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Nazev bakalarské prace:

Systém pro stanoveni koncentrace kreatininu v moci

Abstrakt:

Cilem mé bakalafské prace je sestavit systém pro stanoveni koncentrace kreatininu
vmoci na operacnim sile b&hem animdlnich experimentl (pfedevSim experiment

provadénych na prasatech).

V prvni ¢asti je popsdna teorie o stanoveni koncentrace kreatininu v moci. Je zde
vysvétlen metabolismus kreatininu v téle, popsany vylucovaci cesty zaméfené na prase
doméci a nasledné vycet metod pouzivanych pro stanoveni této latky v moci. Posledni

kapitola teoretické ¢asti jsou uvedeny piiklady na trhu dostupnych spektrofotometrti.

V rdmci experimentalni ¢4sti BP byla navrZzena metodika pro stanoveni koncentrace
kreatininu béhem animdlnich experimenti. Ddle bylo navrzeno a sestaveno zafizeni,
slouzici jak k vytvoreni kalibracni kiivky koncentrace kreatininu, tak k samotnému meéteni
koncentrace kreatininu v moci. Zatizeni vysila naméfend data do fidici jednotky (PC)
pfes analogovy kanal. Ke zpracovani dat a fizeni zafizeni je také vytvoren software

v programovacim jazyku LabVIEW.

Kli¢ova slova:

kreatinin, spektrofotometr, spektrofotometrie, Jaffého metoda, glomerulérni filtrace



Bachelor’s Thesis title:

System for determining of creatinin concentration in urine

Abstract:

The aim of my bachelor thesis is to assemble a system for specification of
creatinine concentration in urine at operating room during animal experiments (especially

experiments realized with pigs).

In the first part, there is the theoretical description of specification of creatinine
concentration in urine. There is the explanation of creatinine metabolism in a body,
the description of urinary system with focus on a domestic pig, followed by description
of methodsused for identification of creatinine in urine.In the last chapter of the theoretical

part, there are presented examples of some market accessible spectrophotometers.

The experimental part is focused on the methodics designed for identification of
creatinine concentration during animal experiments. Furthermore, there is designed and
assembled a apparatus for creation of calibration curve of creatinine concentration and also
for the measurement of creatinine concentration in urine. The apparatus sends measured
data into a control unit (PC) through an analog channel. The software for data processing

and apparatus control is also designed here in the programming language LabVIEW

Keywords:

creatinine, spectrophotometry, spectrophotometer, Jaffe method, glomerular filtration
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Uvod

Na diagnostice poruch funkce ledvin se v souc¢asné dobé vyznamné podili rizna
stanoveni koncentrace kreatininu. Cim vice se zvy3uje jeho koncentrace v krevnim séru
a naopak se snizuje obsah v moci, tim vétsi je posSkozeni ledvin. Kreatinin se v moci
zaCne sniZzovat, pokud se poSkodi kolem 50 % nefront. Diky tomu, Ze je kreatinin
bezprahovd litka a neni vyznamné ovliviiovan dal§imi faktory, se hodi jako indikétor
funkce ledvin. Jeho stanoveni je vyuZivano hlavné k vypoctu odhadu glomeruldrni
filtrace pomoci kreatininové clearance, kterd bude rozebrana pozd¢ji. Kreatinin se miize
vySetfovat rutinné, pokud nemad pacient konkrétni zdravotni problémy nebo pokud ma
akutni chorobu ¢i podezieni na dysfunkci ledvin. Pravidelné se stanovuje, pokud pacient

trpi poruchou ledvin ¢i jinym onemocnénim, které miiZe jejich funkci ovlivnit.[1,2,6,7]

Tvorba a vyluCovani kreatininu jsou zavislé na mnoZstvi kreatinu v krvi. Obecné
se dd ovlivnéni tohoto mnozstvi rozdélit do dvou kategorii - exogenni (strava)
¢i endogenni (zatéz svalll). Zavisi také na mnozZstvi svalové hmoty a Cinnosti svali,
poskozeni kosterniho svalstva, véku, pohlavi (Zeny ho maji mén¢ asi o 15% diky tomu
Ze maji mén¢ svalové hmoty) a funkcni schopnosti ledvin ho vyluCovat. Pravé diky
pfijmu potravy a svalovému zatiZeni se mnozstvi kreatinu v téle a tedy i vyluCovaného

kreatininu ptes den méni, rano mlze byt t€émet o 50% nizsi nez vecer.[1,2,3]

BéZné je pomér produkce a vyluCovdni kreatininu konstantni. Pfi sniZené
glomerularni filtraci klesd vyluCovani kreatininu ledvinami a zvysSuje se jeho obsah
v krvi (pokud je filtrace sniZzend pod 50%). Tento stav mtize znacit selhdvani

ledvin.[1,3]

Rendlni regulace kreatininu je b&Zné zajiSténa glomerularni filtraci. Nefron je
vSak pro kreatinin nepropustny, kreatinin se tedy nemuze zpétné resorbovat, protoze se

jednd o bezprahovou latku.[3,4]

Do moci se dostane pfi prichodu krevni plazmy ledvinami z 90% glomerularni
filtraci krve a 10 % zbyvajictho vylouceného kreatininu je do moci sekretovano

tubularnimi bunkami ledvin.[1]

Ke zvySeni hodnot kreatininu v moc¢i muze dojit u té¢hotnych Zen, které maji
zvySenou glomerularni filtraci, déle u lidi, ktefi maji svalovou atrofii - jsou nuceni leZet

na ltZku - nebo jsou podvyziveni.[1]



Naopak ke sniZzeni dochdzi nejCastéji u poskozeni ledvin. To mize mit rizné
pfi¢iny - glomerulonefritida (infekce ¢i autoimunitni onemocnéni mohou zplsobit
poskozeni krevnich cest), infekce ledvin, kameny, tubuldrni nekréza, Sok ¢i dehydratace

mohou zplsobit sniZeny tok krve do ledvin nebo chronické poSkozeni. [6,7]

Kreatinin je organicka cyklickd dusikata ldtka, vznikajici cyklizaci kreatinu.
Vznikd ve svalech jako kone¢ny produkt degradace kreatinfosfatu, ktery je
vysokoenergeticky a da se fici, Ze je rezervou pro svalovy stah (slouzi k dopliiovani
ATP). Kreatinin je tedy odpadnim produktem svalového energetického metabolismu.
Kreatin je syntetizovéan v jatrech a ledvindch z glycinu, guanidinové skupiny argininu
a methylové skupiny poskytované S-adenosylmethioninem. Krvi je dopraven do svalu,
kde se vyskytuje ve fosforylované form¢ jako kreatinfosfat (ve fosforylované formé se
nachézi 70 - 80 % kreatinu, zbytek tvoii kreatin volny). Kreatinfosfat mtiZze anaerobné
(bez ptistupu vzduSného kysliku) poskytovat fosfatovou skupinu pro ADP za vzniku
ATP bcéhem prvnich 2 az 7 sekund od pocéitku intenzivniho svalového nebo
neuronového usili (ATP je nutné pro svalovy stah). Asi 1 — 2 % kreatinfosfatu se denné

cyklizuje na kreatinin, ktery je z téla vyloucen jako odpadni latka. [2,3,4]

Kreatin je dusikatd latka z aminokyselin glycinu a argininu. Kreatinfosfat slouzi
v kosterni svalovin€ jako bohaty zdroj energie. Kreatinin je anhydrid kreatinu a z t¢la

ven se vylucuje moci.[3]

Relativni molekulovd hmotnost kreatininu je 113,12 a sumdrni vzorec je

C4H7N30 [1].

Nasledujici rovnice znazoriiuje cyklizaci kreatinu za vzniku kreatininu a vody

CH3 C|:H3
g N
HOOC\/N\’/NH > %NH . H,0
o
kreatin kreatinin



Fyziologickd hodnota kreatininu v moci ¢lovéka je 5,7 - 14,7 mmol/l. [4]

U prasete doméciho se fyziologickd hodnota pohybuje v rozmezi 141 - 239 umol/Il.

Na néasledujicim obrazku je znazornén blokovy diagram metabolismu kreatininu.
Kreatin se do krve dostdvd bud’ masitou potravou nebo zatézi svali. Ve svalu se
vyskytuje ve fosforylované form¢ jako kreatinfosfat a probihaji zde mezi kreatinem
a kreatinfosfatem vzdjemné reakce bud za spotieby ATP nebo pfemény na ADP.
Z obou latek se neenzymaticky cyklizuje kreatinin, ktery se dédle vyskytuje napiiklad
v mozku (slouzi tam jako zdsobarna energie). Déle se kreatinin dostdva krvi do ledvin,

kde se filtruje a jako odpadni latka dostavd z t€la moci ven.



