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Niebiałkowe związki azotowe
 Kreatynina
 Aminokwasy
 Amoniak
 Kwas moczowy
 mocznik
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KREATYNINA Cykliczny bezwodnik kreatyny, jest końcowym produktem
 rozpadu fosfokreatyny. 2-3 % azotu w moczu Synteza :
 Nerki wątroba Trzustka
 Produkcja relatywnie stała- zależna od masy ciała, odgrywa rolę w pracy mięśni
 Poziom we krwi zależy od diety
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Kreatyna i kreatynina
 Arginina + glicyna kwas guanidynooctowy
 Kwas guanidynooctowy + S-adenozynometionina (SAM) kreatynina
 Produkcja kreatyniny odbywa się w sposób ciągły.
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Metody pomiaru: 1. Metoda enzymatyczna oznaczania kreatyniny przy pomocy kreatyninazy i kreatynazy:
 Kreatyninakreatyninaza
 Kreatyna
 Kreatyna
 H2O
 H2O → H2O2
 kreatynazasarkozyna + mocznik
 Sarkozyna + O2Oksydaza sarkozyny formaldehyd + glicyna
 HCOOH +NADH + H+ +NAD+ + H2O DF
 H2O2 + pochodna fenolu + 4-aminofenazonperoksydaza
 barwny związek
 Kreatyninaza- amidohydrolaza kreatyninyKreatynaza- amidinohydrolaza kreatyny
 DF- dehydrogenaza formaldehydu
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CD…
 Kreatynina kreatynakreatyninaza
 H2O
 Kreatyna + ATPKinaza kreatyny
 fosforan kreatyny + ADPH2O
 ADP + fosfoenolopirogronianKinaza pirogronianiowa
 Pirogronian + ATP
 Pirogronian + NADH+ + H+ mleczan + NAD+
 H2O → H2O2
 LDH
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Oznaczanie za pomocą suchej chemii:
 •Enzymatyczna z deaminazą kreatyniny → amoniak + błękit bromofenolowy (pomiar- 600nm)
 • Enzymatyczna z kreatyninazą i kreatynazą
 • Reakcja z kwasem 3,5- dinitrobenzoesowym
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Pobieranie i przechowywanie materiału
 surowica
 •Używać niezhemolizowanej surowicy
 osocze•Używać osocza heparynowanego
 mocz•Dobowa zbiórka•W przypadku opóźnienia w dostarczeniu próbki- konserwant- np. mertiolat
 PRZECHWYWANIE : Kreatynina stabilna w surowicy i osoczu przez ok. 2 dni w temp. pokojowej oraz 7 dni w temp. 4°C.
 Próbki moczu stabilne do 3 dni.
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Znaczenie kliniczne:
 Wskaźniki do oznaczania stężenia kreatyniny w surowicy:
 ostre i przewlekłe choroby nerek zaburzenia przemiany materii, choroby układowe: cukrzyca,
 hiperurykemia, choroby tkanki łącznej niewydolność krążenia, stan wstrząsu, ostra utrata krwi lub płynów
 ustrojowych nadciśnienie tętnicze Terapia lekami nefrotoksycznymi lub wydalanymi głównie przez
 nerki uszkodzenie nerek wywołane zatruciem egzogennym, hemolizą,
 miolizą
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KREATYNINA
 Wartości prawidłowe dla kreatyniny zależą od metody pomiaru
 TYPOWY ZAKRES : 80- 115 μmol / L (mężczyźni) 53- 97 μmol / L (kobiety)
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Stężenie we krwi zależy od: Masy mieśniowej Podaży białka (~ 10 % zmian) Podaży kreatyniny (body builders) Wydalania przez nerki
 KREATYNINA
 produkcja
 Stężenie we krwi jest ODWROTNIE proporcjonalne do klirensu przez nerki (GFR)
 KLIRENSU KREATYNINY WE KRWI !
