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UvoD

Cilem moji bakaléské prace je popsat dnujdiny, disledky onemoatni a fedevsim

kritéria a laboratorni stanoveni dny.

Dna (arthritis urica) téz zvana podagra je &lare kloubni onemocini zpisobené
poruchou metabolismu pufin predevsim kyseliny mmvé, ktera se hromadi #é.
Zvyseni kyseliny méové v krvi (hyperurikémie) se objevuje dkvili jeji nadnerné
tvorbé nebo poruchou jejiho vytevani ledvinami nebo kombinaci obaghto faktof.

V dusledku vysoké koncentrace kyseliny ¢onee v krvi dochazi ke krystalizaci této
latky. Krystaly kyseliny meéové se ukladaji na kloubnich chrupavkach, na Stdcha
a na usnich boltcich. Bledkem jsou prudké a bolestivé zachvatyspbpené zatem
kloubu. Bolesti trvaji hodiny az 6 tydrs naslednym beznakovym obdobim. Akutni
zaret casto pechazi v celozivotni chronické onemoohn Opakované zachvaty jsou

mére intenzivni, avSak vedou k trvalejSimu poSkozenuli.



1 PATOGENEZE DNAVE ARTRITIDY

Zvyseni hladiny kyseliny mmvé v séru (hyperurikémie) je podminkou vzniku dny,
piesto vSak #tSina lidi s hyperurikémii nikdy dnu nedostané4ikka, 2003).

V posledni dob se vyskyt dny neustale zvySujgegevsim v zemich s vysokou Zivotni

arovni a nadréfrnou vyzivou. Vyskyt dny kolisa v populaci kolen¥d

Asi u 90 % nemocnych jde o dnu primarni. Primarna dvznikd jako vrozena
metabolicka porucha purinového metabolismu, vrozeordicha ledvin nebo zvySeny
piijem purini potravou. Asi v 10 % onemoé&mi se jedna o dnu sekundarni, ktera
vznika jako néasledek jiného onemeénn Sekundarni dna je apobena nadprodukci
kyseliny  ma&ove zpmisobené (lymfoproliferativnim, myeloproliferativnim
onemocgnim, karcinomy, hemolytickou anémii) nebo sniZzerguc¢ovanim kyseliny

mocoveé zmisobené renalni poruchduléky. (Razicka, 2003).

O dnavé artritid se mluvi jako o nepstjSim zartlivém kloubnim onemocimi
umuf nad 40 let (Zurek, 2006). Dna postihuje asi v 90nZe a v 10 % Zeny
(Razicka, 2003). Zaatek onemoaini je tedy u mu pramérné 40 let u Zen se tento
vékovy pmimér zvySuje na 55 let. Tento pohlavni rozdil se ¥jlsye snizenymi
hladinami 17-beta-estradiolu a zvySenym poam testosteronu a 17-beta-estradiolu.
Tato hormonalni nerovnovaha prapddobr ovliviiuje syntézu puriin de novo
(Ruzicka, 2003).

Pricinou zartlivé ataky je soubor vice faktiorjako je napiklad interakce uratu
a chrupavky, mechanickych fakiornizsi teploty, zrny pH, drobna mikrotraumata
atd.

Vodny roztok plazmy je ip koncentraci sodného iontu 130 mmol/l a tepl87 %
saturovan uratemipkoncentraci 384 az 40@mol/l. Rozpustnost utétu ivie byt
porekud vysSi nez hodnota saturace, protédst urat je navazana na proteiny, které
acinné snizuji koncentraci volného uratu v plaznVelikost této frakce je asi 6-12
umol/l. Fri teplog 37 °C je saturani hodnota uratu v plazimkolem 420 pumol/l

a hodnoty vysSi nez tato mez jsou povazovany zarat#ini (Zima, 2002). Hladina
kyseliny ma@&ové v synovialni tekutih je stejna jako v séru. Supersaturace séra

a synovialni tekutiny kyselinou movou je nutnou, ale ne jedinou podminkou
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formovani krystal (Pavelka, 2003). Krystaly natriumuratu mohou vamikakutni
krystalizaci nebo mohou byt uwmivany z depozit v chrupavce, kosti a Slachach
(Razicka, 2003). ¥tSina autoll se domniva, Ze mnohemildzitéjSi je mechanismus
druhy, a to postupna pomala depozice turahyalinni kloubni chrupavce, synovialni

membrag a v gilehlé ¢asti kosti (Pavelka, 2003).

V kloubnim prostedi proti sob dlouho fisobi dva protictidné mechanismy. Na jedné
strar¢ tendence hypersaturovanych ur&t metastazovani a ukladani, na druhé stran
inhibicni  mechanismy branici depozici fedevSim do kloubni chrupavky.
K nejdilezit¢jSim inhibiécnim mechanistiim pati avaskularita kloubni chrupavky,
intaktni makromolekuly proteoglykéra giitomnost anorganického pyrofosfatu. Jestlize
dojde k oslabeni ¢thto inhibtnich mechanisiy mohou pevliadnout tendence
k usazovani krystalického materialu. V up¢hu starnuti dochazi ke zmam

v metabolismu proteoglykan které vedou k poruSeni integritychto makromolekul.
Tyto zmeny ve struktile kolagenu a vznikajici metaplazie chrupavky mopiespivat

k snadgjSimu usazovani krystalického materialu. Je zde jfesla fakto#, které mohou
ovliviiovat formovani krystal v kloubech. Velmi dlezZity je faktor teploty. Plazma je
saturovana kyselinou miovou i teplog 37 °C @i 6,8 mg/100 ml. B poklesu teploty
na 30 °C klesa satufiai prah na 4,5 mg/100 ml. Jéitpm znamo, Ze existuje rozdil
mezi centralni desnou teplotou a teplotou v kloubedhasty vyskyt dnavé artritidy
v noci, kdy je teplota v kloubech nizka, by tentamzamy faktor snizené teploty

podporoval (Pavelka, 2003).

Dulezitym momentem pro moznost formovani krystalickématerialu nize byt

i chronick&a traumatizace. Vzdyprvni metatarzalni kloub na palci nohy, kde se dna
nejastji manifestuje, je kloubem, kde vznika n&i tlak na 1 crhze viech kloub

v téle. Mechanické poSkozeni pojivové tkapak mize byt gicinou mechanismu
depozice krystdl (Pavelka, 2003).

Vlastni dnava artritida je vyvoldna uveéiim krystal natriumurétu z preformovanych
uloZenin do kloubni tekutiny. Krystaly jsou uveéhy buf’ nasledkem mechanického
stresu (nap nasledkem mikrotraumatu) nebdi gast&éném rozpusni. Fitomnost
krystali natriumuratu v kloubni duténjeS€ neznamend automaticky vznik z&n
o cemz s¥déi identifikace krystal v asymptomatickych kloubech. Krysiamusi byt

urcity pocet, musi mit uiity vhodny tvar a velikost. Bylo napprokazano, ze nejtsi
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schopnost vyvolavat zachvat maji krystaliedte velké (kolem 7 mikrof), zatimco
krystaly malé a naopak velmi velké maji podstatrensi schopnost vyvolavat zachvat
(Pavelka, 2003).

V prvni fazi zastlivé reakce dochazi k obaleni krystdbilkovinou, gevazi IgG.

Takto obaleny krystal GZe vyvolat za&tlivou reakci tak, Ze idfmo aktivuje rkteré

proteinenzymové systémy. DalSi moZznost vyvolani ¢ti&@ reakce je takova,
Ze po kontaktu s membranou Bkrse néni jejich metabolismus a vede k uwoVani

zaretlivych mediatofi. Polymorfonuklearni leukocyty fagocytuji krystalybalené
bilkovinou (Rizicka, 2003).

Uvnitt buiky je krystal obalen membranou a vznika fagosonstlide se spoji
s lyzosomem, vznika tzv. fagolyzosom. Uratoveé lalystabsorbuji na svém povrchu
cetné proteiny &etnd lyzosomalnich enzyfn coz pak zvySuje schopnost krystalu
porusit lyzosom. Organely perforuji, poruSuje sé cetruktura biiky, coz nakonec
vyusti v tzv. degranulaci lily, nebo-li v Unik sotasti bugcné cytoplazmy do okoli.
Konetnym disledkem je pak zanik celé itky a uvolréni krystalu do progedi, kdy je
ihned fagocytovan dalSim polymorfonukledrem. Roepadeukocyt maji uvolrené
latky dilezitou Ulohu pi tvorbé a udrZzovani zalivé odpowdi organismu a vzniku
posSkozeni tkah(Pavelka, 2003).