Endogenni Exugen_ni
zdroj zdroj
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sekrece tubularmimi
buifikami

Obrazek 1 Blokovy diagram metabolismu kreatininu. Pfevzato a upraveno z [18, 19, 20, 21, 22]



1 Anatomie a fyziologie vylucovaci soustavy se

zamérenim na prase domaci

vvvvvv

a vyvody jsou dost podobné tém prasecim, a proto se vétSina experimentd, tykajici se
vylucovaci soustavy, pravé na praseti provadi. Stejn¢ jako u Cloveéka jsou i u prasete
vnitintho prostfedi (homeostdzu). Pomoci nich miiZe télo regulovat pH, osmotické
koncentrace télnich tekutin a dalsi faktory, ddle z téla odvadé&ji cizi a toxické latky.
Ledviny jsou pdrovy organ, ktery je uloZen u bederni patefe, kazdé zvite je ma
ale trochu jinak uloZené. Od dutiny bfiSni jsou oddé€leny pobfiiSnici, chrani je dvé
pouzdra (vazivové a tukové) a jejich povrchovou vrstvu tvofi kiira, pod kterou najdeme

dren.

Obrazek 2 UloZeni ledvin u prasete. Pirevzato a upraveno z [16]

Na Obrazku 2 je cCervenou Sipkou zndzornéno uloZeni ledvin v téle prasete

domaciho.



1.1 Vylucovaci cesty

Nefron je hlavni funkéni i strukturdlni jednotka ledviny. Primérny pocet nefronii
v ledviné prasete je asi 1 250 000. Nefron je tvotfen ledvinovym téliskem a tubuly -
mocové kanalky. Ledvinové télisko obsahuje glomerulus (komplex kapilarnich klicek),
ve kterém se pfes stény kapilar uskuteciiuje glomeruldrni filtrace, a Bowmanovo
pouzdro. Druhd ¢ast ledvinového téliska je tvofena dvéma listy - parietdlni (pfechdzi
ve sténu proximdlniho tubulu) a viscerdlni (kryje kapildry). Do prostoru mezi tyto dva
listy pritéka glomerularni filtrat, ktery déle pokracuje do proximalniho tubulu, Henleovy
klicky adistdlntho tubulu. Z distdlniho tubulu tece filtrdt do sbéraciho kandlku
aze vSech kandlkl pfitékd mo¢ do ledvinové panvicky, kterd je pfimo napojena
na moc¢ovod, coz je trubice s hladkou svalovinou na sténé, kterd vede do mocového
méchyte. MoCovy méchyt je duty a na stén¢ ma tii vrstvy hladké svaloviny, pravé diky
tomu se dokdze velikostné prizpasobit objemu moci. Nakonec je mo¢ vyvedena z téla

ven moc¢ovou trubici.[10,11]

Prase ma 66 mm velkou ledvinu, relativni tlou$tku dfen€ 1,6 mm a 3% nefronu

s dlouhymi klickami. [10]

Obrazek 3 Ledviny prasete domaciho. Prrevzato z [17]



Obrazek 3 zndzornuje ledvinu prasete domdciho, na kterém je vidét kiira, dien

a ledvinové kalichy.
1.2 Glomerularni filtrace

V glomeruldrnich kapilardch se filtruje krevni plazma a vznikd ultrafiltrat.
Glomerulus miiZeme povaZzovat za vysokotlaky systém (vysoky hydrostaticky tlak
usnadnuje filtraci) a kapilary za nizkotlaky (usnadiiuje resorbci). St€éna Bowmanova
pouzdra je pro bilkoviny téméf nepropustnd, proto filtrdt u zdravého jedince Zadné
bilkoviny neobsahuje. Tubuldrnim transportem se poté méni objem a sloZeni, protoZze
dochazi k resorpci, pfi které se vstiebavd voda a jiné latky zpét do krve, a sekreci, tedy
vyluovani ptes tubuldrni buiiky do filtrdtu. V proximélnim tubulu je spolecné
s glukézou, aminokyselinami a mocovinou vstfebavén také kreatinin, ktery pouzivime
pfi méfeni clearence, diky které ndsledné miZeme posoudit tyto funkce: pritok plazmy

ledvinami, objem glomeruldrniho filtratu a kapacitu tubult.[11]

i ; BAZALNI MEMER AN A
KAPILARY LEDVINNEHO
g3 _BOWMANNOVAPOUZDRA
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PRIVODITA - _FILTRACE MOCT
TEPENEA =
_ BLizEY
UZDALENY ZEROUCENY
: TUBULUS
ZKROUCENY .
TUBULUS
T BOWMANNTIV
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PRIVODNA
TEPENEA
| KLUBICKO

Obrazek 4 Glomerulus . Obrazek pievzat z [15]

Na Obrazku 4 je zndzornén popis jednotlivych ¢asti glomerulu.



1.3 Rizeni ¢innosti ledvin

Rizeni ledvin probihd dvojim zptisobem - hormondlnd a nervové.
V neurohypofyze se produkuje antidiureticky hormon (ADH), ktery podporuje
vstitebavani vody v distdlnim tubulu a sbéracim kandlku a také podporuje resorbci
mocoviny. Sekreci tohoto hormonu napomdaha bolest, emoce, stres a nikotin (omezeni
diurézy) a naopak mensi uvolnovani zptsobuje chlad a alkohol. V prodlouZené mise,
mezimozku a mozkové kife najdeme centra nervového fizeni, kterd funguji
prostfednictvim autonomnich nervil, parasympatika a zejména sympatika (ma ucinek

na vazokonstrikci cév a zvySeni resorpce sodiku a vody). [10,11]
1.4 Mo¢

Latky v téle prebytecné, odpadni nebo dokonce Skodlivé se z téla vylucuji moci.
Jeji barva a pach jsou rozdilné dle druhu zvitete, jeho potravé a také tteba onemocnéni.
Na potravé také zavisi pH moci, masozravci ji maji kyselou az neutrdlni (5,7 - 7),

vSeZravci slabé kyselou a bylozravci alkalickou (7,8 - 8,8). [11]

2 Metody stanoveni koncentrace Kreatininu v
moci
2.1 Stanoveni kreatininu

Pro stanoveni funkce ledvin je potieba nejen stanoveni sérové koncentrace,
ale vyuZivaji se pfedevSim vypocCty glomeruldrni filtrace (napf. clearance kreatininu).
Clearance je zpusobilost orgdnu ocistovat krevni plazmu. Oc¢istovaci schopnost je

definovédna jako objem plazmy zbaveny dané latky v urcitém Casovém intervalu.[1]

Funkce ledvin se d4 posuzovat pomoci dvou latek - inulin (vyuZivan spiSe

pro vyzkum) a kreatinin (vyuZivany v praxi).[1]

Clearence kreatininu se poc¢itd na podkladé meétfeni mocového kreatininu
ve sledovaném obdobi a hodnoté sérového kreatininu. Vypocet se provadi podle vzorce

[3]

clearence kreatininu = kreatinin moc¢ x diuréza(ml/s) / kreatinin sérum (D)



Cockroft a Gault navrhli vice osvédceny vzorec [5] :
clearence kreatininu = (140 — vek) x télesnd hmotnost / 49 x kreatinin v séru (2)

kreatininova clearence ma jednotku ml/s, vék roky, télesnd hmotnost kg. U Zen se takto

vypocitand hodnota nésobi konstantou 0,85.[5]

Hodnoty takto vypocitané koreluji s hodnotami clearence kreatininu zmétenymi

na podkladé pfesného sbéru moci. [1]
2.2 Metody stanoveni kreatininu

2.2.1 Jaffého metoda

Tato metoda vyuziva reakce latek s aktivni methylenovou nebo methinovou
skupinou s aromatickymi nitroldtkami. V alkalickém prostfedi reaguje bezbarvy
kreatinin s kyselinou pikrovou, z této reakce vznikd produkt, ktery ma cerveno-
oranZovou barvu ajeho mnoZstvi je piimo-umérné mnoZstvi vychoziho kreatininu.
Diky tomu, Ze je litka barevnd se mlize stanovit pomoci spektrofotometrie, jejiZ princip

je zaloZen na interakci elektromagnetického zéafeni s analyzovanym roztokem.