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Ograniczenia przy oznaczaniu:1. Zmiany wraz z wiekiem
 ( ↑ w okresie dojrzewania ↓ późniejszym okresie )
 2. Czynniki mające wpływ na poziom: *wiek *masa ciała*płeć *dieta*rasa *leki
 3. Przedział referencyjny nie koreluje dobrze z wczesna chorobą nerek
 KREATYNINA
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Nieprawidłowe wyniki poziomu kreatyniny we krwi
 1. Bez znaczenia fizjologicznego: *dieta bogata w białko, *intensywne ćwiczenia, *leki np. salicylany, *interferencja analityczna (antybiotyki cefalosporynowe)2. Patologia : choroby nerek (dowolna przyczyna ↓ GFR)
 1. Fizjologia: ciąża (↑obj. osocza) 2. Patologia:* obniżona masa mięśniowa (głodzenie),*choroby wyniszczające, *sterydy
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Zależność między kreatyniną a GFR
 μmol/l
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GFR Przesączanie kłębuszkowe- określane przez pomiar
 szybkości oczyszczania osocza z markera GFR. Wielkość przesączania kłębuszkowego jest najlepszym
 parametrem opisującym funkcje nerek w stanie zdrowia i choroby.
 Badanie GFR jest przydatne do: Wykrycia przewlekłej choroby nerek CDK Oceny stopnia zaawansowania CDK Ustalenia dawkowania leków wydalanych drogą
 przesączania kłębuszkowego Badania innych metod terapeutycznych lub leków na
 funkcje nerek
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Klirens kreatyniny
 Klirens kreatyniny: → Do oszacowania GFR→ klirens kreatyniny = GFR ( kreatynina nie jest idealną substancją kłębuszkową)
 KLIRENS (współczynnik oczyszczania) danej substancji – jest to taka objętość OSOCZA, która jest całkowicie oczyszczona przez nerki z danej substancji w jednostce czasu.
 U- stęż. kreatyniny w moczuP- stęż. w surowicy A- powierzchnia ciała [m2]V- obj. moczu [ml]
 [mg%]
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Markery klirensu nerkowego
 Substancje ENDOGENNE
 • KREATYNINA• CYSTATYNA C
 Substancje EGZOGENNE
 • INULINA• JOHEKSOL• CHROMONOWY EDTA

Page 18
						

Warunki przeprowadzenia badania klirensu nerkowego
 Substancji egzogennej
 •Nawodnienie pacjenta (min. 600ml płynu)•Utrzymanie stałego stęż. markera GFR we krwi (stały wlew dożylny)•Właściwa zbiórka porcji moczu
 kreatyniny•Nawodnienie pacjenta (diureza> 1 ml/min)•Dopilnowanie aby pacjent nie spożywał substancji moczopędnych•Pobranie próbki krwi w celu oznaczenia poziomu kreatyniny w połowie czasu trwania zbiórki moczu
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Kreatynina a Cystatyna C jako marker GFR
 Kreatynina Niska czułość diagnostyczna Stęż. zależne od masy (↑ u ♂, osób
 młodych, rasy czarnej) Eliminowana drogą sekrecji
 kanalikowej (↑ w miarę ↓ GFR) Degradowana w jelitach (eliminacja
 pozanerkowa ↑ gdy ↓ GFR) Metabolizm i wydalanie cewkowe
 zmieniane przez wiele leków Stosowana rutynowo metoda
 Jaffe’go ma niską swoistość Zróżnicowanie metodyczne-
 zmienność międzylaboratoryjna Stęż. Kreatyniny nie powinno być
 podstawą podejmowania decyzji terapeutycznych!
