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NEJPROPRACOVANEJSI

o bsa h CISTICKA NA SVETE

v Uremické toxiny LEDVINA
v Co je indoxyl sulfat (IS)? I

§itka: 5-6 cm

v Metabolismus a renalni selhanf i

vaha: 150 g

v Dialyza (hemodialyza, peritonealni dialyza) AT

v Vyzkumny Gstav organickych syntéz (VUOS)

—> Chromatograficka metoda

v Fakultni nemocnice Hradec Kréalové (FNHK)
—> Spektrofotometricka metoda



Uremické toxiny

v biologicky aktivni slouéeniny - zadrzovany v disledku poskozeni ledvin

v klasifikovany dle velikosti molekulové hmotnosti a vazby na proteiny

v mocovina, uremické soli ... IndOXYI sulfat

Current classification of major uremic retention solutes.

Low Molecular Weight Middle Molecules Protein-Bound Uremic
Molecules (<500 kDa) (500-60,000 kDa) Retention Solutes
-B2 microglobuline ooyl sultate
-Urea Parathvroid -P-crésyTsultate *
-Phosphate . -Indole-3- acetic acid *
-Uric acid Bosmone -Kynurenic acid *
Selection of o -Fibroblast-growth- ; oy
s -Creatinine -hippuric acid *
clinically relevant factor 23 i
-Carbamylated , = -homocysteine
molecules -Atrial natriuretic :
compounds . -Carboxymethyllysine (AGEs)
-Trimethylamine-N-oxide pepHae -3-Carboxy-4-methyl-5-propyl-
y -Interleukin 6, 8, 10 y y : P. Py
* TNFa 2-furan-propanoic acid

-spermine

Abbreviations are; TNF: tumor necrosis factor; AGEs: advanced glycation end products. * refers to

the molecules originating from colonic microbial metabolism.
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v toxicky (nefrotoxicky) metabolit tryptofanu
—> akcelerace glomerularni sklerdzy, renalni fibrotizace, nefropatie \

v" vznika fermentaci tryptofanu v tlustém strevé N H

tryptofan prijaty stravou
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Metabolismus a renalni selhani

v fyziologickd koncentrace IS v krvi: 2 = 10 umol/l

v" koncentrace IS v krvi dialyzovanych pacient je vyssi az 10 — 80x

—> stfevni dysbioza

Indoxyl sulfate

Indoxyl @\—Nl’ososn
C |U OH H
N i

H

—> chronické onemocnéni ledvin — selhdvani ledvin

—> dalsi komplikace
(kardiovaskularnim onemocnéni, malapsorbce, ...)

Urine

v Dialyza ... Intestine

Tryptophan Indole
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N Intestinal bacteria




Peritonealn{ dialyza

Dialyza
Hemodialyza ®

Monitorace tlaku krve
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odpadni
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Heparinova pumpa Monitorace  Krev pacienta Peritonealni di aIyz at
tlaku krve
Krevni sérum




FNHK = Spektrofotometricka metoda

Nas hlavni cil:
Vyvinout dostupnou a efektivni metodu pro stanoveni koncentrace IS v peritonealnim
dialyzatu a v krevnim séru.

— monitorovat dialyzované pacienty
— zlepsSeni nutricni péce o pacienty s diagndzou renalniho selhavani

- méné bilkovin v potravé — pozitivni vliv &

v Vyvoj funkéniho analytického kitu — vytvoreni vhodné reakéni smési

CD 10 mg  3,5-dichlorfenyldiazonium tetrafluoroboritanu
3g kyselina citronova

04¢g kyselina dodecylbenzensulfonova

0,5g difenylfosfat

1 ml isopropanolu
Doplnéno destilovanou vodou na objem 100 ml. )




FNHK = Spektrofotometricka metoda

v Uprava vzorku pred vlastni analyzou
— deproteinace a uvolnéni IS z vazby na albumin

Organické rozpoustédlo ACN misitelné s vodou

@ —> vysoleni ACN (vytézek 90 %)

Vzorek 250 ul (vodny roztok IS, serum, dialyzat).
(D Anorganicka kyselina HCIOa
(nizky vytézek) - pfidavek 750 pl Acetonitrilu
— toceni na Stuart (10 min, otacky 40)
Vzorek 250 pl - centrifugace (10 min, 10.000 g, 20 °C)

(vodny roztok IS, serum, dialyzat)

Po centrifugaci odebrano 750 pl.
+350 ul redestilovana voda

+700 pl 7%kyselina chlorista - pfidavek 250 pl roztoku (NaCl (5 mol/I) + HCI (0,1 mol/l))
tj. 14,6 g NaCl a 0,5 ml konc. HCI do 50 ml destilované vody
— centrifugace — toceni na Stuart (10 min, otacky 40)
(10 min, 10.000 g, 20 °C) - centrifugace (10 min, 10.000 g, 20 °C)
Rzné objemy vzorku + REAKCNI KIT ) Odebréana horni vrstva 400 pl pro mé¥eni + REAKCNI KIT




