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✓ biologicky aktivní sloučeniny - zadržovány v důsledku poškození ledvin

✓ klasifikovány dle velikosti molekulové hmotnosti a vazby na proteiny

✓ močovina, uremické soli … 



Indoxylsulfát

✓ toxický (nefrotoxický) metabolit tryptofanu
akcelerace glomerulární sklerózy, renální fibrotizace, nefropatie

✓ vzniká fermentací tryptofanu v tlustém střevě

✓

tryptofan přijatý stravou

rozklad střevními bakteriemi



✓ fyziologická koncentrace IS v krvi: 

✓ koncentrace IS v krvi dialyzovaných pacientů je vyšší až 10 – 80x

střevní dysbióza

chronické onemocnění ledvin selhávání ledvin

další komplikace 
(kardiovaskulárním onemocnění, malapsorbce, …)



Peritoneální dialyzát

Krevní sérum

silná vaznost IS 

k albuminu

Moč



Náš hlavní cíl:
Vyvinout dostupnou a efektivní metodu pro stanovení koncentrace IS v peritoneálním 
dialyzátu a v krevním séru.

→ monitorovat dialyzované pacienty
→ zlepšení nutriční péče o pacienty s diagnózou renálního selhávání

→ méně bílkovin v potravě pozitivní vliv 

✓ Vývoj funkčního analytického kitu – vytvoření vhodné reakční směsi

10 mg 3,5-dichlorfenyldiazonium tetrafluoroboritanu
3 g kyselina citronová
0,4 g kyselina dodecylbenzensulfonová
0,5 g difenylfosfát

1 ml isopropanolu
Doplněno destilovanou vodou na objem 100 ml.



✓ Úprava vzorku před vlastní analýzou 

deproteinace a uvolnění IS z vazby na albumin 

Anorganická kyselina HClO4 

(nízký výtěžek)

Vzorek 250 µl 
(vodný roztok IS, serum, dialyzát)

+350 µl redestilovaná voda
+700 µl 7%kyselina chloristá

→ centrifugace 
(10 min, 10.000 g, 20 °C)

Různé objemy vzorku  + REAKČNÍ KIT

Organické rozpouštědlo ACN mísitelné s vodou 
vysolení ACN (výtěžek 90 %)

Vzorek 250 µl (vodný roztok IS, serum, dialyzát).

→ přídavek 750 µl Acetonitrilu
→ točení na Stuart (10 min, otáčky 40)
→ centrifugace (10 min, 10.000 g, 20 °C)

Po centrifugaci odebráno 750 µl.

→ přídavek 250 µl roztoku (NaCl (5 mol/l) + HCl (0,1 mol/l))  
tj. 14,6 g NaCl a 0,5 ml konc. HCl do 50 ml destilované vody

→ točení na Stuart (10 min, otáčky 40)
→ centrifugace (10 min, 10.000 g, 20 °C)

Odebrána horní vrstva 400 µl pro měření + REAKČNÍ KIT



✓ Odečet spektra - vodný roztok IS

Spektrofotometr UV-1700 PharmSpec,
Shimadzu

Redestilovaná voda

Vodný indoxyl sulfát (0, 51, 204, 255 (µmol/L)

0 umol/l

51 umol/l

204 umo/l

255 umol/l



Redestilovaná voda

Vodný indoxyl sulfát (0, 51, 204, 255 (µmol/L)

Spike serum (0, 51, 204, 255 (µmol/L)

✓ Odečet spektra - vodný roztok IS a spike serum

Postup přípravy kalibrační řady – vodný roztok a spike serum.

Bylo pipetováno do ependorfky 400 ul voda (serum) a vytvořena kalibrační řada pro vodný roztok (serum).

K vodě (seru) byly pipetovány objemy standardního roztoku IS a vody pro vytvoření kalibrační řady -viz. tabulka.

Celkový objem byl 500 ul – odebráno 250 ul vzorku pro VUOS a 250 ul pro FNHK a zpracováno dle předchozího postupu vysolením s ACN.