Pro dnavou artritidu je typicky epizodicky charaktdkutni artritida zpravidla &hem
n¢kolika dni spontanh odezni. Byla vysloven&ada hypotéz, které se snazily tento
caso¥ omezeny charakter dnavé artritidy v§w. Z nich nejroz&iergjSi byla
predstava, Ze dochazi k postupné destrukci krystdickmateridlu myeloperoxidazou

fagocytujicich polymorfonuklear(Pavelka, 2003).

Neéktefi nemocni pro#aji fadu akutnich zatlivych epizod, aniz dojde kipchodu
do chronické artritidy. U jinych, &kdy i po relativk malém pétu akutnich pihod,
vznika chronicka artritida. Akutni a chronick& ditia predstavuji d¢ zcela odliSné
situace. Zatimco akutni artritida je charakterizavgredevsim vazodilataci a invazi
polymorfonukleat, chronickou artritidu odliSuje fifomnost makrofaly v zarétlivych
lezich, vznik fibr6zy a novotvorba cév. Mechanismibsery udrZuje chronickou
zaretlivou reakci, neni znam. Malawista (1985) se daranZe chronicka digesce urat
z depozit mononuklearnimi ilkami vede k uvdlovani interleukinu I. Tento biologicky
silné aktivni lymfokin pak stimuluje synovialni bhky k sekreci kolagenazy
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a prostaglandin Dé&le miZze stimulovat chondrocyty k tvotbvlastnich proteéz
a prostaglandiin Uvoliovani krystalického materialu tedy vede ke stejrpeuhodim
jako tvorba imunitnich kompléx u revmatoidni artritidy. Odtud snad prameni

i podobnost artritického obrazu revmatoidni adsita chronické dny (Pavelka, 2003).

1.1 Klinicky obraz dny

V piirozeném pitbéhu onemoceéni prochézi dnatyimi zakladnimi stadii:

1) asymptomaticka hyperurikémie
2) akutni dnava artritida
3) obdobi interkritické dny

4) chronicka tofézni dna

1.1.1 Asymptomatickéd hyperurikémie

Obdobi asymptomatické hyperurikemie je obdobi zngSkladiny kyseliny mipvé

v krvi bez vzniku artritidy, taf a ledvinové koliky (Rzicka, 2003). Renalni koliku

jesSe pred prvni atakou dny préthva 10-40 % paciefit Stadium asymptomatické
hyperurikemie trva v @méru 20 let a kodti atakou dnavé artritidy nebo nalezem
urolitiazy (Zurek, 2006).

1.1.2 Akutni dnava artritida

Prvni ataka byvaé&Sinou monoartikularniho typu. Typickou lokalizatriavé artritidy

je metatarzofalangedalni kloub palce nohy. Dnavditida se pevazié projevuje

na kloubech nohy, kotniku, gatzagsti, kloubech prst rukou a loktech (Zurek, 2006).

Za provokujici faktory dnavého zachvatu se povafrguma, chirurgicky zékrok,
konzumace &sSiho mnozstvi jidla a alkoholu (Pavelka, 2003Jahboratornim obraze je
patrné zvysSeni laboratornich ukazatelarétu (sedimentace erytrodyt leukocytéza,
CRP) (Zurek, 2006). Typicky dnavy zachvat odeznlLdbdtydri, vzacrji do 4-6 tydri
do Uplné remise a nastava dalSi obdobi, faze nitieké dny (Pavelka, 2003).

1.1.3 Obdobi interkritické dny.

Interkritickou fazi byvad oznmvano asymptomatické obdobi mezi zachvaty dnave
artritidy. Frekvence atak dnavé artritidy se zveSwj neléenych pacierit ataky
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v dal§im piibéhu dny maji mé& nahly z&atek, jsoucastji polyartikularni, pfibéh je
delsi, nicméw dochazi je$tke kompletnimu vymizeni potiZi (Zurek, 2007).

1.1.4 Chronicka tofézni dna

V chronické fazi dny nachazime &znych tkanich tofy, coZz jsou depozita krystal
natriumuratu v rkkych tkanich. Tofy se objevuji u poloviny nemochyza 10 let
od prvni ataky dnavé artritidy, vestginé pripadi se vSak jedna pouze o minimalni
depozita krystdl. Tvorba tofi souvisi s dobou trvani a stwpm hyperurikémie. Tofy
se mohou objevit viznych lokalizacich, i@devsim vSak v periartikularni oblasti
drobnych klouldi nohou, rukou, kotnik kolen a pedlokti a v oblasti zevniho ucha.
Pro chronickou fazi dny jsou typické akutni rekurénataky mono-, oligo-
az polyartritidy a chronicka artritida s nevyraznymamkami za&u a s deformitami

zpasobenymi periartikularnimi toféznimi depozity (Zkr@007).
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2 METABOLISMUS KYSELINY MO COVE

2.1 Biosyntéza purinovych nukleotidi

Organismus neni odkdzan jen n&ijgm pro organismus nezbytnych nukleétid
potravou, dokdzZe si je i s&m syntetizovat. Hlavnimistem syntézy jsou jatra.
Pro syntézu plati zasada, Ze purinové nukleotidpesgitvaeji tak, Ze by se nejprve
zformovala purinovd baze a na ni se postumiipojovali dalSi substituenty.
Ve skut&nosti se syntetizujifmo nukleotidy. Sledem reakci se postpgtvaieji oba

kondenzované kruhy purinové baze, a to z malychhe®ich prekurzdr (Ledvina,

2006).

2.1.1 Vznik IMP

Zdroje pro vystavbu prvniho nukleotidu IMP (inosimnofosfatu) atasovy sled reakci
ukazuje (Obr. 1). ¥nosem difosfatu z ATP na ribosa-5-fosfat Zesgni enzymu
PRPP-synthetasy vznikne 5-fosforibosyl-1-difosfRRPP). Enzym PRPP-glutamyl-
amidotransferasa katalyzuje uvémh difosfatu z PRPP amidovym dusikem glutaminu
avytvai se b5-fosforibosylamin (Murray, 2002). Nasledujald kroky reakce
s glycinem (3) a s tetrahydrofolatem nesoucim jetitikaty formyl (4). DalSi reakci
se ke glutaminu feda dusik a vytid se N. Teprve potom se uz# pticlenny
imidazolovy kruh (6). Bpojenim CQ karboxylaci s vyuzitim karboxybiotinu (7)
vznika budouci & Dusik N pochazi z aspartatu (8, 9). Zapojerfi @nozni dalsi
formyl neseny tetrahydrofolatem (10). Poslednineakje Uplné uzaeni heterocyklu.
Vznika nukleotid IMP, inosinmonofosfat. Nakolika mistech tohoto sledu reakci je
zapotebi ATP (reakce 1, 3, 5, 6) (Ledvina, 2006).

0O C i
i g 6 P 0, z respirace (7)
Alasp. o M glycin (3)
P\?/ \‘ 5 &

? 1

ﬂ ﬂ H/_,,uzavfeni imidazolového kruhu (6)

2 ' 4 ) 8
\ : 5
(10) formy N/C\ T<C D formyl (4)

GlIn (5) Gn (2)

PRPP (1)
(11) uzavieni purinového cyklu

Obr. 1. Tvorba IMP (Ledvina, 2006)
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2.1.2 Preména IMP na jiné purinové nukleotidy

Aby se vytvdily ribonukleotidy schopné zéenéni do nukleovych kyselin, vznika
nezbytnost pemeny na guaninové a adeninové nukleotidy. Z IMP vangomoci

enzymu adenylsukcinatsynthetasy AMP. Pro tutenpnu je nutnd fitomnost GTP.
Za pomoci enzymu IMP-dehydrogenasy vznika z IMP GNI®dobr je pro tuto

pienmgnu zapoatebi ATP. Tyto reakce se neobejdou bez inkorporacsikd.

Jeho zdrojem je aspartét prorbé AMP a glutamin g tvorbé GMP (Obr. 2) (Ledvina,
2006).

2.2 Regulace biosyntézy purinovych nukleotid

Biosyntéza purinovych nukleofidje v jatrech pisné regulovana. Sa¥ jatra jsou
hlavnim mistem biosyntézy purinovych nukleéti@oskytuji puriny a jejich nukleotidy
pro Sefici procesy ve tkanich, které nejsou schopny siyotedt puriny de novo. Nap
lidsky mozek ma nizkou hladinu PRPP-glutamylamiglmsferasy a je tudiZaste&né
zavisly na exogennich purinech. Erytrocyty a polyimmuklearni leukocyty nemohou
syntetizovat 5-fosforibosylamin, a tak tvonukleotidy z exogennich putinPeriferni

lymfocyty vSak mohou puriny syntetizovat de novoufikhy, 2002).