 Cystatyna C ↑ wartość diagnostyczna u grupie
 z nieznacznie obniżonym GFR Stęż. nie zależy od masy, płci i
 rasy, ↑ po 50 r.ż ↑ stęż. w nadczynności tarczycy,
 pod wpływem wysokich dawek kortykosteroidów
 Małe zróżnicowanie metodyczne Brak międzynarodowego wzorca –
 (brak walidacji dla dużej populacji) Niezgodność wyników między
 metodami
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Idealny marker GFR Jest wydalany wyłącznie drogą przesączania
 kłębuszkowego Nie wiąże się z białkami osocza i nie wnika do erytrocytów Nie podlega wchłanianiu zwrotnemu i sekrecji w kanalikach Nie ulega przemianom metabolicznym w ustroju Nie jest wychwytywany przez inne tkanki Obojętny dla ustroju i środowiska Tani i łatwo dostępny Istnieje prosta i dokładna metoda oznaczania
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Ocena GFR
 ZŁOTY STANDARD : klirens nerkowy inuliny (po przesączeniu do pramoczu nie ulega reasorpcji ani wydzielaniu w kanalikach nerkowych)
 SREBRNE STANDARDY: klirens nerkowy lub osoczowy 51Cr-EDTA,125 I- jodotalaminianu joheksolu
 Metoda z wyboru: Klirens kreatyniny z 24h zbiórki moczuTesty przesiewowe Obliczanie GFR na podstawie stężenia kreatyniny w
 surowicy Stężenie cystatyny C
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Czynniki wpływające na wartość GFR:
 Zmienność dobowa GFR- najniższe w nocy, najwyższe rano
 Długotrwała wyprostowana pozycja ciała Ciąża Cukrzyca Dożylna infuzja dopaminy
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Klirens osoczowy
 Zalety względem badania klirensu nerkowego: Jednorazowe podanie substancji Brak konieczności dobowej zbiórki moczu lub
 cewnikowania pacjenta Możliwość obliczenia klirensu na podstawie pomiaru
 stężenia markera GFR w jednej próbce osocza (np. klirens joheksolu)
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WZÓR COCKCROFTA- GAULTA – OBLICZANIE KLIRENSU KREATYNINY Zalecany dla ustalania dawkowania leków
 wydalanych przez nerki
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MDRD
 MDRD (Modification of Diet in Renal Disease)Wzór MDRD– wzór stworzony na podstawie danych dla pacjentów z przewlekłą niewydolnością nerek (uczestników programu Modification of Diet in Renal Disease ) dla zdrowych ludzi wyraźnie niedoszacowuje GFR, natomiast znacznie lepiej od wzoru CG szacuje GFR dla bardziej zaawansowanych stadiów PChN.
 MDRD Sudy- 4- parametrowe oznaczenie GFR dla osób powyżej 18 r.ż.
 GFR (ml/min/1.73m2 ) =186* x kreatynina (surowica) -1,154 x wiek x 0,742 (jeżeli ♀)/ x 1,210 (jeżeli
 Afroamerykanin)***186- dla tradycyjnych kalibratorów 175- dla kalibratorów odnoszących się do IDMS
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MDRD ograniczenia:
 •Wiek 18-70 lat, rasa biała i Afroamerykanie z GFR <90 mL/min/ 1,73m2
 - dobrze wychodzi u cukrzyków• Gorsza zgodność z mierzonym GFR dla: - populacji szpitalnej - ostrej niewydolności nerek - prawidłowej funkcji nerek• Walidacja obecnie udoskonalana
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NIEBIAŁKOWE ZWIAZKI AZOTOWE
 Białka
 Aminokwasy
 Amoniak
 Mocznik
 proteoliza
 Transaminacja, oksydatwna deaminacja
 Enzymatyczna synteza, „Cykl mocznikowy”

Page 28
						

MOCZNIK
 55- 90% azotu w moczu
 Główny produkt katabolizmu białek zawierający azot