Zateni je latkou pohlcovano a detektor pfijimd zbylé, latkou neabsorbované
zéteni. Schopnost latky pohlcovat zafeni se nazyva absorbance. Intenzita vystupniho
zafeni je po pruchodu niZsi neZ na zacatku a ¢im vice je roztok koncentrovany, tim vice

pohlti zateni.

Koncentrace analyzované latky je zjiStovana pomoci kalibra¢ni kiivky, tedy
grafickym znazornénim zavislosti absorbance roztoku na koncentraci v ném piitomné
stanovované latky. Sestavi se tak, Ze se zméfi absorbance roztokit o zndmych
koncentracich a zapocitd se také slepy vzorek. Slepy vzorek obsahuje vSechna ¢inidla
az na zkoumanou latku, jeho zmétend hodnota se musi nasledné od ostatnich hodnot
odecist, tim je ziskdna pouze hodnota analyzované latky. Poté se spusti kolmice v bod¢,
kde hodnota absorbance odpovidd bodu na kiivce a zjisti se hledand koncentrace latky

ve vzorku. [1,4]
2.2.2 Enzymové stanoveni

Tyto metody stanoveni vyuZivaji ucinku enzymu kreatinindzy na kreatinin,

ze kterého vznika kreatin. Existuji dva principy stanoveni [2]:



1. Kreatinin je za pfitomnosti kreatinindzy preménén na kreatin, ten se déle
méni na mocovinu a sarkosin. Pfi reakci katalyzované sarkosinoxiddzou se
pfeméni sarkosin na glycin, formaldehyd a peroxid vodiku. Trinderovou
reakci se stanovuje peroxid, ktery reaguje s 4-aminoantipyrinem a fenolem
za pritomnosti  peroxiddzy a vznikd chinonmonoiminové barvivo,
stanovované spektofotometricky. Hodnota absorbovaného zafeni je imérna
koncentraci kreatininu v analyzovaném vzorku.[2]

kreatinindsa- kreatindsa —sarkosinoxiddza —peroxiddza

2. Ve druhém piipadé¢ se opét pfeméni kreatinin za piitomnosti enzymu
kreatinindzy na kreatin. Za ptedpokladu, Ze je v ptitomnosti ATP, se kreatin
pfeméni na kreatinfosfait a ADP. Toto ADP se déle diky pyruvatkinize
a fosfoenolpyruvatu méni na pyruvat a ATP. A v posledni ¢asti oxiduje
NADH na NAD v ptitomnosti laktitdehydrogendzy NAD, za soucasné
redukce vznikajiciho pyruvatu na laktit. Ubytek NADH zptsobi pokles
schopnosti absorbce zédfeni a tento pokles je imérny koncentraci kreatininu
v analyzovaném vzorku. [2]

kreatinindza- kreatinkindza- pyruvdtkindza- laktdtdehydrogendza
2.2.3 Metody zaloZené na stanoveni amoniaku

Z kreatininu se diky enzymu kreatininminohydroldzy stdvd amoniak
a l-ethyldantoin, dédle se kataliticky pomoci glutamatdehydrogenédzy stanovi amonné
ionty, ty reaguji s 2-oxoglutardtem a NAD(P)H. Vznikd glutamidt a NAD(P)+.
Fotometrickou metodou se méii pokles absorbance NAD(P)H (vyuziva se zafeni
340 nm) a tento pokles je imérny koncentraci kreatininu v ptivodnim vzorku. Existuje
také metoda vyuZivajici indikdtor a diky zméné barvy se muZe kreatinin stanovit

fotometricky.[2]
2.2.4 Dalsi metody stanoveni

Dalsi metodou miize byt stanoveni pomoci HPLC (vysokoucind kapalinova
chromatografie angl. high-performance liquid chromatography), tato technika slouZzi
k separaci a stanoveni jednotlivych slozek ve vzorku, ddle také tfeba k jejich izolaci. Je

sice velice specifickd, ale pro bézné pouziti ne zcela vhodna. Pokud je pacient upoutdn
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na lizku, vyuZivaji se nejcastéji dv€ metody - Kkapilarni elektroforéza nebo

elektrochemické metody (tedy biosenzory). [1,2]
2.3 Srovnani metod

Jaffého metoda je stdle vice pouzivana nez ostatni zejména kvuli cené, protoze
stanoveni kreatininu Jaffého metodou stoji kolem 0,56 korun, zatimco stanoveni
enzymové az kolem 8,72 korun (dle vyrobce Roche). Druhy vyrobce (Abbott) uddva
podobné ¢astky - Jaffého metoda vyjde asi na 0,53 korun a enzymové kolem 5,78- 6,65
(zalezi na velikosti baleni). Dalsi vyhodou je pomérné snadné provedeni s moZnosti

opakovdni. [8,9]
3 Spektrofotometrie

V préci je vyuzito spektrofotometrického méfeni, protoze ve zvolené metodice,
zaloZzené na Jaffého reakci kreatininu s kyselinou pikrovou v alkalickém prostiedi,

vzniké Cerveno-oranzovy produkt.
3.1 Dostupné spektrofotometry

Na cCeském trhu existuje Siroka Skdla béZzné dostupnych spektrofotometrt,
od nejjednodussich, nastavenych na jednu vinovou délku, po multifunkéni piistroje
s Sirokym vyuZitim v praxi. Existuji nejen stolni verze piistroji, ale také pfenosné, které
jsou pro experimenty vhodnégjsi, protoZe se s nimi snadngji manipuluje a neni problém
je prenést pfimo na misto experimentu. Zde jsou uvedené piiklady pravé pienosnych

pristroji od téch nejvykonnéjsich:

e WTW pHotoFlex Turb se da vyuzit jako fotometr, turbidimetr i pH-metr. Jeho
uplatnéni je velice Siroké v riznych odvétvich primyslu ¢i zeméd€lstvi.
MuizZeme na ném nastavit 6 riznych vinovych délek, je v ném je uloZeno vice
nez 130 riznych metod a Ize do néj vlozit i 100 vlastnich. Ma vestavénou IR
diodu, umoziujici méfeni podle mezinarodnich standarda.

Jeho cena je 74 556,-K¢.
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Obrazek 5 Prenosny fotometr WT'W pHotoFlex Turb. Obrazek pievzat z [12]

e SpectroVis Plus je pfenosny spektrofotometr a fluorimetr slouZici k méteni
absorbance, transmitance, fluorescence a emisniho spektra. Pro méfeni
fluorescence méd dva excitani zdroje (405 nm a 500 nm). Jeho rozsah se
pohybuje mezi 380 nm az 950 nm.

K dostén{ je za 24 984,- K¢.

Obrazek 6 Spektrofotometr SpektroVis Plus. Obrazek prevzat z [13]
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e Poslednim piikladem je mikroprocesorem fizeny fotometr Eutech C 103, ktery
pouzivad LED diodu o jedné vinové délce (525 nm) jako zdroj zafeni. PouZiva se
pro stanoveni jedné latky (konkrétn€ oxidu chloricitého) ve vodnych roztocich.

Je k dostani za 12 656 KC¢.

Obrazek 7 Eutech C 113. Obrazek pievzat z [14]

Cilem této bakaldiské priace bylo vytvofeni zafizeni pro rychlé orientacni
stanoveni koncentrace kreatininu v moc¢i béhem animdlnich experimentl. Vyse vypsané
piiklady komercéné dostupnych piistrojii jsou sice pfenosné a pii experimentu rychle

pouzitelné, ale nejsou urcené piesné pro tyto ucely a jejich cena je pfiliS vysoka.
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4 Navrzena metodika stanoveni

Pro metodiku stanoveni byla zvolena Jaffého metoda. Tato metoda je
na piipravu a provedeni jednodussi a také je ekonomiCtéjsi, protoze ostatni metody

vyZaduji vyS$si ndklady na provedeni.
4.1 Priprava pred experimentem

Jaffého metoda vyZaduje na zacatku vytvoreni kalibracni fady. Vytvoii se fada
standardnich roztoki o Sesti koncentracich, které odpovidaji fyziologické hodnoté
(pro prase 141 - 239 pmol/l a pro €lovéka 5,7 - 14,7 mmol/l). Do ozna¢enych zkumavek
se napipetuje vZdy 1 ml daného roztoku a k nému 1 ml destilované vody, 1 ml kyseliny
pikrové a 1 ml hydroxidu. Vytvaii se také slepy vzorek s nulovou hodnotou koncentrace
kreatininu. Slepy vzorek obsahuje stejné mnoZzstvi vSech pfidanych cinidel jako
obsahuje analyzovany vzorek, avSak s vyjimkou vlastni stanovované latky - tu
nahradime destilovanou vodou. Tento vzorek se vytvéii, protoZe ostatni obsaZené latky

mohou také pohlcovat zafeni a hodnota by mohla byt zkreslena.