2.2.1 VIiv velikosti hotovosti PRPP narizeni biosyntézy purinovych nukleotidi

Jelikoz biosyntéza IMP z amfibolickych metabiliribosa-5-fosfat s ATP za vzniku
PRPP a postupnym vytienim purinového kruhu) spgebovava glycin, glutamin,
derivaty kyseliny tetrahydrolistové, aspartat a AjgPnezbytné, aby lka biosyntézu
purind fidila. Hlavnim faktorem celkové rychlosti biosyngépurind de novo je
koncentrace PRPP, coZ je parametr, ktery je vyskadkelativni rychlosti syntézy
PRPP, jeho spi#by a jeho degradace. Rychlost syntézy PRPP Zakish dostupnosti
ribosa-5-fosfatu, tak na akti¢itPRPP-synthetasy. Tento enzym zavisi na koncentraci
fosfatu a na purinovych nukleotidech, ktengés@bi jako jeho allosterické regulatory
(Obr. 3) (Murray, 2002).

2.2.2 Regulace PRPP-glutamylamidotransferasy zfinou vazbou

PRPP-glutamylamidotransferasa, prvni enzym spégifipro biosyntézu purih je
zpétnou vazbou inhibovana purinovymi nukleotidy, z@a®AMP a GMP, které

kompletuji s PRPP (Obr. 3Rizeni syntézy puriin prostednictvim amidotransferasové
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reakce méa asi mensi fyziologicky vyznam tizeni prostednictvim PRPP-synthetasy
(Murray, 2002).

2.2.3 Rizeni syntézy AMP a GMP z IMP z@tnou vazbou

Preména IMP na GMP a AMP jéizena d¢éma mechanismy. AMBEdi zpstnou vazbou
adenylsukcinatsynthetasu a GMP inhibujétapu vazbou IMP-dehydrogenasu. Krdm
toho geména IMP na adenylsukcinatiipsyntéze AMP vyZzaduje GTP a konverze
xanthinylatu (XMP) na GMP vyzaduje ATP (Obr. 2).ii#ena regulace mezi cestami
metabolismu IMP tak slouZi ke snizeni syntézy jédnpurinového nukleotidu, pokud
je nedostatek toho druhého (Obr. 4). AMP a GMP hnjii téZ hypoxanthin-
guaninfosforibosyltransferasu (syntéza IMP z hyptiizu, resp. GMP z guaninu)

(Murray, 2002).

_ H
~00C —C—G— o0~  00C=C=C—CO00”
H, | Hp | H H
NH; * H,0 T00C—C=C—C00~ NH;

0 NH
L —— 00 =22 U0

| ADENYLSUKCINASA |

| ADENYLSUKCINAT-
R-5-@) SYNTHETASA R-5-@) ;'a.s
Inosinmonofosfat ®
(IMP) Adenylsukcinat (AMPS) Adenosinmonofosfat (AMP)

NAD * —\ /’ H0
NADH |IMP-DEHYDROGENASA|

+H*

Glutamin  Glutaméat

ﬁI} 5/ ﬁ~fj[:\>

HaN" NN
i
. R5@® R-5-@)
Xanthosinmonofosfat Guanosinmonofosfat
(XMP) (GMP)

Obr. 2. Fenena IMP na AMP a GMP (Murray, 2002)
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Obr. 4.Rizeni gemeny IMP na adeninové a guaninové nukleotidy (Mur2§02)

2.3 Tvorba kyseliny mo¢ové z purinnukleosidi

Konetnym produktem degradace purin ¢lovéka je kyselina m&ova. Nepitomnost
urikasy kombinovany se z&aou reabsorbci filtrovanych utazpisobuje, Ze hladina

urati v lidské plazmy je piblizné desetkrat takova, jako u ostatnich savevolwni

-15 -



vyhoda tohoto zji&ni je nejasna, zda se ale, Ze kyselina&owé miZe slouZzit jako
primarni antioxidant v krvi, protoZze the Femig'ovat singletovy kyslik a radikaly
tak efektivig, jako vitamin C ( hladina kyseliny mdové v plaznd je priblizné Sestkrat
takova jako hladina vitaminu C) (Choi a kol., 2005)

Kyselina m@ova je u lidi hlavnim katabolitem purinovych nuki€d, adenosinu
a guanosinu. Té#h vSechna kyselina ntova v plaznd (96,8 %) je pitomna ve form
monosodné soli (Dastych, 2008). Kyselinatma@ pochazi bdi z pfimého odbouravani
nukleovych kyselin itomnych ve stravnebo katabolismem endogennich nukleovych
kyselin z tkani (Dastych, 2008). Z pozitych nuklesipini (maso, vnitnosti) se nejprve
odSepi bilkovina. V pankreatickétdaw ribonukleasy a deoxyribonukleasy uaji
mononukleotidy, které se déle travi na nukleosidly. dale podléhaji fosforylaci
a nukleosidasy z nich uvolni baze (purinové a pginove), které seasto vylowi
moci, a pentosafosfaty. &oli v [ékarské praxi s&asto kkterym nemocnym potraviny
obsahujici vice purin zakazuji, jisté je, Ze v metabolismu purirozhodujici Glohu
hraji endogenni puriny. Vig@bané purinové baze vznikajici¢@nim nukleovych
kyselin potravy seatSinou vyliuji (Ledvina, 2006).

Degradace purinovych nukleotidv buice vSak probiha jinym #Zgobem (Obr. 5).
Bunééna DNA a RNA je atakovana nukleasami a &oStse 3-nukleotidy, které se
degraduji na nukleosidy a ty jsou naskeditakovany nukleosidfosforylasami. Jako

produkt v buice vznikaji volné purinové baze a ribosa-5-fosfaédyina, 2006).

nukleotidasa nukleosidfosforylasa
DNA — 3'-nukleotidy— nukleosidy > Baze +
RNA / (d)ribosa-5'"-F
ribosa-5'-R

céast&na reutilizace

Obr. 5. Degradace purinovych nukleatid buikach (Ledvina, 2006)

Odbouravani nukleotid zafina odstraénim fosfatové skupiny navazané na ribosu
v purin-5"-nukleotidasové reakci (Dastych, 2008).deAosin je deaminovan
adenosindeaminasou na inosin (Murray, 2002). Rilefssfat je odstraima z inosinu

a guanosinu sobenim purinnukleosidfosforylasy za vzniku hypdkamn a guaninu

(Dastych, 2008). Hypoxanthin se pakemeni na xanthin enzymem xanthinoxidasou,
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guanin enzymem guanasou. DalSi reakce katalyzoveamtéinoxidasou oxiduje xanthin
na kyselinu mdovou (Obr. 6). Xanthinoxidasa je mistem pro farmaegky zasah

u paciend s hyperurikémii a dnou (Murray, 2002).

Adenosin
H,0

ADENOSIN-
DEAMINASA

(o] 0

(s, g

HoNT (N

HOH,C o i HOH,C
|/ \ : 2, O
CH CH C CH
vy Y
(IJ-(I: CemmC
OH OH (I)H (I)H
Inosin Guanosin
P, P
PURINNUKLEOSID- PURINNUKLEOSID- ‘
FOSFORYLASA FOSFORYLASA
Ribosa-1-fosfat

Ribosa-1-fosfat

9 XANTHIN- o
HN/uEi'{> i /uji [UANASA]
JQN NH / \‘ J\ >

H,0 + 0, H,0,
Hypoxanthin Xanthin Guanin

H,0 + 0,
XANTHINOXIDASA

Kyselina mocova

Obr. 6. Tvorba kyseliny ndové z purinnukleosids meziprodukty hypoxanthinem,

xanthinem a guaninem (Murray, 2002)
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2.4 Reutilizace purinovych bazi

V organismu neustéale zanikajiitky a @i tom se uvaiuji puriny a nukleosidy. dlo je
nemize definitivre ztratit. Byla prokazana jejich reutilizace, mlwd o zachranné cést

(Setici reakce, salvatage reaction) (Ledvina, 2006).