 Synteza z amoniaku w wątrobie w Cyklu mocznikowym Wydalany w ok. 90% z moczem ( ok. 10% przez przewód pokarmowy i skórę)W nerkach filtrowany do pramoczu przez kłębki nerkowe- słabo reasorbowany przez kanaliki nerkowe- stosowany do oceny GFRwykazuje dużą zmienność stężenia (dieta, funkcja wątroby)
 Wartości prawidłowe:
 2,9- 6,4 mmol/L
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Czynniki wpływające na poziom mocznika we krwi:
 • Odwodnienie • Intensywny katabolizm białka (gorączka,
 nowotwór)• Zaniki mięśniowe podczas głodówki • Reasorpcja białka podczas krwawienia z
 przew. pok.• leczenie lekami sterydowymi
 • Zbyt mała ilość aa do deaminacji (głodzenie złe wchłanianie)
 • Choroby wątroby (uszkodzona syntezy)• Zatrzymanie wody• Rozcieńczenie surowicy wlewami dożylnymi
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BUN (Blood Urine Nitrogen) – azot mocznikaBadanie określa zawartość azotu mocznikowego we krwiProdukcja mocznika ( z amoniaku ) – proces ciągły – we krwi zazwyczaj niewielka stała ilość azotu mocznikowegoWiększość chorób nerek lub wątroby może mieć wpływ na stęż. mocznika we krwiZnaczne uszkodzenie wątroby – zaburzenie syntezy mocznika- spadek BUN mg azotu mocznika * 2,146 = mg mocznika (60/ 28= 2,146)mg azotu mocznika * 0,0357 = mmol mocznika
 MOCZNIK
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Metody oznaczania mocznika:
 1. Ureazowa - dehydrogenaza glutaminianowa (szybka i swoista)
 Typ analizy – SPEKTROFOTOMETRYCZNA (A przy 340 nm)
 Mocznik (NH4)2 CO3
 ureaza
 H2O
 2 NH4+ + CO3 -
 NH4+ + α ketoglutaran + NADPH → glutaminian + NAD +
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Metody oznaczania mocznika:
 2. Elektrochemiczna :
 Mocznik NH3 NH4+
 • wzrost przewodnictwa roztworu•↑pH
 ureaza
 Miareczkowanie potencjometryczne
 •Tiosemikarbazon i Fe(III) stabilizują kolor •Reakcja ma zastosowanie do oznaczania mocznika
 w surowicy i moczu.
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Zastosowanie kliniczne:
 1) Ocena funkcji nerek i wątroby:a. Zmiany w kłębuszkach nerkowych, kanalikach nerkowychb. Zmiany w przepływie krwi przez nerkic. Dysfunkcja wątroby
 2) Schorzenia cyklu mocznikowego:a. Cytrulinemiab. Argininemiac. Hiperornitynemiad. Niedobory enzymów cyklu
 3) U chorych dializowanych do oceny stanu metabolicznego chorego i nasilenia katabolizmu białkowego.
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Patofizjologia niewydolności nerek
 ↑kreatyniny ↑ mocznika
 ↑ stężenia metabolitów
 we krwi
 Uszkodzenie wydalania produktów
 metabolizmu
 ↓ szybkości GFR
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AZOTEMIA
 Wzrost stężenia mocznika we krwi1. Przednerkowa:
 Dieta wysokobiałkowa ↑ katabolizmu białek (zabieg operacyjny,
 ekstremalne głodzenie) Uszkodzenie perfuzji nerkowej ( hypoproteinemia,
 utrata płynu zewnątrzkomórkowego, zawał serca) Łagodne odwodnienie Leczenie kortyzolem lub syntetycznymi analogami
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2. Nerkowa : Ostra lub przewlekła niewydolność nerek( gdy spada filtracja)
 3. Ponerkowa : Dowolna przyczyna obstrukcji przepływu
 moczu ( np. kamienie, przerost prostaty, zwężenie nowotworowe)
 AZOTEMIA
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Kluczem do rozróżnienia azotemii przed i ponerkowej jest udokumentowanie wzrostu
 stężenia MOCZNIKA bez równoczesnego wzrostu stężenia kreatyniny
 AZOTEMIA
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Wskaźnik mocznik / kreatynina