Kalibracni fada se proméii pfistrojem a v pocitaci se sestavi kalibracni rovnice
zévislosti naméfeného napéti na koncentraci v ném piitomné stanovované latky

(kreatininu).

Nésledujici Obrazek 8 znazoriiuje blokové schéma piipravy pied experimentem.
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Piiprava pred experimentemn

Slepv vzorek Kalibraéni fada vzorki o tfech koncentracich
o c1 2 c3 c4 s 6
1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1 ml
| v 7 7 ,/ - -
Hydroxid Hydroxid Hydroxid Hydroxid Hydroxid Hydroxid Hydroxid
sodny sodny sodny sodny sodny sodny sodny
1 ml 1 ml 1ml 1ml J 1ml 1 ml 1 ml
|-. 4 J\ 7S
Kvselina Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina
pikrova pikrova pikrova pikrovi pikrova pikrova pikrova
iml 1 ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
4[5 Z /5 /
Destilovana Destilovana Destilovana Destilovand Destilovand Destilovana Destilovana
voda voda voda

Meéreni spektrofotometrem

|

Vytvoreni kalibracni rovnice

Obrazek 8 Blokové schéma metodiky pripravy pied experimentem

Na dalSim Obrazku 9 je vyfez uZivatelského prostiedi v navrZzeném softwaru,

tato ¢ast slouzi pro naméfeni slepého vzorku a kalibra¢ni fady. Hodnota slepého vzorku

se pomoci softwaru odecita automaticky.
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Obriazek 9 Kalibra¢ni Fada navrzeného softwaru

4.2 Pribéh experimentu

Piimo pfi provadéni experimentu jsou pouZivany piedpfipravené uzaviratelné
zkumavky s odméfenym 1 ml kyseliny pikrové a 1 ml hydroxidu sodného, které se

mohou na mist€ pouZit bez dalStho odmétovani.

Priibéh samotného animdlniho experimentu na praseti domdcim je nasledujici:
zvite se pripravi a uspi. ObnaZi se ledvina spole¢n¢ s ptivodnimi i odvodnimi cévami,
piivodni cévy se zaklempuji (simuluje se tepld ischemie). Poté se periodicky odebiraji
vzorky primdrni moci. Déle se ledvina odklempuje, vyjme se z téla a provede se

histologicky rozbor. Do 1 ml odebraného vzorku této moci se pfiliji pfipravené
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zkumavky kyseliny pikrové a hydroxidu sodného. Nasledné¢ se milZe rovnou meéfit
napéti pomoci zafizeni. Pocita¢ diky pfedem pfipravené kalibracni rovnici vypocitd

hodnotu koncentrace kreatininu ve vzorku.

Experiment

Priprava zvirete

|

Odebrini vzorku
primirni moci

{
‘ Vzorek -
Moc Kyselina Hydroxid Destilovana
pikrova sodny voda -
1 ml
‘ 1 ml 1 ml 1ml
< Meéreni spektrofotometrem >
'.
{ Vypocet koncentrace pomoci kalibracni rovnice J

Obrazek 10 Blokové schéma metodiky pii experimentu

Na Obrazku 10 je zndzornéno blokové schéma navrzené metodiky pii

experimentu pro piehlednéj$i zndzornéni.
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5 Navrh zarizeni

Pro stanoveni koncentrace kreatininu v projektu je navrZzen jednoduchy
spektrofotometr s LED diodou o jedné vinové délce. Difive zminény fotometr
Eutech C 103 vyuzivé jako zdroj zafeni také LED diodu, kterd sviti jen o jedné vinové
délce 525 nm. Tento pfistroj se pouzivd ke stanoveni oxidu chlori¢itého v roztoku,
dal by se nejspiS pouzit i pro stanoveni koncentrace kreatininu v moc¢i, i kdyz pro tyto
ucely byla na zdklad¢ jiz vyzkouSené laboratorni prace stanovena vhodna vlnova délka

LED diody ptesnéji na 515 nm. Tento pfistroj je ale pro dany ucel zbyte¢né drahy.

Uzaviratelny
otvor pro
kyvetu

~

Kyveta se vzorkem

P

— & Detektor

v

Potitac

LED dioda

N U

Obrazek 11 Blokové schéma zarizeni

Na Obrazku 11 je zobrazeno vytvofené blokové schéma navrZzeného zatizeni.
Jako zdroj zéteni je pouzita LED dioda napdjena zdrojem proudu. LED dioda ozatuje
kyvetu se vzorkem. Za kyvetou je umistén detektor prochdzejictho zéareni, ktery je
nasledné pfipojen k pocitai. Pfistroj musi byt shora uzaviratelny, aby se zamezilo

priniku neZadouctho svétla.
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5.1 Navrh zapojeni

5.1.1 Zdroj svétla:

Zapojeni pfistroje se sklddda ze dvou casti — zdroje a detektoru
monochromatického svétla. Pristroj je fizen pomoci méfici karty PCI-6221 od National
Instruments (USA, TX). Zapojeni prvni ¢asti vypadd ndsledovné: zdroj napéti 15V
napdji obvod LM317, ktery slouzi jako zdroj konstantniho proudu. Velikost odporu byla
urcena ze vzorce uvedeného v datasheetu soucdstky tak, aby vysledny proud byl 20 mA
(takovy proud potiebuje LED dioda Hebei 530XG2C na maximdlni svit). Rozsvéceni
LED diody je fizeno tranzistorem BD139, ktery ma digitalni napdjeni 5V ptivedeno na bézi.
Tranzistor v tomto zapojeni vyuZzivame jako spina¢, tedy pokud zapneme napdjeni - otevie
se (sepne) a LED dioda se rozsviti, pokud bude napdjeni vypnuté a tranzistor ziistane

uzavien (rozepne) - LED dioda zlistane zhasnuta.

V2 V2
D15V D15V

u2
LM317AH R1
J3 — am o |
L5 - 560
[o] . LED1
HDR1X2 4
EZ\&
E V3
sv [ lsv
Ja a1
R2
o —_ -
] 4700 b
HDR1X2 BD139
R3
me

Obrazek 12 Schéma zapojeni vysilace
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5.1.2 Detektor zareni

Svétlem o vlnové délce 515 nm se ozafi kyveta se stanovovanym vzorkem.
Za kyvetou je umisténa druhd cast, tedy detektor (byla vyuzita fotodioda). Fotodioda je
vlastné béznd dioda, ve které muze byt ozafovany PN piechod. Jako detektor zareni
muzZe byt zapojend se zdrojem elektrického napéti, nebo také bez néj. V druhém piipade
(pro tuto préci) se vyuziva elektromotorického napéti, které vznikad na prechodu PN pfi
jeho ozafeni. Tato dioda umi ménit svételnou aktivitu na elektrickou a to tak, Ze se po
ozafeni pfechodu PN uvolni nosi¢e a tim se zméni kontaktni napéti. Porusenim
rovnovéhy téchto napéti se vyvold proud v obvodé nebo nenulové napéti na vystupu.
Z fotodiody vedou oba vyvody do operacnich zesilovaci, které prevadéji proud vznikly
z fotodiody na napéti vedouci do dalsiho zesilovace, ktery je zapojen jako diferencidlni
zesilova¢. Tento zesilova¢ ma symetricky vstup a jeho ukolem je zesilovat uziteCny
rozdilovy signdl. Signdl souhlasny nebo také oznaCovany jako soufdzovy je casto
zplisoben ruSenim a je tfeba ho potlacit. Z tohoto tfetiho zesilovace vede Zadané napéti

do pocitace.

V2
V2
Dﬂ)v D15‘u’

a3 UE
TLOTAACD
V2 2
. L
R5
2.7kQ
c1
11
"
| ) S PR ER I § |
Jz2
D = i1y ) J1
HDR1X3 Photodiode ¢ o
] y R1 : _ @
_—@ | ° —T 1] HDR1X2
3 2.7k0 . TLOTIAED
1MQ
V1
c2 15“ D
15V
1 |
100nF E |
TLOTAACD |7 |* | ) ZI?I‘Q
V1
V1
15V D |

Obrazek 13 Schéma zapojeni detektoru
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5.2 Konstrukce pristroje

Zda zapojeni bude fungovat, bylo nutné nejdiive ovéfit na nepdjivém poli
myDAQ. Zadana hodnota vysledného napéti byla upravena nastavenim zesileni pomoci
rezistorll na diferencnim zesilovaci. Déle byly vyrobeny desky plo$nych spojt, jejichzZ
funk¢nost se ovéfila opét na nepdjivém poli, jak je zndzornéno na ndsledujici

Obrazku 14.