Reutilizace hlavnich purinovych bazi, adeninu, lygrghinu a guaninu probiha pomoci
metabolickych reakci, ve kterych dochazi k resymtgislusnych nukleotidmonofostat
fosforibosylaci volnych bazi. Adenin jefgménovan na AMP fisobenim enzymu
adeninfosforibosyltransferasy (Obr. 8), hypoxanttan guanin na IMP a GMP
za katalyzy hypoxanthin-guaninfosforibosyltranségra(Obr. 7). Tato metabolicka
reakce je z kvantitativniho hlediska vyznagsn  nez reakce

adeninfosforibosyltransferasova (Dastych, 2008).

o}

Hi}i;) u ko >

Hypoxanthin O,P-—OCH2 0\‘
Ay
ComC
HYPOXANTHIN-GUANIN- I
FOSFORIBOSYLTRANSFERASA HO HO
IMP
*/U ﬁ» )I\>
H,N
Guanin PRPP
“O,4P- OCH2
/ 0\
H\H H/
i
HO HO
GMP

Obr. 7. Fosforibosylace hypoxanthinu na IMP a gmarmma GMP. Ob reakce jsou

katalyzovany hypoxanthin-guaninfosforibosyltrara$eu (Murray, 2002)
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Obr. 8. Fosforibosylace adeninu katalyzovana adesiioribosyltransferasou
(Murray, 2002)

2.5 Vylucovani

V lidskych ledvinach jsou uraty prakticky 100 % raftltrovany glomerulem.

V proximalnim useku nefronu jsou z 99 %¢é@ resorbovany pomoci transportéru
URAT1. Posléze mohou byt sekretovankinm do tubulu pomoci MRP4, OAT1
a OAT3. Cely tento mechanismus vede Ktopné postsektmi reabsorbci (Teplan,
2000).

2.5.1 Mechanismus renalni uratové reabsorbce

U lidi reabsorbce uratpievlada, protoze je vytlovano méa urati nez je filtrovano
v glomerulech. Reabsafhi a sekréni procesy zavisi na specifickych molekulovych

transportérech, které sfigaji v jejich membrat

2.5.2 Identifikace a charakteristika URAT-1

Transportér, ktery reabsorbuje uraty, byl nedademiifikovan Enomoto et al. (2002)
a byl pojmenovdn URAT 1 (SLC22A12). URAT1 néleZi dwganické iontové
transportérové rodiny (SLC22). URAT1 je undrstna apikalni membré&nburgk
proximalniho tubulu. V ledvinach jsou uraty trangpwany pomoci URATL1 ies
apikalni membranu bgk proximalniho tubulu vyrRnou za anionty, které jsou
transportovany zft do lumen tubulu k udrzeni elektrické rovnovahyaty se potom
pohybuji @Fes basolateralni membranu do krve pomoci dalSiclontmvych
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transportéi. Uratova sekrece je nejspiSe zanedbatelnd a URjerlhlavnim
mechanismem regulace hladiny uratkrvi (Hediger, 2005).

2.5.3 Transport urata v proximalnim tubulu ledvin

V lidskych ledvinach byly identifikovany nasledujiaratové transportéry: URATL,
MRP4, OAT1l a OAT3. URAT1 jako apikalni anionicky atwvy vynenik je
zodpowdny za uratovou renalni reabsorbci. OAT1 a OAT3ijbasolateralni uratove
transportéry. Jsou to aniontové wWmiky a mohou byt zapojené do basolateralni
uratové absorbce. Jestli existuje samostatny basélai urdtovy vystupni
mechanismus, neni dosud znamo. MRP4 je apikaln® Ad dependentni uratovy
exportni transportér. OAT1, OAT3 a MRP4 se asi pgpw transcelularni uratové
sekreci (Hediger, 2005).

-20 -



3 HYPERURIKEMIE

Hyperurikémie je definovana jako zvySena hladinagkpy ma@ové. Hladina kyseliny
mocove Vv séru je zavisla na pohlavi &u. U obou pohlavi je vipdpubertalnim sku
hladina kyseliny méové nizk4. Za hyperurikémii povazujeme u iw¥ssi hladinu
kyseliny m@ové nez 420 pmol/l a 360 pmol/l u zen. Vyskyt hypi&emie v populaci
kolisa od 4 % do 40 %. Zda se, Ze vyskyt hyperunikécelos¥étové stoupa. Ve gedni

Evrog je pravadpodobny vyskyt hyperurikémie mezi 10 % az 20 % éHa;, 2003).

3.1 Patofyziologie hyperurikémie

Puriny v organizmu pochazeji jednak z diety (exaoggnjednak z rozpadu vlastnich
nukleotidi (endogenni). Dale jsou puriny temy syntézou de novo. Tato tvorba je
regulovana pomoci 2Zfmovazebnych mechanizmdle gijmu potravy. Moderni
izotopové metody umoznily z#it pool kyseliny m@ové v organismu. U zdravych
muZi ¢ini tato hotovost 860 mg az 1650 mgifper 1200 mg) u zdravych Zen 540 mg
az 640 mg (pmeér 590 mg). Hotovost u dnavych nemocnych dosahuje0 1&g
az 4000 mg, u pacieits €Zkou tofézni dnou byly popsany hodnoty az 31 00Q mg
Kyselina m@ova je vylkovana meéi a stolici. M&@i ¢ini podil asi 2/3 (asi 600 mg
denrg). Zbytek je vyldovan gastrointestinalnim traktem, kde je degradast&avnimi
bakteriemi na amoniak a oxid utity (Pavelka, 2003).

Hyperurikémie je definovana jako primarni, jestlsgobjevi jako prvni v gadi a neni
znamée jiné onemocni, které by ji vyvolavalo. Sekundarni hyperurikénpe takova,
ktera se vyvine nasledkem jiného onentmimebo Iéby. Obeck hyperurikémie, at jiz
primarni nebo sekundarni, tre byt disledkem zvySenéhoftipmu ¢i nadprodukce
purind, nebo snizené ledvinné eliminace pirici kombinace obou mechanig§niZima,
2002).

3.1.1 Primarni hyperurikémie
1) Enzymaticky defekt neden
a) nedostaténé vylwovani ledvinami (90 % primarni dny)

Familiarni dnava hyperurikémie, familiarni juvenilnhyperurikemické
nefropatie (FJHN)
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Onemocsni vznika v mladém &ku, je spojeno se vznikem dny a s progredujici
formou renélniho onemoéni. Onemoc#ni se penasi autosomalrominantni
formou genosu. Typickym nalezem je snizena e&Rrdrakce kyseliny méove
(EFkm), provazena hyperurikémii a dnavymi zachvaty. Ekterych rodin

s FJHN byly nalezeny mutace v tzv. UMOD genu (nowvgmodulin). Mutace
v UMOD genu jsou pravghodobré zodpoedné za medularni cystické ledviny
typu 2 acast FJHN. UMOD gen kdduje glykoprotein, ktery je zmeaném
nadbytku v normalni ledvin Mutace v genu ®mi pravdpodobrg tercialni
strukturu proteinu. Vyskytuji se i rodiny, kde vazbha genovy lokus 16p12
(lokus pro FIJHN i medularni cystické ledviny typul®la vylowena. Za FJHN
bude pravépodobré zodpowdny i dalSi gen, ktery zatim nebyl identifikovan.
Pro diagnostiku je zvlaStypickym nalezem sniZzena ki (Merta, 2004).

b) nadprodukce (10 % primarni dny)

Zvyseny pijem purirmi v die€ podstats prispiva ke zvySeni hladiny kyseliny
mocove Vv krvi. Bezpurinova dieta po dobu periodkolika dni miZze snizit
hladinu kyseliny meéové v m@i u zdravého muze od 2umol/l do 178umol/I.
Dostupny purinovy obsah konkrétniho jidlaize zaviset na jeho relativni
burscnosti, [Fepisovatelnosti a metabolické aktivit bunséného obsahu.
Prechod z purinové diety na bezpurinovou poukazujeminy hladiny kyseliny
mocoveé v zavislosti na typu a mnozstvi poskytnutychirpu Nagiklad RNA
mé& vysSi efekt nez ekvivalentni mnozstvi DNA a a&udena vyssi efekt nez
guanin. Nedavna studie ukazala, Ze muzi s vyS$ipmgm masa maji o0 41 %
vySSi riziko dny nez muzi spmem nizSim. Dale bylo zji&ho, Ze muzi
s vy§Sim pjmem mdskych produki maji riziko vysSi o 51 % ve srovnani
s muzi s nizkym iljmem mdskych produki. Nicméré konzumace na puriny
bohatych potravin rostlinnéhaiypodu, jako je nafiklad hraSek, fazoleiocka,
Spenat, houby a ktak, nebyla spojovana se zvySenym rizikem pro dnu.
Vzhledem k tomuto zjighi je vhodné dietou omezit zdroje purigivociSného
pivodu. Omezeni se naopak netyka pirirostliného gvodu, které jsou

vybornym zdrojem protei) viakniny, vitamiri a mineral. (Choi a kol., 2005).