 Norma mocznik [ ] / kreatynina [ ] 12- 20 Podwyższony wskaźnik (kreatynina w normie):
 - intensywny katabolizm białka- dieta wysokobiałkowa, -nefropatie,-krwawienie do światła przew. pok.*** gdy kreatynina podwyższona – azotemia ponerkowa ( problem z usuwaniem mocznika)
 Obniżenie wskaźnika:- nekroza kanalików nerkowych, -dieta niskobiałkowa, -zatrzymanie wody, -rozcieńczenie surowicy (czynniki ↓ stęż. mocznika)
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Kwas moczowy:o Inaczej 2,6,8 trihydroksypurynao Główny produkt katabolizmu nukleozydów purynowych
 (adenozyny, guanazyny)o Puryny z katabolizmu kw. nukleinowych (dieta) zamieniane
 bezpośrednio do kw. moczowego o Dzienna synteza- ok. 400mgo dieta- ok. 300 mgo Zasady purynowe mogą wchodzić w cykl odnowy kwasów
 nukleinowych.o Katabolizm puryn u człowieka: o Adenozyna →inozyna → hypoksantyna →ksantyna → kw. moczowy o Guanozyna → guanina → ksantyna → kw. mczowy
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1. M. ENZYMATYCZNA (kolorymetryczna, różnicowanie absorpcji)
 I. utlenienie kwasu moczowego do alantoiny H2O2 i CO2 (enzym URIKAZA , H2N)
 II. H2O2 + chromogen → barwny produkt
 Możliwość pomiaru absorbancji a. pH > 7 290-293 nmb. pH < 7 283 nm
 Metody oznaczania kwasu moczowego:
 peroksydaza
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2. Z kwasem fosfomolibdenowym: Etap wstępny – odbiałczanie próbki (mieszanina siarczanu cynku i
 wodorotlenku baru) Dodanie fosfomolibdenianu – redukcja do błękitu molibdenowego
 przez kwas moczowy w środowisku zasadowym Odczyt absorbancji 650- 700 nm
 Interferencje:o Glukoza o Wit. C o Glutationo Cysteinao Leki ( np. kwas acetylosalicylowy )o Inne puryny
 Metody oznaczania kwasu moczowego:
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Wartości referencyjne
 Dzieci : 120- 320 μmol/ LMężczyźni : 210- 420 μmol/ L Kobiety : 130- 350 μmol/ L
 Stężenie rośnie z wiekiemW ciąży ↓ w pierwszym trymestrze potem ↑Wydalanie kwasu moczowego z moczem
 250 -750 mg/ dzień
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Stężenie kwasu moczowego we krwi:
 Podwyższony poziom Wzrost spożycia, wzrost produkcji moczanów:
 • Dna moczanowa,• leczenie chorób
 mieloproliferacyjnych lekami cytotoksycznymi,
 obniżone wydalanie: • kwasica mleczanowa, • ch. spichrzeniowa glikogenu typ 1• podawanie leków, • zatrucia OŁÓW, alkohol,
 defekty enzymatyczne • ch. Lesch- Nyhan
 Obniżony poziom Ciężki alkoholizm połączony z
 chorobami wątroby, niedobór oksydazy kreatyniny, wysokie dawki salicylanów i
 wit. C, Allopurinol- lek hamujący
 oksydazę ksantynową, kortykosteroidy, ch. Fanconie’go galaktozemia
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Zaburzenia w metabolizmie kwasu moczowego:
 Artretyzm (podagra, dna moczanowa)- krystalizacja moczanu sodowego w płynach jam ciała np. stawowych i depozyty kryształków w tkankach otaczających staw. W ciężkich przypadkach następuje dalsze wytrącanie się kryształków w tk. miękkich ( stan zapalny- nacieki limfocytarne)Dna moczanowa może być:• Pierwotna (zwykle związana z nadprodukcją kwasu moczowego )• Wtórna (niedostateczne wydalanie kw. moczowego w chorobach
 nerek, leki) Wrodzony defekt- choroba Lesh Nyhana- zablokowanie drogi
 powrotnego przekształcania zasad purynowych w nukleotydy powoduje opóźnienia w rozwoju umysłowym, dysfunkcję ruchową