FNHK - Spektrofotometricka metoda

v Odecet spektra - vodny roztok IS

204 umo/I

0,400

51 umol/l

0 umol/I
Spektrofotometr UV-1700 PharmSpec,
Shimadzu
0,000 g
0,061 |
400,00 450,00 S00,00 850,00 00,00 g

Redestilovana voda
Vodny indoxyl sulfat (0, 51, 204, 255 (umol/L)



FNHK = Spektrofotometricka metoda

v Odecet spektra - vodny roztok IS a spike serum

_ (zasobni roztok IS ve vodé o voda (IJ-I) (umoI/L)
koncentraci 1275 umol/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
VODA (u|) (zasobni roztok IS ve vodé o voda (u|) (umo|/|_)
koncentraci 1275 umol/L
| 400 0 100 0
| 400 20 80 51
[ 400 | 40 60 102
i g | 400 | 60 40 153
| 400 80 20 204
Redestilovana voda | 400 | 100 0 255

Vodny indoxyl sulfat (0, 51, 204, 255 (umol/L)
Spike serum (0, 51, 204, 255 (umol/L)

Postup pripravy kalibracni rady — vodny roztok a spike serum.

Bylo pipetovano do ependorfky 400 ul voda (serum) a vytvorena kalibracni rada pro vodny roztok (serum).

K vode (seru) byly pipetovany objemy standardniho roztoku IS a vody pro vytvoreni kalibracni rady -viz. tabulka.

Celkovy objem byl 500 ul — odebrdno 250 ul vzorku pro VUQOS a 250 ul pro FNHK a zpracovdno dle predchoziho postupu vysolenim s ACN.




FNHK = Spektrofotometricka metoda

v Kvantifikacni postup

Méreny 3 vinové délky

/
— 420 nm (misto zdvihu basellne)/

— 470 nm (absorpéni max)
— 520 nm (misto baseline)

Vypocet z vinovych délek

Vypocétovy vzorec

470 - ((420 - 520)/2 + 520))
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FNHK = Spektrofotometricka metoda

Souhrnny graf

hodnoceni dle nawzeného vzorce

¢ spike serum = vodny IS
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Koncentracni rozsah

Zdravy clovék
Fyziologicka koncentrace

Pacient
dochazejici na dialyzu

MOC

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

Fyziologicka koncentrace mocového indikanu:

40 - 130 pumol/L

vétsinou nemoci

KREVNIi SERUM

Fyziologicka koncentrace kreatininu:
Zeny 44 — 100 pmol/L
muzi 60 - 110 umol/L
Fyziologicka koncentrace indikanu:
2—10 umol/L

10 — 80x vyssi indikan

DIALYZAT
(peritonealni dialyza)

pradmérné 250 pumol/L indikanu
optimum 100 umol/L indikanu




VUOS - Preduprava vzorku

MOC

KREVNI SERUM

DIALYZAT

jednorazovy odbér moci =2 vysledky
vztahovany ke koncentraci kreatininu

Vzorky ziskané stoc¢enim plné krve
1.Cerstvé vzorky
2.Vzorky ihned po odbéru zamrazeny

2.

1. Cerstvé vzorky
Vzorky ihned po odbéru zamrazeny

JAFFE REAKCE
kreatininu + kyselina pikrova
v alkalickém prostredi

1. srazeni bilkovin :
sérum + kyselina chloristé
sérum + kyselina methafosforecna
sérum + vysoleni + ACN

2. Centrifugace (teplota, cas, otacky):

10 000 g — 14 000g
4-20°C,5-10 min

1. srazeni bilkovin :
dialyzat + UPW
dialyzat + kyselina chloristé
dialyzat+ kyselina methafosforecna

2. Centrifugace (teplota, cas, otacky):

10 000 g — 14 000g
4-20°C,5-10 min




VUOS - Chromatograficka metoda

MOC KREVNI SERUM DIALYZAT
SYSTEM: UHPLC UltiMate 3000 UHPLC UltiMate 3000 Agilent 12060 infinity
s ED-DAD s ED-DAD s FLD
Agilent Zorbax SB-C18 Kinetex XB-C18 Kinetex XB-C18
KOLONA: 250 x 4,6 mm; 5 pm 100 x 4,6 mm; 5 um 100 x 4,6 mm; 5 um
+ predkolona + predkolona + predkolona
TEPLOTA NA KOLONE: 20 °C 20 °C 25 °C
DAVKOVANE MNOZSTVI: 1pl 1l 10 pl
TEPLOTA V DAVKOVACI: 6 °C 6 °C 4°C
PRUTOK MOBILNi FAZE: 0,4 ml/min 0,3 ml/min 0,5 ml/min