! Prevod informaci genetického kédu z jednoho typu @oké kyseliny do jiného typu nukleové kyseliny.
Obecr uzivané k penosu genetické informace z DNA do RNA.
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2) Diagnostikovan enzymaticky defekt

a)

b)

Deficit glukdzo-6-fosfatasy u nemocnych s glykogeméd typu | vede
k hyperurikémii a #Bkdy i ke dnavé artrititl Hyperurikémie u dchto
nemocnych souvisi pravdodobré se snizenym vyliovanim m@ové kyseliny
maci, které je dsledkem zvySené hladiny nil& kyseliny a ketonémie. DalSim

moznym mechanismem je zvySena syntézg&avé kyseliny de novo, ktera je

2

Deficit hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferad®yART) je také znamy jako
Lesch-Nyhyriv syndrom (LNS). Hypoxanthin-guaninfosforibosyltséerasa je
hlavnim enzymem ip reutilizaci puriri. Je to na pohlavi vazana geneticka
porucha, ktera se klinicky projevuje mentalni retei, sebeposkozovanim
a patologickou agresivitou. Biochemicky se syndrprojevuje hyperurikémii,
zvySenym vyldovanim kyseliny méové a znanym sniZzenim aktivity
hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferasy v eryytech nebo v jinych
bunkach. Intracelularni koncentrace PRPP je zvySegj&cstak jako i rychlost
syntézy purifi. Neurologické symptomy jsou @gobeny snizenou dostupnosti
purind ve vyvijejicim mozku, ktery ma omezenou schopposiny syntetizovat
de novo, a proto je do velké miry zavisly na jejielntilizatnich metabolickych
drahach (Dastych 2008).

Casteny deficit HPRT (tzv.Kelley-Seegmilléy syndrom) je spojen s klinickou
symptomatologii souvisejici s nadprodukci KM (dnaatové konkrementy).
Enzymaticka aktivita HPRT je vysSi nez 8 % (Me@04).

Zvysena aktivita PRPP-synthetasy

PRPP-synthetasa katalyzuje vznik PRPP z ribosa#&tio a z ATP. PRPP je
prvni intermediat de novo syntézy purinovych nutithg kterd vede ke vzniku
inosinmonofosfatu (IMP), odé&hoz jsou odvozeny dalSi purinové sieuiny.
ZvySena aktivita PRPP-synthetasy vede k zvySenébdvé®RPP. Protoze
PRPP-glutamylamidotransferasa, limitni enzym de onosyntézy, neni
fyziologicky saturovanad PRPP, zvySuje se syntézmpwych nukleotid a tim

i tvorba kyseliny moové. Rizné formy zvysSené aktivity PRPP-synthetasy maji

X-vazanou €ddi¢nost (Fernandes, 2008).
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3) Snizené vyltovani kyseliny meéové gastrointestinalnim traktem

V mukdze tenkého stva katalyzuje xanthinoxidasa tvorbu kyseliny cone.

Naproti tomu bakterialni fléra tenkéhoresta urikolyticky degraduje kyselinu

mocovou ve gtewe. P ovlivnéni bakterialni flory nap antibiotiky mize dojit

ke snizZeni urikolyzy a byl pozorovan vznik dnavehohvatu (Pavelka, 2003).

3.1.2 Sekundarni hyperurikémie

1) Nadprodukce kyseliny ntové

2)

a)

b)

Lymfoproliferativni a myeloproliferativni onemo&mi

Nejcastji se vyskytuje sekundarni dna u plycythaemia wetara, myeloidni
metaplazie, dale u akutni a chronické leukémie ahuafetného myelomu.
VSechna tato onemoémi jsou charakterizovana zvySenou aktivitou kodiaie
a zvySenym obratem nukleovych kyselin (Pavelka 3200

Karcinomy

Hyperurikémie se fize vyvinout jako komplikace neoplazie.

Hemolyticka anémie

Dna mize doprovazet nejergjSi hemolytické anémie a hemoglobinopatie.

Hyperurikémie se vyskytuje velmasto u srpkovité anémie (Pavelka, 2003).

Snizené vylgovani kyseliny mgove

a)

b)

Nutri¢ni

Alkohol zvySuje produkci kyseliny ndové diky degradaci ATP na AMP. Mimo
to snizeni méové exkrece jako vysledek dehydratace a metabobakédzy
muze [ispet k hyperurikémii, ktera je asociovana s etanolowyavenim (Choi
a kol., 2005).

Renéalni/vaskularni

Ke snizenému vykiovani kyseliny meéoveé renalniho fvodu pati onemocsni
ledvin (nfizné etiologie), nizky objem mino(<1 mi/min), hypertenze.

Chronicka renalni nedostatest se fi sowasré piitomné hyperurikémii

posuzuje obtizh Na jedné stranvedou hyperurikémie a dna k poskozeni
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ledvin, na druhé str&n nefropatie jiné etiologie (n&p chronicka
pyelonefritida) ma za nasledek sekundarni hypetomik a dnu. Jestlize
piredchazela ataka kloubniho Zan jde pravdpodobré o dnavou nefropatii.
V opaném gipad je posouzeni slo&Si a rozhodnuti nemusitipést
ani biopsie ledvin. Vikledku hyperurikémie a dny vznikaji dva typy

renalniho poskozeni:

» akutni selh&ni ledvin v rdmci akutni tubularni reiyrvzniklé precipitaci
krystal v tubulech.

Akutni selhani ledvin je potencidretalni, ale nadsti velmi vzacné.
Nejcastji vznikd nag. pii zahajeni chemoterapie nebo radioterapie
malignit, kdy je mnoZstvi vyplavovanych ukamasivni. B rozliSeni
tohoto stavu od akutniho selhani ledvin jiné etad® ponize
stanoveni porru koncentrace kyseliny miové a kreatininu v nmi
(pokud neni nemocny zcela anuricky), ktery je zaoto stavu vysSi

nez 1, zatimco u selhani ledvin jiné etilologieZely nizSi nez 1.
= chronicka intersticialni nefritida

Chronicka intersticialni nefritida vznika ukladanumati do intersticia
ledvin. Ri histologickém vySéeni je jedinou typickou morfou fikaz

krystali natriumuratu. Dale vznikaji z¥ny tubularni a intersticiélni,
glomerularni, ale i vaskularni. Klinicky se onemétinmanifesuje malou
neselektivni proteinurii, poskozenim konce&nia schopnosti ledvin
a hypertenzi. Patologicky movy nalez je casty, erytrocyturie je
zjistovana v 15-50 % a leukocyturie az v 50%. Patologiokotovy

nédlez se nachazi¢kdy pouze intermitentn Thiele a spol. se pokusili
roz&lit dnavé nefropatie podle stupnzavaznosti doctyi skupin,

a tebaze toto rozdleni neni vSeobeénprijimano, lze je povazovat

piinejmensim za zajimavé:
I. patologicky m@ovy nélez, normalni renélni funkce

Il. patinajici posSkozeni ledvinnych funkci, fuvy nalez patologicky

nebo normalni
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[ll. kompenzovatelna retence dusikatych latek (kreatirsgru 133-707
umol/l), clearance kreatininu 1,0-0,17 ml/s

IV. dekompenzovana retence dusikatych latek (kreatisiéru 716-1326

umol/l, clearance kreatininu pod 0,17 ml/s) (Zim@02).

c) Dna vyvolana Iéky

Mrivrw s

v malych davkach, pyrazinamid, kyselina nikotinosaetambutol (Pavelka,
2003).

d) Metabolity a hormony (vazopresin, laktatova aciddeddza, angiotenzin)

e) Rizné (myxedém, respitai aciddéza, akutni infarkt myokardu,
hyperparathyre6za) (Zima, 2002)
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4 LABORATORNI DIAGNOSTIKA DNY

4.1 Kiritéria

Jasné diagnGza dny j& prakazu krystal natriumuratu, népsgji v kloubnim vypotku.

Dale je moZzno diagnostikovat dnui gptitomnosti 6 klinickych kritérii ze 12. Jde

o kritéria vytvadené subkomisi Americké revmatologické spotesti v roce 1977.

Specifita a senzitivitaipuziti 6 kritérii se pohybuje kolem 90 % (PavelRa03).