 Zaburzenia nerek- depozyty moczanów w parenchymie nerek, w cewkach i kanalikach nerkowych- kamica nerkowa
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AMINOKWASY
 Jony obojnaczeSkładniki peptydów i białek
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Dziedziczne choroby metaboliczne: Niedobory enzymów, białek strukturalnychDefekty w transporcie przez błony komórkoweNiedobór kofaktorów i innych substancji niezbędnych do prawidłowej aktywności enzymatycznej
 Diagnostyka wrodzonych błędów metabolicznych:Prenatalna Rutynowy skrining! (noworodków)Kliniczna dziecka
 AMINOKWASY- niedobory
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Skrining noworodków
 Aspekty laboratoryjne: test może dawać wyniki fałszywie dodatnie, ale nie powinien dawać wyników fałszywie ujemnychPowinien być wykonany w centralnych laboratoriach w celu zapewnienia odpowiedniej kontroli jakości
 Badania przesiewowe u noworodków:FenyloketonuriaWrodzona niedoczynność tarczycy mukowiscydoza
 nieleczone prowadzą do upośledzenia
 umysłowego
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Fenyloketonuria
 Metabolizm fenyloalaniny i tyrozynyBrak HYDROKSYLAZY FENYLOALANINY(brak oksydazy homogentyzowanej – alkaptonuria)Badanie 2 kropli krwi na bibuleOznaczanie fenyloalaniny: 1. Chromatografia2. Spektrofotometria3. Fluorymetria
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Wyniki przesiewu (PKW)
 < 3 mg/ dl – norma3.0- 8.0 mg/dl – wezwanie na dalsze badania,
 test z BH4 i fenyloalaniną>8.0 mg/dl- wezwanie, test z BH4
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Amoniak
 Produkt degradacji aminokwasów- w wyniku reakcji deaminacji Synteza we wszystkich organachW fizjologicznym pH – jako NH4
 +
 10- 20% azotu w moczuW normalnych warunkach ulega przemianom do mocznika- amoniak toksyczny dla OUN
 Wartości prawidłowe:
 16-65 μmol/L
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1. Metoda ENZYMATYCZNA- najpopularniejsza, stosowana w automatach, dokładna i precyzyjna
 NH4+ + α ketoglutaran + NAHPH → glutation + NADP+ + H2O
 GLDH- dehydrogenaza glutaminianowa
 2. Metoda z użyciem elektrody jonoselektywnejDyfuzja NH3 przez błonę selektywną dla NH4Cl powoduje
 zmianę pH co jest mierzone potencjometrycznie
 Metody oznaczania amoniaku:
 GLDH
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Oznaczanie AMONIAKU
 Pobieranie krwi: EDTA (sól dipotasowa)→ osocze Transport w lodzie- hamowanie katabolizmu aminokwasów Zamknięta probówka
 ważne uwagi przedlaboratoryjne: palenie papierosów ↑ poziom amoniaku ( jeden papieros wypalony godzinę przed pobraniem materiału podnosi poziom amoniaku o 100%)Osocze jest materiałem z wyboru- w surowicy poziom ↑Natychmiastowe ochłodzenie próbki w lodzieSzybkie wirowanie krwi
 Dużo błędów przedanalitycznych!
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Znaczenie kliniczne:
 • Zaburzenia syntezy mocznika: Genetyczne (defekty jednego z enzymów cyklu
 mocznikowego) Choroba Rey’a – w pediatrii (amoniak bardzo wysoki)
 Nabyte (ciężkie schorzenia wątroby- gł. Marskość, WZW)
 Encefalopatia w przebiegu marskości- amoniak przedostaje się do mózgu przez barierę krew- mózg- uszkodzenie OUN
 Nefropatia powoduje ↑ poziomu mocznika we krwi, wydzielanie do światła jelita, rozkład do amoniaku.
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