MOBILNI FAZE:

A (95 %) = Fosfatovy pufr pH
B (5 %) = Methanol

A (85 %) = Fosfatovy pufr pH 4,2
B (15 %) = Methanol

A (82 %) = 0,2 % TFA v UPW
B (18 %) = 0,2 % TFA v ACN

NASTAVENI DETEKTORU:

E1l_+400 mV; E2_0 mV
DAD: 500 nm

E1_+400 mV; E2_0 mV

Em 375 nm; Ex_280 nm

DELKA ANALYZY:

20 min

20 min

20 min




VUOS - Chromatograficka metoda

Stanoveni IS ve vzorcich moci, HPLC - ED
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VUOS - Chromatograficka metoda

Stanoveni IS ve vzorcich krevniho séra

. kDch3 |ADC1A D3| ADC1A IS v BSA 50 umol/l |ADC1A
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Retention fime
mérené vzorky: zdravé sérum, zachovala diuréza, anuricti pacienti

y =6,0507x - 12,581

Kalibrace

R?=0,9994

-..':-..

y = 5,3772x - 10,304
o R? =0,9989
50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00

konc. [umol/L]

preduprava vzorku: 350 plL séra + 350 pL UPW + 700 pL kyseliny chloristé, srazeni — centrifugace 14 000g/ 4 °C / 10 min

kalibrace: IS ve vodé, IS ve smésném séru ( < 10 umol/L IS, < 100 uymol/L kreatininu)

kalibrace vodny roztok IS

kalibrace spik serum

Linearni (kalibrace vodny
roztok IS)

Linedrni (kalibrace spik
serum)



Rasponsa(LL]

VUOS - Chromatograficka metoda

Stanoveni IS ve vzorcich dialyzatu

2102

Pvzorek1745 |ADC1A  wzorek 1744 | ADC1A  wzorek 1746 | ADC1A  vzorek 1747 | ADG1A vzorek 1743 | ADC1A vzorek 1749 | ADG1A
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Retention tme

mérené vzorky: zachovald diuréza, anuricti pacienti

Kalibrace

y =0,0133x2 + 12,884x - 54,488
y =0,0112x? + 12,283x - 30,682
y =0,0161x? + 10,882x - 18,527
y = 0,0095x? + 12,683x - 77,643
y =0,0155x2 + 10,068x + 21,366

y = 0,0047x2 + 8,7424x - 75,907

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

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

koncentrace [pmol/L]

preduprava vzorku: 200 pL dialyzatu + 200 puL UPW + 400 pL kyseliny chloristé, srazeni — centrifugace 10 000g/ 4 °C /5 min

kalibrace: IS ve vodé, IS v BSA , metoda standardniho pridavku



Validace metod - srovnani

Moc¢

KREVNi SERUM

DIALYZAT

z 7

MERICi SYSTEM:

UHPLC UltiMate 3000
s ED-DAD

UHPLC UltiMate 3000
s ED-DAD

Agilent 12060 infinity
s FLD

OPAKOVATELNOST MERENI

nizsi konc.: RSD = 4,92 %
vyssi konc: RSD = 4,86 %

nizsi konc.: RSD = 2,36 %
vyssi konc: RSD = 0,65 %

pod 2 %

OPAKOVATELNOST METODY

nizsi konc.: RSD = 8,0 %
vyssi konc: RSD =4,6 %

nizsi konc.: RSD =1,77 %
vyssi konc: RSD =0,73 %

pod 5 %

SPRAVNOST METODY
VYTEZNOST

nizsi konc.: 101 % (RSD = 8,8 %)
vyssi konc: 100 % (RSD = 11,7 %)

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

80—-90 %

LINEARITA

4 - 333 umol/l (R?=0,9949)

12 - 400 pmol/! (R2=0,9999)

4 - 350 umol/I (R2=0,9989).

MEZ DETEKCE (LOD)
MEZ STANOVITELNOSTI (LOQ)

LOD = 0,06 pumol/I
LOQ = 0,08 pumol/I

LOD = 1,48 umol/I
LOQ = 2,23 pumol/I

1-2 umol/L




Zaver

, L,y . monitoring pacientd
vysledek pro lekare a pacienty gp
vCasna diagnostika onemocnéni

4 q. %% 7 :{.
\ / spravnost

reprodukovatelnost

zlepSeni nutriCni péCe o pacienty

presnost

... Protoze lidsky Zivot je to nefcennéjss ...
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