Tabulka 1. ACR kritéria pro klasifikaci dny (PavelR008)

ACR kritéria pro klasifikaci dny
* Pritomnost krystal natriumuratu v synovialnim vypotku

* Prikaz tofu obsahujiciho natriumurat ez chemicky nebo v polarigaim
mikroskopu)

» Pfitomnost 6 z 12 klinickych kritérii

Klinick& kritéria pro akutni dnu

1. Maximum z&stu 1 den

Vice nez 1 ataka
Monoatrtritida

Zarudnuti

Bolest a otok 1. MTP
Unilateralni postizeni 1. MTP
Unilateralni postiZzeni tarzu
Suspektni tofus

S 2 L R

Hyperurikémie

10.Asymetricky otok
11.Subkortikalni cysty, Zadné eroze
12.Negativni kultivace vypotku

Splrgno 6 a vice kritérii: SENSITIVITA /87,6 %

SPECIFITA /97,2 %

Evropska liga proti revmatismu navrhla ,Dop&eni pro diagnostiku dny*, které bylo

vypracovano skupinou expérta které je usp@dano do 10 dopotujicich bod

(Pavelka, 2008).
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Tabulka 2. EULAR dopoteni pro diagnostiku dny (Pavelka, 2008)

EULAR doporieni pro diagnostiku dny

1.

10.

Pti akutni atace je rychly rozvoj zavazné bolestipgani citlivosti a zarudnuti
ktery dosahuje maxima za 6 — 12 hodin vysoce pedien z dnavého z&tu, i
kdyz neni zcela specificky pro dnu.

Klinicka prezentace dny ve foghrecidivujici podagry je relatignpiesna pro
diagnozu, ale neni definitivni bez nalezu krystal

Demonstrace krystalnatriumuratu ve vypotkdi v tofu umozuje definitivni
diagnozu dny.

Rutinni  vySetovani synovialni tekutiny na krystaly natriumuratie
doporwovano u vSech vzotksynovialni tekutiny u pacieint kde zatim nebyl:
stanovena diagnoza.

Identifikace krystal z asymptomatickych kloub v intermitentnim obdob
muze pomoci k diagnéze.

Dna a sepse mohou koincidovat, takZze Gramovo baev&nltivace synovialn
tekutiny by ngly byt v suspektnich fipadech provedeny, i kdyz krysta
natriumuratu byly jiZz identifikovany.

e

Hyperurikémie je sice nejtkzitéjSim rizikovym faktorem pro dnu, ale nal
hyperurikémie neni potvrzujici ani vyjici faktor, protozefada lidi ma
hyperurikémii bez fitomné artritidy a obeeéncast atak vznikne ip normalni
urikemii.

Rendlni vyldovani kyseliny méové by nélo byt provedeno u vybranyc
pacienti, zvlast u tch s rodinnou anamnézoucasku dny v mladém &ku do
25 let nebo s ledvinovymi kameny.

Ackoliv mohou byt rentgenogramy uziteé v diferencialni diagnéze a moh
ukazovat znaky typické pro chronickou dnu, nejsdiiliSp uzitené pro
potvrzeni diagndzy dny v akutnim stadiu.

Rizikové faktory pro dnu a asociovana onemwdrby nEly byt vyhodnoceny
véetre  rysi metabolického  syndromu  (obezita, hyperglyken

/

y

(L]
N

-

€,

hyperinzulinemie, hypertenze).

Obecr je ale o d& uvazovano u kazdé:

a)
b)
c)
d)
e)

f)

akutni artritidy

recidivujici artritidy

oligoartritidy, zvlast dolnich kogetin u mu# stedniho ¥ku
pii zarudnuti kloub

pii ptitomnosti artritickych projeva urolitidzy

pii artritidé a metabolickém syndromu (Pavelka, 2008).
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4.2 VySetreni kloubni tekutiny

Kloubni (synovialni) tekutina je viskdzni tekutingpliujici dutiny kloulii. Svymi
vlastnostmi se podili na mazacich pochodech v idoab Kloubni tekutina je
v kontaktu jak s povrchem chrupavky tak i sikami synovialni tka& a krevnimi
vlase&nicemi, zajifuje transport Zivin a kysliku z krve ke chrupavcetransport
metabolifi ven z kloubu (Zima, 2002). Hyaluronat v ni obsgzeavic msobi jako
protektivni obal ,receptéf pro bolest a snizuje tak jejich drazdivost. Tento
glykosaminoglykan, ktery je syntetizovan v B syromyitech, fisobi jako lubrikant
kloubnich povrch. Jeho molekula tdena linearnim nesulfatovanymetzcem,
ptedstavuje vysokomolekularni cukerny polymer o moleké hmotnosti 3- fdaltorii
(Zima, 2002).

Synovialni tekutina je za fyziologickych podmin&ka, velmi vazka tekutina, &kdy

s lehce Zlutavym nadechem. Je to vlasuitrafiltrat krevni plazmy obohaceny
o produkty butk synovialnich obdl kloubu. Koncentrace elektrofyta malych
molekul (urea) je stejna jako v plagmKoncentrace glukdzy je nizSi, nebge
utilizovana buitkami chrupavky. V malém mnoZstvi jsou zastoupengfdiipidy

a cholesterol. Vlivem selektivni permeabilityrstkrevnich kapilar jsou plazmatické
proteiny gitomny v mnohem nizsi koncentraci nez v plazievaZzujicim proteinem
je albumin, ktery se podili na koloiglmsmotickém tlaku. Fibrinogen ani dalSi faktory
krevniho srédZzeni se v normalni kloubni tek&itievyskytuji (Zima, 2002).

V normalnich diarthodiélnich kloubech se kloubrkutina nachazi v malém mnoZzstvi
a pro vyseaeni je prakticky nedostupna. Udava se, Ze koleoiltklobsahuje 1-2 ml
kloubni tekutiny. Za uitych okolnosti (zaét, degenerativni zsmy, trauma) se dre
vytvaret vypotek. Zminy objemu a latkového slozeni kloubni tekutiny jsmirazem

patologickych procdsprobihajici v synovialni tkani (Zima, 2002).

4.2.1 Odbér vzorku

Obvyklou metodou pro ziskani vypotku je punkce kios jehlovou aspiraci synovialni
tekutiny. Pokud neni vzorek bezpi@stre zpracovan, jeréba pidat antikoagulani
piipravek, nebt patologické vypotky seé&kdy spontané srazeji. Jedinym vhodnym
antikoagulantemipanalyze krystdl je heparin (heparinat sodny nebo heparinat lithny)

Jiné latky se nedopatuji vzhledem k mozné tvogkartefakfi (Zima, 2002).
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4.2.2 Makroskopické vySeteni

Makroskopické posouzeni barvy, zakalu a viskozitgkytuje prvni pedstavu o typu

vypotku. Orientaéné Ize posoudit, o jaky typ vypotku seige jednat.

Vzhled miZe byt ciry, kalny, ml&ny, krvavy. Barva Zluta, SedoZlutg, ceavenala,
nazelenala. Viskozita se zkousi kvalitatiypomoci dvou jednoduchych tést
a) Vlaknovy test: Punktat se necha zékstky volné odkapavat a pozoruje se,
jak dlouhé vladkno se twd predtim, nez kapka odkapne. Norm#éle viakno
asi 3 cm dlouhé. P snizené viskozd je to 0,5 — 1 cm nebo dokonce tekutina
odkapava volé (zaretlivy vypotek). Vysokd viskozita je u osteoatrézy,
traumatického vypotku, lupus erythematodes; nizkad ¢né, pseudoda
revmatoidni a septické artritid
b) Test na mucinové koagulum: do Petriho misky seYdadztok kyselina octové,
odkapne se 0,1 ml punktatu a pozoruje se proti émavpozadi, zda kapka
zastava celistva (typ 1 a 2), coz je typické pro mei&é vypotky;naproti tomu
rozpad kapky na drobné wky (typ 3 a 4) stdci pro zastlivy vypotek

(snizena viskozita) (Masopust, 1998).