~ha

T  EE
(B .

A
N

Obrazek 14 Ovéieni desek plosnych spoji [Archiv autora]
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Zatizeni musi byt uzavieno v nepropustné krabicce pro svétlo, protoZe je jinak
méfeni negativné ovlivnéno okolnim svétlem. LED dioda a fotodioda byly vyvedeny

vodi¢i pomoci svorkovnic z DPS, aby se mezi né¢ mohla vloZit kyveta.

Poslednim krokem vyroby byla kompletace celého piistroje. Elektronika zatizen{
byla umisténa do plastové pfistrojové krabicky, kde bude probihat i samotné
proméfovani kyvet. Na jednu stranu krabicky byla pomoci distan¢nich sloupkil
umisténa deska vysilace a na proté&jsi stranu deska detektoru. Mezi desky byl vloZen
vyfezany pruh polystyrenu, do kterého byl vytvofen otvor pro vsunuti kyvety.
Ke kyveté bylo nutné pfivést vodi¢i LED diodu pro osviceni a k druhé strané fotodiodu
pro detekci, proto byly vyfezdny drazky do polystyrenu pro piivod soucdstek. Vodice
pro napdjeni a vystupy jsem z krabi¢ky byly vyvedeny bo¢nim otvorem a pfiSroubovany
pomoci svorkovnic ke sbérnici, kterd se pfipojila ke zdroji napdjeni a pocitaci. Bo¢ni
otvor slouzi zdroven jako vétrdni, protoZe tranzistor ovladajici LED diodu se pfi

pouzivéani zahtiv4. Na krabic¢ku bylo umisténo viko s vyvrtanym otvorem pro kyvetu,

ktery se dé uzaviit zdklopkou.

Obrazek 15 Pristroj pro méfeni koncentrace kreatininu v mo¢i [Archiv autora]
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6 Navrh aplikace

Dalsi c¢asti bakalarské prace bylo vytvofeni aplikace pro ovladani a zobrazeni
meéteni. Tato aplikace byla vytvofena v programovacim jazyce LabVIEW, ve které byly
vytvoreny dva skripty. Nejprve bylo navrZzeno blokové schéma funkce téchto skriptt,

které je zobrazeno na nésledujicim Obrazku 16.

Prvni skript

Zhasnuti LED

> diody

Naméreni
napéti

Rozsviceni LED
diody

Druhy skript /

Méreni kalibraéni fady/

Hodnoty napéti
kalibracni Fady

Cdecteni
slepého vzorku

vzorkd
\ .
’
Hodnot
Y Rovnice kalibragni pFimky
koncentrace

L

kalibraéni Fady
. v

Méreni neznamého vzorku pii experimentu

Hodnota napéti Koncentrace

L Rovnice kalibratni primky
neznamého

neznamého

vzorku vzorku

Obrazek 16 Blokové schéma softwaru
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6.1 Ovladani méreni

Prvni skript je ureny k ovladdni meéfeni, program je diky nému pfipojen
ke sbérnici a umoziuje komunikaci piistroje s po€itaCem - obsahuje ovlddéni tranzistoru

(tidi rozsviceni a zhasnuti LED diody) a méfené napéti se diky nému zobrazi v pocitaci.

Rozsviceni Mapeti [V]
J 0,497

Obrazek 17 Prvni skript

Obrazek 17 zobrazuje skript z LabVIEW pii méfeni. LED dioda je rozsvicena

a zméfilo se vychozi napéti pro konkrétni vzorek.
6.2 Kalibrace a méreni

Druhy skript je urCeny ke kalibraci a vypoctu vysledné koncentrace kreatininu
v moci. Slouzi pro uZivatelské pouziti a hodnota aktudlniho nameétfeného napéti se
zobrazi pouze po stisknuti tlacitka Mer. Nejprve je potfeba ru¢né nastavit hodnoty
koncentraci kalibracni fady. Jako prvni se tlaCitkem Mer proméii slepy vzorek
o koncentraci kreatininu 0 mmol/l, ktery by mohl méfeni zkreslit, protoze i dalsi latky
obsazené v roztoku pohlcuji zéfeni. Nasledn€ se pro kazdou hodnotu kalibracni fady
tlac¢itkem Mer naméii vystupni napéti. V programu je odecteni hodnoty slepého vzorku

nastaveno tak, zZe vSechna zménénd napéti se hodnotou slepého vzorku vydéli (¢im vice
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latka absorbuje zafeni - mé vysSi absorbanci, tim mensi vznikd na fotodiodé proud

a1 vysledné napéti ma niz8i hodnotu).

Vedle této kalibrace je pfipravené méteni pro nezndmy vzorek. Nejprve se opét
tlacitkem Mer zmé&fi vychozi napéti a ndsledné¢ program pomoci tlaitka Vypocitat

spocita kalibra¢ni rovnici a vyslednou koncentraci nezndmého roztoku.

Uzivatelské prostiedi tohoto skriptu je zndzornéno na Obrazku 18.

Obrazek 18 Druhy skript
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7 Vysledky

Vystupem bakaléatské prace je cely systém pro rychlé a orientani stanoveni
koncentrace kreatininu v mo¢i béhem animélnich experimentl. Byla navrZena metodika
zahrnujici jak pfipravu pied experimentem tak postup piimo pii provadeéni experimentu,
tato metodika byla doplnéna pro vétsi prehlednost blokovymi schématy. Déle bylo
navrzeno zafizeni, nejdiive jeho elektronika a ndsledné cely design. Vystup z tohoto

zafizeni je fizeny a zaroven detekovany pomoci vytvorené aplikace v jazyce LabVIEW.
7.1 Ovéreni

V kapitole ovéfeni se spojuji vSechny Casti dohromady. Ovéteni bylo provedeno
na vlastnim vzorku moci. Zacalo se ptipravou kalibra¢ni fady roztokl kreatininu, jejichz
hodnoty byly vrozmezi lidské fyziologické hodnoty (5,7 - 14,7 mmol/l). Zvolené
hodnoty koncentraci byly: 5, 7, 9, 11, 13 a 15 mmol/l, pfipravil se také slepy vzorek,
kdy se misto roztoku pouZzila pouze destilovand voda (koncentrace kreatininu ve vzorku
je 0). Kalibra¢ni roztoky o danych koncentracich byly pfipraveny fedénim destilovanou
vodou pfedem piipraveného roztoku o koncentraci 15 mmol/l. Z kazdého roztoku se
odpipetoval 1 ml do zkumavky a pfidalo se do néj 1 ml destilované vody, 1 ml
hydroxidu sodného a 1 ml kyseliny pikrové. Pro ptesn¢jSi méfeni byly pfipraveny tfi
vzorky moci, do kterych se ve stejném poméru jako do kalibra¢ni fady napipetovala
destilovand voda, kyselina pikrova a hydroxid sodny. Pfipravend kalibra¢ni fada vzorki

je zobrazena na Obrazku 19.
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Obrazek 19 Kalibraéni Fada vzorki [Archiv autora]

Roztoky se nechaly asi 20 minut ustdlit a nédsledné se Pasteurovou pipetou
napipetovaly do ociSténych kyvet. Kyvety byly fddn¢ oznacené a postupné se proméetily
v piistroji. Jako posledni se do pfistroje vloZily vzorky moci, promé&fily se pfistrojem

a pomoci programu se vypocitala koncentrace obsaZeného kreatininu.
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Obrazek 20 Druhy skript s naméirenymi a vypoc¢tenymi hodnotami

Na Obrdzku 20 je zndzornéno uZivatelské prostiedi softwaru s naméfenymi

hodnotami kalibra¢ni fady a vypoctem koncentrace nezndmého vzorku.

Po naméfeni byly ziskdny tyto tfi hodnoty koncentrace kreatininu v moci:
6,21621 mmol/l, 7,11998 mmol/l a 6,79462 mmol/l. Z téchto ti{ hodnot byl nédsledné

vypocitan aritmeticky primér:

i . 3)

i=1

_ 1
c=-
n

c =6,71027 mmol/l

a déle smérodatné odchylka:

4

s = 0,4578 mmol/l
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Naméfend hodnota koncentrace kreatininu v moci je:

¢ =6,71027 £ 0,4578 mmol/1

Vysledek koncentrace kreatininu v moci je fyziologicky (je v rozmezi 5,7 -

14,7 mmol/1).

