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Aminokwasy wolne, N-podstawione i peptydowe w moczu ludzi
z przewlekla niewydolnoScia nerek
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Free, N-substituted and Peptide Amino Acids in Urine of Patients with Chronic
Renal Insufficiency

Niewydolnosci nerek towarzysza zlozone zaburzenia metaboliczne, niedostatecznie
dotychczas wyjasnione. W Dbadaniach nad metabolizmem zwigzkéw azotowych
W mocznicy zajmowano sie takze aminokwasami, oznaczajgc ich poziomy we krwi
ludzi chorych (1, 8, 11), natomiast malo uwagi poswiecano aminoacydurii. Badanie
wydalania wolnych aminokwaséw z moczem moze dopoméc w ustaleniu zaburzen
filtracji klebkowej i wchlaniania zwrotnego.

Dla wyjasnienia niektéorych patomechanizméw mocznicy wazne jest takze
zbadanie wydalania aminokwaséw zwigzanych, a szczegdblnie N-podstawionych.
Z wczesniejszych doniesiei wiadomo bowiem, Ze w przebiegu mocznicy znacznie
wzrasta stezenie N-podstawionych aminokwaséw we krwi (9). Dotychczas brak
doniesienn dotyczacych wydalania peptydéw przez chorych z mocznicg. Badania
aminokwaséw zwigzanych w moczu przeprowadzano oznaczajac lgcznie amino-
kwasy N-podstawione i peptydowe (23), badz tez badano jedynie peptydy (13).
Oddzielne oznaczanie N-podstawionych i peptydowych aminokwasow natrafialo do-
tychczas na trudnosci ze wzgledu na brak odpowiedniej, dokladnej, a zarazem
prostej metody. Przeprowadzenie obecnych badan bylo mozliwe dzieki zastosowaniu
metody wlasnej opisanej poprzednio (4, 6).

Celem naszej pracy bylo oznaczenie wydalania aminokwaséw N-podstawionych .
oraz peptydowych i wolnych w moczu ludzi z przewleklg niewydolnoscig nerek.
Specjalnie zwrécono uwage na aminokwasy N-podstawione, jako najmniej zbadane,
i ograniczono oznaczenia iloSciowe aminokwaséw wolnych i peptydowych do zwigz-
kow stwierdzonych poprzednio w formie z zablokowang grupg aminowsg (amino-
kwasy N-podstawione).

MATERIAL I METODY

Do badan pobierano 10 ml prébki z dobowego moczu 20 chorych z przewlekis
niewydolnoscia nerek, przebywajacych na leczeniu w II Klinice Choréb Wewnetrz-
nych AM w Lublinie. Wiek chorych wahal sie od 19 do 66 lat. W badanej grupie
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byto 10 kobiet i 10 mezczyzn. W wigkszosci przypadkéw (13 chorych) pierwotng
przyczyne mocznicy stanowilo zapalenie klebkéw nerkowych. U 6 chorych niewydol-
nos$é nerek rozwinela sie w wyniku zapalenia odmiedniczkowego nerek, a w jed-
nym przypadku mocznica wystgpila przy wspolistniejagcej torbielowatosci nerek.
U wszystkich chorych stwierdzano mniejszego lub wiekszego stopnia niedokrwisto$é
i nadci$nienie.

W uzaleznieniu od ciezkoéci schorzenia, kierujac sie wysokosciag poziomu mocz-
nika we krwi, chorych podzielono na dwie grupy po 10 os6b. W grupie pierwszej
znaleZli sie chorzy =z poziomem mocznika we krwi od 45 mg% do 150 mg%,
a w drugiej z mocznikiem powyzej 150 mg%. Grupe kontrolng stanowilo 10 zdrowych
osobnikéw w wieku od 21 do 65 lat, w tym 5 kobiet i 5 mezczyzn.

Aminokwasy zwigzane oznaczano po odpowiednim przygotowaniu materiatu.
Stosowano elektroforeze cienkowarstwowa (6), metode wlasng pozwalajgecg na od-
dzielenie peptydéw od aminokwaséw wolnych (4), hydrolize kwasng oraz chromato-
grafie bibulowa i zmodyfikowang fotometrie negatywéw chromatograméw (3).
Przy analizie aminokwaséw wolnych wykorzystano chromatografie bibulows oraz
zmodyfikowang metode fotometrii negatywoéw chromatograméw.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej. Obliczenia wykonano na ma-
szynie numerycznej ,,Odra 1013” w Zakladzie Metod Numerycznych Katedry Analizy
Matematycznej UMCS.

BADANIA WLASNE

Przygotowanie moczu

10 ml prébki moczu odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem w tempera-
turze 25°C do objetosci okoto 4 ml i odbialczano, podobnie jak Geer i wsp. (10),
dodajac 20 ml 95% etanolu. Strageony osad odwirowywano, a pozostaly roztwér
zageszcezano ponownie do 4 ml i dodawano do niego 10 ml 95% etanolu. Po odwiro-
waniu roztwér odparowywano (w warunkach wyzej podanych) i rozpuszczano w 5 ml
wody redestylowanej. Po zakonserwowaniu tymolem roztwory stuzyly do dalszych
badan. W niniejszej pracy nie stosowano specjalnych metod odsalania moczu ze
wzgledu na zachodzenie tego procesu w czasie przeprowadzanej w badaniach
elektroforezy.