4.2.3 Mikroskopické vySetteni

Prvnim krokem mikroskopické analyzy je pozorovaafimiho preparatu v optickém
mikroskopu. B obvykle pouzivaném 2¥Seni (400kréat) Ize déb rozpoznat leukocyty,
erytrocyty, fibrilarni material a kapénky tuku. Poach specialnich pozorovacich technik
(fazovy kontrast nebo tzv. pseudofaze) je moznésgbtit zastoupeni ragodytTimto
terminem jsou ozravany buiky obsahujici inkluze. Vysoké procento raga@cgrice

nez 60 %) se nachazi u septické artritidy, dnyug@edny a revmatoidni artritidy.

viv s

synovialniho vypotku v polarizaim mikroskopu. Jestlize jsou jeho polatiagfiltry
otoceny do polohy, Ze sviraji pravy uUhel, vznikne tmawde, ve kterém uratové
krystaly jasw sviti. Nekdy vznika az tzv. obraz ,Redného nebe®. Krystaly maji
vétSinou jehlicovity tvar, jsou dlouhé 2-20n a 0,5-2um Siroké. V akutnim z&chvatu je
vétSina krystal fagocytovana a nachazime je intracelularidulezity je pitikaz
dvojlomu: Kemenny kompenzator prvniidy vioZzeny mezi polarizai filtry vytvari
cervene pole, ve kterém se krystaly jevi jako mophsi]ize jejich osa probiha paraléln

S osou polarizovaného &la, a Zluté, jestlize jsou na ni kolmé. Krystagtnumuratu
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jsou tedy silg@ negativé dvojlomné, na rozdil od krystal kalciumpyrofosfatu
dihydratu, které jsou slabpozitivre dvojlomné (Pavelka, 2003). {kaz krystal
znamena diagnoézu dnavé artritidy, coz ale nejli jinA sodasreé pritomna
onemockni (pseudodnu, septickou artritidu, fraktury ajNepfitomnost krystal
v prvych 24 a 48 hodinach po&ku zachvatu diagnézu dny zpochufe. Krytaly
jsou ulozeny fevazri intracelularg a nachazeji se az v 70 % klégupacient s dnou
i v interkritickém obdobi, tj. v obdobi bez zachvéZima, 2002).

4.2.4 Cytologicka analyza kloubniho vypotku
Cytologicka analyza kloubniho vypotku vyuziva obMykhematologické techniky

s rekterymi malymi modifikacemi. Stanoveni celkovéhatfpoleukocyti a erytrocyl
se provadi v Birkerav komirce po obarveni methylenovou ntod Nagry
pro diferenciélni rozptet se zhotovuji podokrjako u periferni krve. Po panoptickém
barveni (May-Grinwald, Giemsa-Romanovski) secifafi lymfocyty, monocyty

a neutrofilni segmenty. Vysledek se vyjaje v procentech (Zima, 2002).

K podrobrgjSi cytologické analyze se pouzivaji histochemickitody. Detekci
buré¢cnych subtyg nad ramec &ného cytologického vySeni umoauji

imunocytochemické postupy s vyuZzitim monoklonalmobtilatek.

Tabulka 3. Hodnoceni ptu leukocyd (Masopust, 1998)

Onemocrgni, syndrom Patet leukocyti v pl % granulocyti

Reaktivni vypotek:
osteoartroza, 2 000 25
traumatickd artritida aj.

Zaretlivy vypotek:

- revmatoidni artritida 5 000 - 20 000 65 a vice
- revmaticka horéka, lupus 2 000-10000 10 -50
erythematodes

- dna a pseudodna 5000 - 20 000 65 a vice
- septickd artritida nad 100 000 nad 75
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Tabulka 4. Diferencialni diagnostika nafiez kloubnim punktatu (Masopust, 1998)

Onemocgni
Nalez Normal arthritis dna revmatoidni | septicka
deformans artritida artritida

Barva slamova | Zzluta zlutobila  Zlutozelenaya Seda
Vzhled ciry ciry kalny kalny kalny
Viskozita vysoké vysoka nizka nizka nizka
Mucin-Clot I I [l v v
Leukocyty vl | <200 | <2000 izoggoaz 2008806‘2 > 20 000
% granulocyt | 25 25 60-70 75 >75
Krystaly - - uraty cholesterol -
Komplement N N-1 N-1 ! N-1
Baktérie - - - - +
Revmatoidni
faktor ] ] ) i ]

4.3 Prikaz krystala natriumuréatu v tofech

Krystaly natriumuratu mohou byt prokadzany i v tdfedteré se vzaen objevuiji
i pred vznikem dnavé artritidy. Nicmé&npiitomnost podkoZnich uzlik vyZaduje
oveéieni, zda-li nejde o tofy. Naffpomnost tofi Ize také nefimo usuzovat i) nalezu
erozi a cystickych, jakoby fioojnikem vyrazenych cystoidnich projasnna rentgenu,
zvlase pak @i nalezu nd. MTP a na kloubech dolnich k&etin. Tato morfa vSak neni
pro dnu specificka a diferenciélni diagnéza pretrmatoidni artritid a osteoartréze

nemusi byt snadna.

Jestlize jde o tofus podkoZzni wkkych tkanich, tak sta jednoducha fima biopsie,
jestlize jde o tofus v chrupavce nebo v synoviib@dse @&la artroskopicky. Material
pro analyzu se ziskava aspiraci materialu za a&sgph podminek velkou jehlou.
Aplikace malého mnozZstvi fyziologického roztokuize usnadnit odiv krystatfi.
Pri punkci st&i i minimalni mnozstvi materialu (nApobsah jehly), ktery se rozet
na skltko (Pavelka, 2003). Jestlize se nepgodaystaly prokazat, je mozné provést
otewenou chirurgickou biopsii. Takto ziskana itkdmusi byt ihned fixovana

v absolutnim alkoholu, aby séegleSlo rozpoushi krystali (Zima, 2002).
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4.4 Rentgenovy obraz

Na za&étku onemocEni v akutnim stadiu jsou postizené klouby bez remtdpgickych
zmeén. V pokra@ilém stadiu onemoami je predileknim mistem postizenl. MTP
kloubu. Tofy se mohou objevit kdekoliv, dapgji vSak na kbetu nohy, na kotniku
a extenzorovycltdstech loketnich klouib Kostni eroze jsou d& ohrantené, popisuji
se jakoby vyrazené fbojnikem. Nkdy se vyskytuji margindlni eroze. Kloubni
Sterbiny mohou byt zGZeny.tPpostupujici nemoci ¢kdy vznikaji v blizkosti kloub

rozsahlé osteolytické Iéze (Pavelka, 2003).

4.5 Stanoveni kyseliny m@oveé v krvi a mcti

4.5.1 Preanalytické faze

K analyzovanému materialu touto metodoutipatazliva krev - sérum (S), nesrazliva

krev - plazma (P), no(U) — nahodny vzorek nebo&lza 24 hodin.

Odker se provadi rdno nalao po tlesném klidu, bez#edchoziho slumni. Pacient by
nentl jist vnittnosti, maso max. 150 g/den. N&nby pit kavu, coca-colu¢aj, pivo
a alkohol. (Ustav klinické biochemie a laboratadizignostiky VFN a 1. LF uk, 2009).

Mo¢ se shira 24 hodin do plastovychéstych lahvi bez konzer¢aich pgisad.
Laboratd musi ged analyzou provést alkalizaci te(5M NaOH) na hodnotu pH vyssi
nez 8,0, aby nedoSlo k vysradZeni soli kyselinyconé. Alternativié |ze alkalizaci
provést pomoci 15 ml 5M NaOH, ktery s&dd do skrné nadoby. Po uké@eni skiru
se objem promich4, zii a do laboratie se dorti 10 ml (SEKK, 2010).

Stabilita vzorku viz Tabulka 5.

Tabulka 5. Stabilita vzorku (Novak, 2002)

Material Pokojové teplota Lednice Mrazak

(+20 °C az +25 °C)| (+4 °C az +8 °C) (-20 °C)

S,P 3 dny | tyden | rok
U 3 dny | tyden nemrazit

Né&ktefi autdi uvadi stabilitu obechkratsi.
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4.5.2 Pouzivané metody

4.5.2.1 Referer®ni metoda
Referegni metodou je hmotnostni spektrometrie s izotopovymedovanim

(ID-GC/MS). Metoda umaiuje stanoveni s absolutni chybodiadu 0,1 %. VyZaduje
specialni vybaveni a je realizovana na omezenéttuppracovi§ v celosétovém

meéfitku.

Ke vzorku se fidd zndmé mnoZstvi kyseliny gmvé, zndené uhlikem € a po slozité
Upraw vzorku se uff hmotnostni spektrometrii pamkyseliny m@ové C? a C*
Z tohoto pomdru a znameého ifdavku Ize pak it koncentraci KM ve vzorku
(Dolezalova, 1990).