AN
WA

e AT et

Obrazek 21 Ovéreni [Archiv autora]

Obrazek 21 je fotografie pofizend pifimo pifi ovéfovani celého systému.
Znédzoriiuje zkonstruovany piistroj fizeny meéfici kartou PCI-6221 od National
Instruments (USA, TX) a pfipojeny do zdroje napdjeni. Na obrdzku vpravo jsou

pfipravené kyvety s kalibra¢ni fadou a vzorky moci
7.2 Laboratorni tloha

Jako soucdst prace byla sestavena laboratorni dloha, kterou realizuji studenti
vramci pfedmétu Biosystém clovéka. V pribéhu cviceni byla plvodni uloha

z praktickych diivodl upravena.
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Laboratorni prace vychdzi z Jaffého motody stanoveni koncentrace kreatininu
v moci, kterd vyuziva vysledného barevného produktu vznikajiciho z reakce kreatininu

s kyselinou pikrovou v alkalickém prostiedi.

s vz

V pfiloZzeném navodu laboratorni prace, je nejprve popsdna teoretickd ¢ast, tedy
obecné metabolismus kreatininu a vyuZiti jeho stanoveni v klinické praxi. Dédle metoda
stanoveni pomoci spektofotometru a poté samotny princip a zdklady prace se

spektofotometrem a kyvetami.

V préci jsou vypsané pomiicky, chemikélie a postup stanoveni zahrnujici jak
popis techniky sbéru moci, tak samotny navod prace. V ndvodu préce si studenti nejprve
musi vytvofit kalibraéni fadu standardnich roztoki, jejich minimdlni (5 mmol/l)
a maximdlni (15 mmol/l) hodnota byla stanovena dle rozmezi fyziologickych hodnot
s krokem 2 mmol/l - tedy tak, aby byli studenti schopni z kalibra¢ni kiivky urcit
hodnotu své koncentrace kreatininu v moci. V praci se pouzivaji tii vzorky moci,
aby byl vysledek co nejptesnéjSi (vyslednd hodnota se ziskd pomoci aritmetického
praméru). VSechny vzorky se ndsledné¢ vlozi do spektofotometru, jehoz pouZiti je
v praci popsano. Ddle laboratorni prace obsahuje analyzu vysledkii (co maji z vysledki

studenti zjistit), kontrolni otdzky a piiklad.
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8 Diskuze

Ukolem mé bakaldiské price bylo vytvofit jednoduchy systém pro stanoveni
koncentrace kreatininu v moci. Jak uz bylo zminéno v teoretické ¢asti, kreatinin je jeden
z indikdtorti funkce ledvin a pfedevsim glomeruldrni filtrace. Diky nému miiZeme byt
schopni podchytit pfipadny problém jeSté pred tim, neZ napiiklad ledvina zkolabuje
a dokdZeme ji zachranit v€asnym zdsahem, tieba napiiklad tlumicimi latkami v 1écich,
zménou jidelnicku a celkové Zivotospravy. Uz v ramci semestrdlniho projektu jsem
navrhla laboratorni dlohu, pomoci niZ studenti v rdmci predmétu Biosystém clovéka
detekuji zda koncentrace kreatininu v jejich moci odpovida fyziologické hodnoté. Tato
laboratorni uloha byla v pribéhu vyuky po nékolika provedenich lehce upravena,
aby byla rychleji ovéfitelnd, byl napiiklad sniZen pocet vzorkli kalibra¢ni fady

(nyné¢jsich Sest vzorki k vytvoreni presné kalibracni piimky je dostacujicich).

V ramci bakalédrské prace jsem méla navrhnou metodiku pro rychlé stanoveni
béhem experimentl provadénych predev§im na prasatech domdcich. Pfi téchto
experimentech neni ¢as na piipravu kalibracni fady na misté a je potfeba méfeni provést
co nejrychleji. Proto jsem metodiku rozd€lila na dvé ¢asti. Prvni ¢ast zahrnuje ptipravu
kalibra¢ni fady a pfimky v laboratofi a druhd se odehrava pifimo na sale, kde z prasete
odebereme vzorek moci. PouZijeme 1 ml vzorku a do né piilijeme z pfedem
piipravenych eppendorfovych zkumavek hydroxid sodny, kyselinu pikrovou
a destilovanou vodu o pifesném objemu 1 ml. Takto pfipraveny roztok uz jen kapatkem
¢i Pasteurovou pipetou napipetujeme do kyvety, kterou vloZime do pfistroje a zjistime
jeho koncentraci.

Pfi navrhovani piistroje jsem nejprve zvazovala jaky pouZzit vysila¢ zareni.
Nejjednodussim a nejlevnéjSim vysilacem svételného zéreni je LED dioda. Pti Jaffého
reakci kreatininu s kyselinou pikrovou v alkalickém prostiedi vznikéd ¢erveno-oranzZovy
produkt, ktery je nejlépe detekovatelny pii zeleném zéfeni. Po zkuSebnim prométeni
pomoci spektrofotometru ve fakultni laboratofi jsem zvolila vinovou délku LED diody
515 nm. Tato LED dioda vyzaduje napdjeni 20mA, proto jsem vyuzila zdroje
konstantniho proudu LM317, ktery pomoci rezistoru o daném odporu vytvofi z napéjeni
15 V proudovy zdroj o Zddané hodnoté. Aby LED dioda stéile nesvitila, zvolila jsem

pro jeji ovladani tranzistor zapojeny jako spinac, ten je digitdln¢€ napdjeny 5 V.
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Druhd ¢ast ndvrhu pfistroje zahrnoval detektor. Zvolila jsem fotodiodu BPW21,
kterd detekuje zafeni v rozmezi 350 - 820 nm a nejvétsi detekEni funkci ma pro zareni
s vlnovou délkou 550 nm. Z fotodiody vystupuje proud, zdvisly na mnozstvi
detekovaného zéareni. Tento proud pfevadi na napéti zesilovace na obou vystupech
fotodiody. Tteti zesilovac je zapojen jako diferenc¢ni. Jeho zesileni bylo nutné n€kolikrat
upravit pomoci riznych hodnot rezistor. Pfi zkouSce na nepdjivém poli jsem zjistila,

Ze bude postacovat hodnota zesileni 1.

Poté jsem presla k vyrob¢ desek plosnych spoji. Desky nékolikrat nefungovaly
dle ofekavani, coZz mohlo byt zplisobeno pfetizenim vedoucich cest ¢i nepozornosti
pfi navrhovani. OZiveni desek jsem nejdiive zkouSela opét na nepdjivém poli a ndsledné
je upevnila do plastové krabicky, do které jsem umistila vyfezany polystyren
pro vlozeni kyvety. Z jedné strany kyvety je do polystyrenu zavedena fotodioda

a z druhé LED dioda.

Pro detekci naméfeného napéti bylo potfeba vytvofit aplikaci v jazyce
LabVIEW. Vytvoftila jsem dva skripty, jeden skript pro digitdlni fizeni tranzistoru (tedy
pro rozsviceni LED diody) a detekci vychoziho napéti. Druhy pro vytvoteni kalibra¢ni
pifimky a vypocet koncentrace kreatininu v nezndmém vzorku moci. V uZivatelském
prostiedi druhého skriptu staci stlacit tla¢itko Mer pro nameétfeni napéti na kazdém
vzorku kalibra¢ni fady a také na nezndmém vzorku moci. Nésledné¢ pomoci tlacitka

Vypocitat program urci koncentraci kreatininu v moci.

Cely systém jsem ovéfila na vlastnim vzorku moci. Naméfend a vypoctena
pramérnd hodnota byla ¢ = 6,7102740,4578 mmol/l. Pfi ovéfovani jsem nepouzila
vzorek z celodenniho sbéru moci, proto je hodnota koncentrace kreatininu v mé moci
pouze orientacni (v tento den jsem nevykondvala naroCnou fyzickou praci
a nekonzumovala masité potraviny, proto o¢ekdvame nizs$i koncentraci), presto vysla
v intervalu fyziologické hodnoty (5,7 - 14,7 mmol/l). Vypocitand odchylka hodnot
koncentraci je pfiblizné pil jednotky mmol/l, coZ je pfijatelnd hodnota, kterd mohla byt

zpusobena neptfesnou manipulaci s pipetami nebo pfi piipraveé roztokd.