Aminokwasy N-podstawione

Przygotowany material rozdzielano na drodze elektroforezy cienkowarstwowej
na zelu krzemionkowym, stosujgc bufor o pH 2,0, napiecie 250 V i mnatezenie
8,4 mA. Czas elektroforezy wynosit 1 godzine. Po zakoniczeniu rozdzialu, aminokwasy
N-podstawione znajdowaly sie po sironie anody w strefie ninhydrynonegatywnej
elektroferogramu. Nastepnie zdejmowano zel w strefie zawierajgcej polgczenia
ninhydrynonegatywne i po unieczynnieniu, za pomocg wody utlenionej, zawartej
w nim ninhydryny, hydrolizowano go stosujac 6 n HCl. Hydrolizaty poddawano
nastepnie analizie chromatograficznej — chromatografii bibulowej krazkowej
i wstepujgcej jednokierunkowej (7, 15). Do oznaczen ilo§ciowych zastosowano metode
fotometrii negatywéw chromatogramoéw, opierajgca sie na pomiarze natezenia
Swiatla przechodzgcego przez negatyw chromatogramu (14) z modyfikacjg (3).
Dokladny opis przytoczonego powyzej postepowania zamieszczono w innej pracy (6).
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Aminokwasy peptydowe

Po zakonczeniu opisanego poprzednio rozdzialu elektroforetycznego, peptydy
znajdowaly sie razem z aminokwasami wolnymi, po stronie katody, w strefie
ninhydrynopozytywnej elektroferogramu. Do oddzielenia peptydéw od aminokwaséw
wolnych wykorzystano reakcje ninhydrynowsg (17, 18) stosujgc obecnie odmienng,
podanag nizej metodyke.

Na wywolanym ninhydryng elekiroferogramie zakre$lano strefe ninhydryno-
pozytywna obejmujgcg wszystkie plamy. Z zakre$lonego obszaru zdejmowano zel
i dodawano do niego 5 ml 0,3% etanolowego roztworu ninhydryny. Prébe sprowa-
dzano przy pomocy buforu cytrynianowego do pH 5,0 i ogrzewano, w temperaturze
wrzenia, az do calkowitego odparowania, po czym dodawano od niej 2 ml 3% wody
utlenionej w celu rozlozenia nadmiaru ninhydryny i powstalego barwnika. Tego
rodzaju dzialanie wody utlenionej wykazal Guzzi i wsp. (12). Prébe ogrzewano
przez 2 min. w temperaturze 100°C i odparowywano w temperaturze 25°C.
Powyzszy proces powtarzano trzykrotnie. Zel z zablokowanymi wolnymi amino-
kwasami poddawano hydrolizie 6n HCl w temperaturze 105°C. Optymalny czas
trwania hydrolizy wynosit 16 godzin, Hydrolizaty po usunieciu kwasu solnego
analizowano jak przy badaniu aminokwaséw N-podstawionych. Przedstawione po-
wyzej postzpowanie pozwala na oznaczenie skladu aminokwasowego peptydow
z wykluczeniem aminokwaséw koncowych, ktére ulegaja zniszczeniu, biorac udzial
w reakcji z ninhydryng. W poprzedniej pracy podano bardziej dokladny opis po-
wyzsze] metody (4).

Aminokwasy wolne

Mocz do badan przygotowywano podobnie jak przy oznaczaniu aminokwaséw
zwigzanych. Analize jakoS$ciows przeprowadzano przy uzyciu metody chromatografii
bibutowej stosujac technike krgzkowa wg Przybylskiej i wsp. (19) oraz
Williamsa i Kirby (26). W przypadku aminokwaséw trudno rozdzielajacych
sie zastosowano dodatkowo rechromatografie oraz reakcje specyficzne, Dokladne
opisy postepowania zostaly zamieszczone w poprzednich pracach (7, 15).

Oznaczenia iloéciowe, zaréwno wolnych jak i zwigzanych aminokwaséw, wykony-
wano zmodyfikowang metoda fotometrii negatywéw chromatograméw (3). Otrzymane
wyniki opracowywano statystycznie na drodze analizy wariancji dla klasyfikacji
pojedynczej (22) oraz przedzialéw ufnosci T (25).