4.5.2.2 Chemické metody
Chemické metody vyuZzivaji redéki vlastnosti kyseliny mimve.

Metody s kyselinou fosfowolframovou jsou zaloZeng tvork® wolframové mote
po redukci fosfowolframové kyseliny urdtem v alkkBm prosiedi. Zabarveni se &fi
spektrofotometricky v oblasti 650 - 700 nm. Reapuoabiha podle nasledujici reakce:

kyselina m@ova + HPW;,0,+ O, — allantoin + CQ + wolframova mot

Jednim z nutnych krakje deproteinace vzorku plazmy, protoZe vznikajékal, ktery
proteiny zmisobuji, n@ize nepedvidateld ovlivnit absorbanci.. # reakci dale
interferuje celarada endogennich latek: glukosa, kyselina askorbgWdtathion,
cystein. Z exogennich latek pak acetaminofen, &@igylova kyselina, theofylin
apuriny zn4paj (kofein, theobromin). VSechny tyto latky také rkdji
fosfowolframovou kyselinu, a Zigobuji tak pozitivni chybu (Novék, 2002).

Na stejném principu je zaloZeno stanoveni s chdonidelezitym a fenantrolinem, jehoz

produktem jeterveny ferozin:
kyselina mg@ova + Fed — FeC} + fenantrolin— ferozin

Obecré jsou tyto metody jsou nespecifické a pro kvarititdt stanoveni kyseliny

mocove se nepouzivaji (Dastych, 2008).
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4.5.2.3 Enzymoveé metody
Enzymové metody jsou zaloZeny na uZziti enzymu syikktery rozklada kyselinu

mocovou podle reakce:

urikasa
kyselina mg@ova + 2 HO + O, » allantoin + GG H,0O,

Koncetraci kyseliny m@&ove Ize pak iit:

A) piFimo - meienim Ubytku absorbanceip293 nm (allantoin vznikly oxidaci
kyseliny m@&ové (i této vinové délce neabsorbuje). Tentdsapb stavoveni byl
diive pouzivan jako referéni. Nelze jej ale automatizovat, navicéheni
pii 293 nm vyZaduje specialni zdrojreai (deuteriova lampa)

B) nepfimo - stanovenim vzniklého @;:

» peroxid vodiku se stanovi Trinderovou reakuxidativni kopulace), i které
reaguje s 4-aminoantipyrinem a fenolem (nebo jedrovdtem, nap N-ethyl-N-
/2-hydroxy-2- sulfopropyl/-m-toluidin, TOOS) wipomnosti enzymu peroxidasa
za vzniku c¢erveného chinonmonoiminového barviva, které se osian
spektrofotometricky 490 nm:

peroxidasa
H.O, + 4-aminoantipyrin + derivat fenolu > chinoniminové barvivo +

H.O

» pii stanoveni podle Kageyanoxiduje peroxid methanol za katalyzy katalasou
a vznikly formaldehyd pak ipjde Hantschovou kondenzaci s amoniakem
a acetylacetonem na Zluty dihydrolutidin¢iimse g 405 nm:

katalasa
H.O, + methanol » formaldehyd

formaldehyd + acetylaceton + NH— dihydrolutidin + HO

 metoda s alkoholdehydrogenas¢dDH) vyuzivA misto methanolu ethanol,
ktery je pomoci katalasy oxidovan na acetaldehydak ALDH na acetat.
Koenzymem je NADP, ktery je redukovan na NADPHO0Z se projevi zémou
absorbanceip340 nm:

katalasa ADH
H,0, + ethanol > acetaldehyNADP* > acetat +
NADPH; (Dastych, 2008).
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Enzymova stanoveni obecrusi kyselina askorbova a bilirubin.

Méteni provadi laborate klinické biochemie na automatickych analyzatonechoci
komegnich souprav. Objem vzorku se pohybuje kolem 1(ophjem reakni snesi je
vétSinou mezi 200 — 300 pl (podle typu analyzatovldstni analyza trva 8 — 10 minut.
Vzorky maie jsou automaticky fpdredeny (negaseji v pomeru 1 : 10), aby se
vysledky dostaly do kalibéaiho rozsahu (cca do 1 000 pmol/l). @&gnosti iieni
vypovida nejlépe hodnota kombinované nejistotyani, kterd se pohybuje v rozmezi 3
— 4 % (SEKK, 2010). Teoretické tolekam rozgti (TMU) je piitom 17,2 % pro sérum
a 22,1 % pro mb(Novak, 2002), TMU pozadovanéi gxterni kontrole kvality je 14 %
pro sérum a 26 % pro MESEKK, 2010).

4.5.2.4 Elektrochemické metody
Koncentraci kyseliny m@ové |ze stanovit polarografickytipno nebo nifenim Ubytku

kysliku Clarkovou elektrodou pdigani vzorku do reaii snesi obsahujici urikasu.
Zndmé je i stanoveni pomoci enzymové elektrody, jppz membraa je

immobilizovana urikasa.

O cetnosti vSech vySe uvedenych metod v laboratortminiupraxi nejlépe vypovida
statistika systéfh externich kontrol kvality. V cyklu Analyty krevndhséra AKS1/10
¢eského organizatora SEKK s.r.o. (Pardubice) uvedl@87 dastniki 183 enzymovou
fotometrickou metodu (tj. 98 %) a pouze dastnik Kageyamu. Podobir rémeckém
cyklu RfB (Referenzinstitut flir Bioanalytik) KS2/10pouzilo z 552 &astniki 442
enzymatickou metodu s barevnou reakci (tj. 80 %3 (astniki uvedlo Kageyamu
(18 %), 3 pouzivaji metodu s ADH a dafnici ,jinou* (SEKK, 2010).

4.5.3 Referenéni rozmezi hodnot

Na zaklad fady méfeni hladin kyseliny mipvé v séru nebo plazhzdravych osob byla
navrzena referémi rozmezi hodnot pro muze 150 — 42®ol/l a 150 -350 pmol/l

pro Zeny. Referami rozsahy hodnot vSak zavisi na pouzité metbtkratue):
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Tabulka 6. Srovnani referenich rozsak hodnot

Material, sex Jednotky Zima Roche ngﬁ?;n'
Krev — muzi pmol/l 220 - 420 202 - 416 286 - 518
Krev - zeny pmol/l 140 — 340 143 - 339 155 - 476

Ranni maé mmol/| 2,2-55
Moc¢ za 24 h mmol/d 15-45 1,2-59 15-44

ZvySend hladina kyseliny mové v plazn$ nad hodnotu 54@mol/l znamenéa u muiz
159 kréat vyssi riziko prawgodobnosti vyskytu dnavé artritidy nez ve sképmuzi

s hladinou nizSi nez 360 umol/l (Novak, 2002).
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ZAVER

Kazdy paty az desaty obyvateliestni Evropy ma zvySenou koncentraci kyseliny
mocové v krvi. Velké procento populace vSak nemusi &étiné potize. \gthto
piipadech se jedna o asymptomatickou hyperurikémaniféstni dnou onemocni m€n
nez 1% populace, a tofqdevsim muzi mezi 40.-50. rokeneku. Projevuje
se nepijemnymi zagty kloubd a postizenim ledvin. Vlivem Spatného zivotniholsty
vSak procento onemoeéni stale naista a timto onemoénim trpi stalecastji lidé
mladSich ¥kovych skupin. Zakladnimipdpokladem &y dny je gedevSim pesna
diagn6za auweni eventualnich asociovanych onenmtmén Zatimco nélez
hyperurikémie je nezbytny pro asymptomatickou hypkémii, absolutnim pikkazem
dnavé artritidy je potvrzeniiftomnosti krystal natriumuratu v synovialni tekutin
polariza&nim mikroskopem. Hladina kyseliny gmvé v krvi totiz kolisa a v obdobi
akutniho dnavého zachvatuibec nemusi byt iftomna hyperurikémie. Hladina
kyseliny ma&ové miZze byt normalni nebo dokonce snizena. V laboratotimini praxi
se pro stanoveni kyseliny kmvé pouziva népstji enzymaticka fotometricka metoda.

V chronickém stadiu je pro diagnézileité rentgenové vyseni postizenych kloub
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SEZNAM ZKRATEK

CRP
EFKM
FJHN
HPRT
ID-GC/IMS
IMP

KM

LSN
MRP4
OAT1
OAT3

P

RF

S
SLC22A12

T™MU

U
UMOD
URAT1
XMP
LMTP

C- reaktivni protein

exkreni frakce kyseliny m&ové

familiarni juvenilni hyperurikemicka nefropati
hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferasa
hmotnostni spektrometrie s izotopovyredovanim
inosinmonofosfat
kyselina m@ova

Lesch-Nyhativ syndrom

human multidrug resistance protein 4
organic anion transporter 1

organic anion transporter 3

plazma

revmatoidni faktor

serum

solute carrier family 22 (organic aniofi@a transporter),
member 12
teoretické toleragni rozggti

moc

gen kédujici uromodulin

ledvinny aniontovy kanal

xanthinylat

I. metatarzofalangealni kloub
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