VODA (µl)
Standard IS (µl)

(zásobní roztok IS ve vodě o 
koncentraci 1275 umol/L)

Redestilovaná 
voda (µl)

Koncentrace 
(µmol/L)

400 0 100 0
400 20 80 51
400 40 60 102
400 60 40 153
400 80 20 204
400 100 0 255

SERUM (µl)
Standard IS (ul)

(zásobní roztok IS ve vodě o 
koncentraci 1275 umol/L)

Redestilovaná 
voda (µl)

Koncentrace 
(µmol/L)

400 0 100 0
400 20 80 51
400 40 60 102
400 60 40 153
400 80 20 204
400 100 0 255



✓ Kvantifikační postup

Měřeny 3 vlnové délky

(místo zdvihu baseline)

(absorpční max)

(místo baseline)

Výpočet z vlnových délek

Výpočtový vzorec

470 – ((420 - 520)/2 + 520))



Souhrnný graf
hodnocení dle navrženého vzorce

y = 0,0007x - 0,0082

R2 = 0,9924
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Zdravý člověk
Fyziologická koncentrace 

Pacient 
docházející na dialýzu

MOČ

Fyziologická koncentrace kreatininu: 
5,7 - 14,7 mmol/L

Fyziologická koncentrace močového indikanu:
40 - 130 µmol/L

většinou nemočí

KREVNÍ SÉRUM

Fyziologická koncentrace kreatininu: 
ženy 44 – 100 µmol/L 
muži  60 - 110 µmol/L

