevného produktu reakce na svétle
v pfipadé deliho stani vzorku po vyjmuti z termobloku. Produkt je stabilni po
dobu deseti minut, nasledné dochazi k degradaci a poklesu absorbance po 45
minutach o 8%.

Pfi validaci metody jsem ovéfoval rozsah linearity reakce, opakovatelnost a
reprodukovatelnost méreni.

Zavislost je linearni v rozmezi 0 — 834 pmol/l, pro vysSi koncentrace které
mohou byt u Spatné kompenzovanych pacientu je zapotfebi moc€ fedit. Protoze
v oblasti pouzivanych koncentraci cystinu v moc€i je zavislost absorbance
produktu reakce na koncentraci cystinu linearni, mize byt vyuzita jednobodova
kalibrace.

VariaCni koeficient opakovatelnosti v sérii byl 0,2 % a variacni koeficient
reprodukovatelnosti mezi sériemi byl 1,7 %. Hodnota variacniho koeficientu
v obou pfipadech nepfevySila 5% hranici a metoda je tedy dobfe pouZitelna
v klinické praxi.

V posledni Casti je spektrofotometricka metoda aplikovana na skute¢né
patologické vzorky osob s diagnostikovanou cystinurii. Porovnaval jsem
spektrofotometrickou metodu s metodou vyuZivajici iontoméniCové
chromatografie na automatickém analyzatoru, ktera je povazovana za standard
ve stanoveni aminokyselin. Vysledky obou metod spolu dobfe koreluji bez
odchylek.

Pouzita spektrofotometricka metoda pro stanoveni cystinu v mocéi je
jednoducha, rychla a reprodukovatelna. Metoda je touto bakalarskou praci
potvrzena jako korektni metoda, ktera je schopna poslouzit k monitoringu
pacientd s metabolickou poruchou s vyluCovanim dibazické aminokyseliny
cystinu do mocli a nahradit zdlouhavou metodu s metodou vyuzZivajici

iontoménicové chromatografie na automatickém analyzatoru.
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5. Zavér

1. Byl zmapovan stav soucCasné problematiky cystinurie se vSemi jejimi
disledky pro pacienta ji postizenym. Podrobné&jSimu rozboru je vénovana
Cast poruchy transportu cystinu. Byly téZ zminény soucasné moznosti
terapie.

2. Pro monitoring pacientu s cystinurii byla zavedena spektrofotometricka
metoda, ktera vyuziva redukci cystinu na cystein a jeho naslednou reakci
s ninhydrinovym ¢Cinidlem za vzniku cervenofialového produktu. Této
produkt je podroben spektrofotometrické analyze.

3. Absorpcni maximum barevné slouCeniny vznikajici reakci cysteinu
s ninhydrinem je pfi vinové dalce 560 nm. Stejné absorpCni maximum
dava i moc¢ pacientl s cystinurii. Aminokyseliny v moc¢i zdravého jedince
ani aminokyselina ornitin, ktera je ve velkém mnozstvi vyluCovana u
pacientl s cystinurii netvofi barevny produkt a tedy neinterferuji se
stanovenim cystinu v moci.

4. Nejvhodnéjsi dobou redukce cystinu na cystein je 5 minut, pfi delSi dobé
reakce jiz dochazi ke zpétné oxidaci cysteinu na cystin.

5. Maxima absorbance pfi zahfati reakéni smési s ninhydrinem na 100 °C
se dosahlo po 10 minutach. Vintervalu od 10 minut jiz dochazi
k degradacnim procesim majici za nasledek pokles absorbance.

6. Barevny produkt reakce na svétle je stabilni po dobu deseti minut,
nasledné dochazi k degradaci a poklesu absorbance po 45 minutach o
8%.

7. Zavislost absorbance na koncentraci cystinu je linearni v rozmezi 0 — 834
pgmol/l.

8. VariaCni koeficient opakovatelnosti v sérii byl 0,2 % a variaCni koeficient
reprodukovatelnosti mezi sériemi byl 1,7 %.

9. Vysledky spektrofotometrické metody u pacientd s cystinurii dobfe
koreluji s vysledky metody vyuzivajici iontoméniCové chromatografie na
automatickém analyzatoru, ktera je povazovana za standard ve stanoveni

aminokyselin.
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