Laboratorni ovéfeni je snadno proveditelné a d4 se jednoduse zopakovat. Pokud
dodrzime vSechny zdsady bezpecnosti prace a podminky prace v laboratofi (zachdzeni
s kyselinou, noSeni laboratorniho plasté atd.) je také relativné bezpecné. Metoda je

omezend pouze dostupnosti kyseliny pikrové, kterou potfebujeme v nasyceném stavu,
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v némz pii tfeni vybuchuje. Tuto metodiku vyuZijeme i pfi animdlnich experimentech,
pouze vyuZzijeme jinou kalibra¢ni fadu tak, aby odpovidala fyziologickym hodnotidm

kreatininu v mo¢i daného Zivocicha
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Zavér

V rdmci své bakalédrské prace jsem vytvofila systém pro stanoveni koncentrace
kreatininu v moci. Navrhla jsem a zkonstruovala zafizeni pro rychlé orientacni
stanoveni béhem animdlnich experimentl, ddle jsem v programu LabVIEW vytvofila
jednoduchou aplikaci pro ovlddani a méfeni pomoci tohoto zatizeni. Také jsem navrhla
rychlou metodiku pro meéfeni béhem experimentu, zalozenou na Jaffého metodé

stanoveni kreatininu v moci.

Na zéavér jsem propojila vSechny Casti a navrZenou metodikou vysetfovala
koncentraci kreatininu vlastni moci - vytvofila jsem vzorky, proméfila je sestrojenym
piistrojem a zobrazila méfeni pomoci vytvorené aplikace. Vyslednd koncentrace
kreatininu v mé moci byla ¢ = 6,710271£0,4578 mmol/l. Toto stanoveni by se
v budoucnu dalo rozsifit o vySetieni krve a diky této hodnoté by se dala dédle také

stanovit clearence kreatininu.
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Seznam symboli a zkratek

ATP Adenosintrifosfat - chemick4 latka

ADP Adenosindifosfét - chemickd latka

ADH Antidiureticky hormon

NAD Nikotinamidadenindinukleotid

NADH Redukovand forma nikotinamidadenindinukleotidu

NADP)H Fosforylovany analog NAD(H)

NAD(P)+ Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

HPLC High performance liquid chromatography = vysokoucinna kapalinova
chromatografie

VIS Visible = viditelné svétlo

LED Light emitting diode = svétlo vyzatujici dioda

IR Infrared = Infracervené zareni

DPS Deska plosnych spoji
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Priloha 1: Laboratorni dloha pro predmét Biosystém ¢lovéka

Ceské vysoké uceni technické v Praze

Fakulta biomedicinského inZenyrstvi

Stanoveni koncentrace kreatininu v moc¢i

Vd
Ukol:
Stanovte koncentraci kreatininu ve svém vlastnim vzorku moci.

Teoreticka ¢ast:

Stanoveni koncentrace kreatininu se vyuZzivd pro diagnostiku poruch funkce
ledvin. Pokud se poskodi vice nez 50% nefront (zdkladni stavebni jednotka ledvin),
zvySuje se koncentrace kreatininu v krevnim séru a naopak snizuje koncentrace v moci.
Stanovuje se pravidelné u pacientl s jiz diagnostikovanou poruchou funkce ledvin, s
cukrovkou nebo také pokud pacient uziva vétsi mnozstvi 1éku.

Pro stanoveni funkce ledvin je potfeba nejen stanoveni sérové koncentrace
¢i koncentrace v moci, ale vyuZivaji se pfedevSim vypoCty glomerularni filtrace
(napf. clearance kreatininu). Clearance je schopnost orgdnu ocistovat krevni plazmu.
Ocistovaci schopnost je definovdna jako objem plazmy zbaveny dané latky v urcitém
casovém intervalu.

Clearence kreatininu se poc¢itd na podkladé meétfeni mocového kreatininu
ve sledovaném obdobi a hodnoté sérového kreatininu. Vypocet se provadi podle vzorce:
clearence kreatininu = kreatinin moc¢ x diuréza(ml/s) / kreatinin sérum (D)
Cockroft a Gault navrhli vice osvéd¢eny vzorec:
clearence kreatininu = (140 — vek) x telesnd hmotnost / 49 x kreatinin v séru 2)
kreatininova clearence je v ml/s, v€k v rocich, télesnd hmotnost v kg. U Zen se takto
vypocitand hodnota nisobi faktorem 0,85 (maji mensi svalovou hmotu)

Kreatinin vznikd cyklizaci kreatinu a kreatinfosfatu. Je to organickd latka a

vyskytuje se v cyklu obsahujici dusik. Ve svalech vznikd rozpadem kreatinfosfatu (ten
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slouzi jako energetickd rezerva pro svalovy stah). Kreatin je syntetizovin v jatrech a
ledvinach z glycinu, guanidinové skupiny argininu. Krvi se dostane do svalu a zde se
vyskytuje jako kreatinfosfat. Asi 1 — 2 % kreatinfosfatu se denné cyklizuje na kreatinin,
ktery je z téla vyloucen jako odpadni latka.

MnoZzstvi kreatinu v krvi ovliviluje tvorbu a vyluCovani kreatininu. Toto
mnozstvi je ovliviiovdno dvojim zplsobem - exogenné ¢i endogenné. Exogenni ¢ést
tvofi potrava, masitd strava (pfimd resorpce z potravy bez ptedchazejici enzymové
hydrolyzy). Endogenni zdvisi na mnozstvi svalové hmoty a cinnosti svall, tedy
energetickém metabolismu svalové tkdn¢ (uvolnény kreatin se neenzymovou hydrataci
méni na kreatin). Zeny maji asi o 15% kreatinu méng, protoZe maji mensi svalovou
hmotu. Mnozstvi vylucovaného kreatininu se pfes den meéni, pravé kvili vétSimu
namdahani svall a piijmu potravy pfes den, tento vykyv muze byt az 50%.

Regulace kreatininu je zajiSténa glomerularni filtraci. Pii prichodu krevni
plazmy ledvinami se kreatinin do moci dostavd z 90% glomerularni filtraci krve a 10%
je sekretovano tubuldrnimi bunikami. Zpétn¢€ uz se neresorbuje (nefron je pro kreatinin
nepropustny).

Ke zvySeni hodnot v moci dochdzi u téhotnych Zen (zvySend glomeruldrni
filtrace), u podvyZivenych a dlouhodobé nemocnych s atrofii svali. Naopak sniZeni
znaci nejcastéji poskozeni ledvin.

V tomto cviceni se bude vychdzet z metody zaloZené na Jaffého reakci. V
alkalickém prostiedi reaguje bezbarvy kreatinin s kyselinou pikrovou, z této reakce
vznikd produkt, ktery mé Cerveno-oranZovou barvu a jeho mnoZstvi je pfimoumeérné
mnoZzstvi vychoziho kreatininu. Diky tomu, Ze je latka barevnd se miiZe stanovit pomoci
spektofotometrie, jejiz princip je zaloZen na interakci elektromagnetického zareni
s analyzovanym roztokem.

Zateni je latkou pohlcovdno a detektor pfijima zbylé a latkou neabsorbované
zéteni. Schopnost latky pohlcovat zdfeni se nazyva absorbance. Intenzita vystupniho
zéteni je po prachodu niZsi nez na zacatku a ¢im vice je roztok koncentrovany, tim vice
pohlti zareni.

Koncentrace analyzované latky je zjiStovana tim, Ze se sestavi kalibra¢ni kiivka,
tedy grafické zndzornéni zdvislosti absorbance roztoku na koncentraci v ném piitomné
stanovované latky. Sestavi se tak, Ze se zméfi absorbance roztokli o zndmych
koncentracich a zapocita se také slepy vzorek. Slepy vzorek obsahuje vSechny cinidla az

na zkoumanou latku, jeho zméfend hodnota se musi ndsledné od ostatnich hodnot
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odecist, tim je ziskdna pouze hodnota analyzované latky. Poté se spusti kolmice v bodé&,

kde hodnota absorbance odpovidd bodu na kiivce a zjisti se hledand koncentrace latky

ve vzorku.

Endogenni

zdroj

Kreatin

Exogenni

zdroj

|

Svaly

ATP 4 &DP ] -

. = Kreatinfosfat
——

ATP +—— ADFP .