Fyziologická koncentrace indikanu: 
2 – 10 µmol/L 

10 – 80x vyšší indikan

DIALYZÁT
(peritoneální dialýza) ----

průměrně 250 µmol/L indikanu
optimum 100 µmol/L indikanu



MOČ KREVNÍ SÉRUM DIALYZÁT

jednorázový odběr moči → výsledky 
vztahovány ke koncentraci kreatininu

Vzorky získané stočením plné krve
1.čerstvé vzorky

2.Vzorky ihned  po odběru zamraženy

1. čerstvé vzorky
2. Vzorky ihned  po odběru zamraženy

JAFFÉ REAKCE
kreatininu + kyselina pikrová 

v alkalickém prostředí

1. srážení bílkovin : 
sérum + kyselina chloristé

sérum +  kyselina methafosforečná
sérum + vysolení + ACN

2. Centrifugace (teplota,  čas, otáčky):
10 000 g – 14 000g

4 - 20 °C, 5 - 10 min

1. srážení bílkovin : 
dialyzát + UPW

dialyzát +  kyselina chloristé
dialyzát+ kyselina methafosforečná

2. Centrifugace (teplota,  čas, otáčky):
10 000 g – 14 000g

4 - 20 °C, 5 - 10 min



MOČ KREVNÍ SÉRUM DIALYZÁT

SYSTÉM:
UHPLC UltiMate 3000 

s ED-DAD

UHPLC UltiMate 3000 

s ED-DAD

Agilent 12060 infinity 

s FLD

KOLONA:
Agilent Zorbax SB-C18

250 x 4,6 mm; 5 μm 
+ předkolona

Kinetex XB-C18
100 x 4,6 mm; 5 μm 

+ předkolona

Kinetex XB-C18
100 x 4,6 mm; 5 μm 

+ předkolona

TEPLOTA NA KOLONĚ: 20 C 20 C 25 C

DÁVKOVANÉ MNOŽSTVÍ: 1 l 1 l 10 l

TEPLOTA V DÁVKOVAČI: 6 C 6 C 4 C

PRŮTOK MOBILNÍ FÁZE: 0,4 ml/min 0,3 ml/min 0,5 ml/min

MOBILNÍ FÁZE:
A (95 %) = Fosfátový pufr pH 

B (5 %) = Methanol

A (85 %) = Fosfátový pufr pH 4,2

B (15 %) = Methanol

A (82 %) = 0,2 % TFA v UPW

B (18 %) = 0,2 % TFA v ACN

NASTAVENÍ DETEKTORU:
E1_+400 mV;  E2_0 mV

DAD: 500 nm
E1_+400 mV;  E2_0 mV Em 375 nm;  Ex_280 nm

DÉLKA ANALÝZY: 20 min 20 min 20 min



Stanovení IS ve vzorcích moči, HPLC - ED

Fyziologická hladina močového indikanu Patologická hladina močového indikanu



Stanovení IS ve vzorcích krevního séra

INDIKAN

y = 6,0507x - 12,581
R² = 0,9994

y = 5,3772x - 10,304
R² = 0,9989
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Kalibrace 

kalibrace vodný roztok IS

kalibrace spik serum

Lineární (kalibrace vodný
roztok IS)

Lineární (kalibrace spik
serum)

měřené vzorky: zdravé sérum, zachovalá diuréza, anuričtí pacienti

předúprava vzorků: 350 µL séra + 350 µL UPW + 700 µL kyseliny chloristé, srážení – centrifugace 14 000g/ 4 °C / 10 min

kalibrace: IS ve vodě, IS ve směsném séru ( ˂ 10 µmol/L IS, ˂ 100 µmol/L kreatininu)



Stanovení IS ve vzorcích dialyzátu

měřené vzorky: zachovalá diuréza, anuričtí pacienti

předúprava vzorků: 200 µL dialyzátu + 200 µL UPW + 400 µL kyseliny chloristé, srážení – centrifugace 10 000g/ 4 °C / 5 min

INDIKAN
y = 0,0095x2 + 12,683x - 77,643

y = 0,0112x2 + 12,283x - 30,682

y = 0,0161x2 + 10,882x - 18,527

y = 0,0133x2 + 12,884x - 54,488

y = 0,0187x2 + 11,618x - 291,99

y = 0,0155x2 + 10,068x + 21,366

y = 0,0067x2 + 7,6x - 90,201

y = 0,0047x2 + 8,7424x - 75,907
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kalibrace: IS ve vodě, IS v BSA , metoda standardního přídavku 



MOČ KREVNÍ SÉRUM DIALYZÁT

MĚŘÍCÍ SYSTÉM:
UHPLC UltiMate 3000 

s ED-DAD
UHPLC UltiMate 3000 

s ED-DAD
Agilent 12060 infinity 

s FLD

OPAKOVATELNOST MĚŘENÍ
nižší konc.: RSD = 4,92 %
vyšší konc: RSD = 4,86 %

nižší konc.: RSD = 2,36 %
vyšší konc: RSD = 0,65 %

pod 2 %

OPAKOVATELNOST METODY
nižší konc.: RSD = 8,0 %
vyšší konc: RSD = 4,6 %

nižší konc.: RSD = 1,77 %
vyšší konc: RSD = 0,73 %

pod 5 %

SPRÁVNOST METODY 
VÝTĚŽNOST

nižší konc.: 101 % (RSD = 8,8 %)
vyšší konc: 100 % (RSD = 11,7 %)

nižší konc.: 96,3 % (RSD = 8,8 %)
vyšší konc: 97,1 % (RSD = 11,7 %)

80 – 90 %

LINEARITA 4 - 333 µmol/l  (R2 = 0,9949) 12 - 400 µmol/l  (R2 = 0,9999) 4 - 350 µmol/l  (R2 = 0,9989).

MEZ DETEKCE (LOD)
MEZ STANOVITELNOSTI (LOQ)

LOD = 0,06 µmol/l              
LOQ = 0,08 µmol/l

LOD = 1,48 µmol/l              
LOQ = 2,23 µmol/l

1-2 µmol/L



včasná diagnostika onemocnění

výsledek pro lékaře a pacienty
monitoring pacientů

přesnost

správnost

reprodukovatelnost

zlepšení nutriční péče o pacienty
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