Kreatinin

WV mozku slouzi
jako zdroj energie

Filtruje se pouze zde
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Tento diagram znézornuje jakymi zdroji se do krve dostdva kreatin. Endogennim
zdrojem je syntéza v jatrech a ledvindch, exogennim zdrojem zase masitd potrava. Dale
je zde popsdna jeho cesta do svalu, kde se vyskytuje i ve fosforylované form¢ jako
kreatinfosfat. Ve svalu probihaji mezi kreatinem a kreatinfosfitem vziajemné reakce
bud’ za spotifeby nebo produkce ATP. Z obou latek (kreatinu a kreatinfosfitu) se
neenzymaticky cyklizuje kreatinin, ktery se ddle vyskytuje napiiklad v mozku (slouzi
tam jako zdsobdrna energie). Déle se kreatinin dostava krvi do ledvin, kde se filtruje a to
pouze v Bowmanové vacku, proto se dd oznalit jako indikdtor filtrace ledvin. Ve
zbytku nefronu uz se déle nefiltruje, dochédzi zde pouze k mirné sekreci. Jako odpadni

latka se dostava z téla moci ven.

Technika sbéru moc¢i - 24 hodinovy sbér moci:

Mnozstvi vylouCeného kreatininu se v pribéhu 24 hodin méni. Nejnizsi
mnoZstvi je naméefeno rano a nejvyssi naopak vecer (rozdil mize byt skoro 50%). Pro
spravné stanoveni kreatininu v moci je nutny celodenni sbér moci, aby se zapocitalo
celé mnozstvi vyloucené latky. 24 hodinovy sbér moci se provadi takto:

® je vhodné vynechat ndrocngjsi té€lesnou aktivitu a masitou stravu ve vetSim
mnoZzstvi

e v den zahdjeni sbéru se rdano ¢lovék nejprve vymoci do toalety a az dal$i moc¢
sbira do Cisté nddoby dalSich 24 hodin (pokud nddobu naplni, pouZzije dalsi)

® sbira se veSkerd moc 1 pred stolici

¢ posledni odbér moci se provede druhy den rdano

¢ Dbcéhem sbéru Clovek ji 1 pije jako obvykle

e cely objem moci se poté smichd, aby byl vzorek reprezentativni

Pomiicky:

e spektrofotometr

e kyvety

e automatické pipety + Spicky
e stojan a zkumavky

¢ odmérné banky (100 ml)
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e kédinka
e Dbunicina
e popisovac

e parafilm

Chemikalie:

e nasyceny roztok kyseliny pikrové

e 1 M NaOH

e roztok kreatininu o koncentraci 20 mmol/l
e vzorek vlastni moce

e (destilovana voda

Postup:

Pro tucely této laboratorni prace nebudete vyuZivat 24 hodinovy sbér moci, ale
pouze ranni moc¢ - stfedni proud moci, ktery se provadi nasledovné: vnéjsi vyusténi
mocové trubice je znecisténo bakteriemi, ty jsou vzdy obsaZeny v prvnim proudu moci.
Tuto prvni ¢4st moci pacient vymoci do toalety a odebere do nddobky az druhy (stfedni)

proud moci. AZ z n¢j se provede analyza.

Pracovni postup:

1. Nejprve si pripravte kalibra¢ni fadu standardnich roztoki kreatininu a to tak, abyste
ziskali koncentrace roztoka: O (tzv. slepy vzorek), 5, 7, 9, 11, 13 a 15 mmol/. Do
oznacenych zkumavek napipetujte vZdy 1 ml daného roztoku, do kazdé pridejte 1 ml
kyseliny pikrové a 1 ml hydroxidu, ndsledné€ promichejte.

2. 'V moci je vysoka koncentrace kreatininu, proto je potieba ji nafedit destilovanou
vodou v poméru 1:99 (do odmérné banky napipetujte 1ml moci a dopliite po rysku). Na
konci nesmite zapomenout vyslednou koncentraci sto krat vyndsobit. Do tf{ zkumavek
napipetujte 1 ml zfedéné moci a opét do kazdé pridejte 1 ml kyseliny pikrové a 1 ml

hydroxidu. Promichejte.
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3. Do oznacenych kyvet odpipetujte roztok (pfesnd technika price s kyvatami je
popséna niZe), vSech kalibra¢nich roztokl véetné slepého vzorku o nulové koncentraci
(jeho namétenou absorbanci musite od vSech dalSich roztokti odecist abyste ve vysledku
ziskali koncentraci samotného kreatininu) a tfi kyvety vyuzijte pro vzorek moci (mate
tti vzorky, ze kterych ve vysledku vypocitite primérnou hodnotu, abyste ziskali
presngjsi vysledek).

4. Nechte asi 15 minut stat pii laboratorni teploté.

5.Pomoci spektrometru zm¢éite absorbance vSech roztokii (postup priace se

spektrometrem je uveden niZe).

Postup pri praci se spektrometrem

Kontrola pouzitych kyvet

Pozor: Povrch kyvet musi byt vZdy udrZovén v naprosté Cistoté! Otiete jej

mékkym hadiikem a dbejte na to, abyste povrch nepoSkribali pipetami (plastové jehla!).
Ove¢ite, zda vSechny kyvety uvadéji stejné hodnoty absorpce pro kontrolni roztok.

1. Vyberte vhodné kyvety.

2. Pomoci mechanické pipety do vSech kyvet napipetujeme 1 ml 0,2M roztoku NaCl.

3. Spustime spektrometr: Applications(stisknéte 1) -> single Wavelenght (stistknéte 1).

4. Zvolte pozadovanou vinovou délku a potvrd’'te zelenym tlacitkem.

5. Vlozte prvni vzorek a naméite jej jako referenci (stisknutim modrého tlacitka
OA/100%T). Hodnoty absorpce jednotlivych vzorka by se nem¢ly lisit. Pokud bude

v n€které z nich vyrazna odchylka, je potieba kyvetu vymeénit.

Naméieni spektra

1. Do kyvet pteneste pfiblizné 200 pl roztoku z kalibracni fady s nulovou koncentraci
a s nejvyssi koncentraci

2. Vlozte kyvetu se slepym vzorkem do spektrofotometru.

3. Zvolte Wavescan (stisknéte 3), nastavte rozmezi 400 aZ 700 nm a potvrd’te zelenym
tlac¢itkem

4. Stisknéte modré tlacitko OA/100% pro nacteni reference.

5. Vyméite vzorky a stisknéte zelené tlacitko.

6. Odectéte z grafu vhodnou vinovou délku pro métfeni absorbance vzork.
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Méfieni absorpce

1. Pomoci mechanické pipety do kyvet napipetujte 200 pl roztoku jednotlivych vzorki
(vSechny vzorky kalibra¢ni fady i se slepym vzorkem a tfi vzorky moci )

Pozor: Pfi pipetovani ddvejte pozor, aby nedoslo k poruseni peleti.

2. Kyvetu umistime do spektrometru a spust’te jej: Applications -> Single Wavelength

3. Zvolte vhodnou vlnovou délku

4. Prvni vzorek (slepy vzorek)naméite jako referenci stisknutim modrého tlacitka
OA/100%T.

5. Postupné proméite ostatni vzorky. Po umisténi kyvety do spektrofotometru vzdy
stisknéte zelené tlacitko.

6. Vysledky zaneseme do tabulky.

Analyza vysledku:

e Sestrojte kalibra¢ni kiivku zavislosti absorbance na koncentraci

e Odectéte z kalibracni kfivky koncentrace kreatininu ve vzorku moci

e Vysledky shriite do tabulky a porovnejte s fyziologickou hodnotou (5,7 - 14,7
mmol/l)

e Z vaSeho vysledku vypocitejte clearenci kreatininu pokud vite, Ze koncentrace

kreatininu v krvi je 50 pmol/l.

Kontrolni otazky:

e K ¢emu se v klinické praxi pouziva stanoveni kreatininu v moci?
e Kde se v téle syntetizuje kreatin?
¢ Co znaci snizovani koncentrace v moci?

e Kde se kreatinin filtruje?
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Priklad:

V nemocni¢ni laboratofi méli pacienta s dennim vydejem moci 4,5 litru.
Provedli mu rozbory a zjistili, Ze jeho koncentrace mocoviny v plazm¢ je 8 mmol/l a v
moc¢i 320 mmol/l. Dalsi testy se zameéfovaly na koncentrace Kkreatininu, jeho
koncentrace v plazmé je 6mmol/l av moc¢i 90 mmol/l. Z téchto tdaji vypocitejte
clearance a glomeruldrni filtraci a dédle stanovte frakéni vylu¢ovdni moc€oviny pacienta.
V moci byly pfitomny i latky: bilkoviny, Cervené krvinky, glukéza. Urcete zda jde o

fyziologicky stav, popf. patologii.
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Priloha 2: Schéma zapojeni vysilace
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Priloha 3: Navrh DPS vysilace

Tranzislar
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Priloha 5: Navrh DPS detektoru

51