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI
Aminokwasy N-podstawione

Po przeprowadzeniu analizy moczu ludzi zdrowych stwierdzono obec-
noé¢ nastepujgcych aminokwaséw, wystepujacych w formie N-podsta-
wionej: lizyny, kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego, glicyny,
seryny, treoniny, a-alaniny oraz $ladéw waliny, proliny i PB-alaniny.
Aminokwasem wydalanym w moczu w najwiekszej ilosci jest kwas
glutaminowy — 32,3 mg/dobe, a najmniej wydalajg ludzie zdrowi
N-podstawionej treoniny — 6,4 mg/dobe (pomijajgc aminokwasy S$la-
dowe). Uzyskane wyniki sg zblizone do wynikéw otrzymanych przez
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innych autoréw (2, 16, 24), a réznia sie znacznie jedynie od rezultatéw
badan Satwekara i wsp. (21), ktérzy wykryli tylko glicyne, kwas
glutaminowy i o-alanine. Zachodzace roéznice wiagza sie prawdopodobnie
z odmienng metodyksg badan i z réznymi sposobami przygotowywania
materiatu. Trudno jest jeszcze ustali¢c budowe polgczen ninhydrynonega-
tywnych. Mozna jedynie przypuszczaé, ze wykryta glicyna wchodzi
w sktad kwasu hipurowego, a kwas glutaminowy pochodzi z fenyloace-
tyloglutaminy. Brak natomiast zupelmie danych odnoénie zwigzkéw,
w sklad ktorych moglyby wchodzi¢ inne wykryte obecnie aminokwasy.

Nie stwierdzono réznic jakosciowych w skladzie aminokwas6w N-pod-
stawionych u ludzi zdrowych i chorych z niewydolnoscig nerek. Po wy-
konaniu oznaczen iloSciowych przeprowadzono analize statystyczng,
a otrzymane wyniki zamieszezono w tab. 1.

Z tab. 1 wynika, ze odnos$nie wszystkich aminokwaséw z wyjgtkiem
glicyny, brak jest istotnych réinic miedzy s$rednimi oznaczen dla po-
szczegblnych badanych grup ludzi. Jak wykazaly 5% przedzialy ufnosci,
roznice wystepuja miedzy Srednimi dla grupy I i III oraz dla grupy II
i III, czyli nastepuje istotny wzrost wydalania glicyny z moczem u ludzi
z poziomem mocznika powyzej 150 mg%h. Chorzy ci wydalajg z moczem
$rednio 21,4 mg glicyny na dobe. Natomiast Srednie dla grupy I i II
nie réznig sie miedzy sobg. Ogoélnie mozna stwierdzi¢, ze wydalanie
z moczem N-podstawionych aminokwasow Jjest uzaleznione w malym
stopniu od cigzkosci schorzenia. Wykryte zmiany dotycza jedynie jed-
nego aminokwasu — N-podstawionej glicyny.

Aminokwasy peptydowe

Analiza chromatograficzna pozwolila na wykrycie w moczu ludzi
zdrowych nastepujacych aminokwaséw zwigzanych w peptydach: kwasu
asparaginowego, kwasu glutaminowego, glicyny, a-alaniny, treoniny, se-
ryny, argininy, cystyny, waliny, proliny oraz $§ladéw lizyny, histydyny
i leucyny. Tak wiec w formie peptydowej wystepujg wszystkie amino-
kwasy wykryte poprzednio w polaczeniach z zablokowang grupa aminowa
za wyjatkiem B-alaniny oraz dodatkowo histydyna, arginina, leucyna
i cystyna. Glicyna jest aminokwasem wydalanym w najwiekszej ilosei —
srednio 28,2 mg/dobe. W stosunkowo duzych ilosciach wydalany jest
takze kwas glutaminowy — S$rednio 20,0 mg/dobe. Dobowe wydalanie
innych aminokwaséw jest znacznie mniejsze i wynosi na przyklad dla
a-alaniny 9,3 mg/dobe, a dla treoniny 5,8 mg/dobe. Uzyskane wyniki
odnosnie ludzi zdrowych pokrywajg sie z wynikami autoré6w badajgcych
peptydy w moczu ludzi (13, 20). Oznaczone w naszej pracy aminokwasy
wystepujg bowiem w peptydach wykrytych przez cytowanych wyzej
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autoré6w z uwzglednieniem réinic powstalych na skutek stosowanej me-
tody — niszczenie aminokwaséw koncowych w czasie ich reakcji z nin-
hydryng. U chorych z podwyzszonym poziomem mocznika we krwi
stwierdzono wydalanie tych samych aminokwaséw peptydowych co u lu-
dzi zdrowych.

W tab. 2 zebrano wyniki oznaczen iloSciowych peptydowych amino-
kwasow wydalanych z moczem ludzi zdrowych i chorych. Zamieszczono
rowniez wartosci F°, dla poszczegélnych aminokwaséw, obliczone na
maszynie numerycznej. Tylko w przypadku tireoniny, przeprowadzona
analiza wariancji wykazala istotne réinice pomiedzy srednimi oznaczen
dla trzech badanych grup. F° dla tego aminokwasu jest wieksze od war-
tosci Fyoy odczytanej z tabeli (tab. 2). Przeprowadzone 1% i 5% prze-
dzialy ufno$ci T pomogly ustali¢, ze istotna réznica wystepuje konkretnie
pomiedzy S$rednimi poziomami w pierwszej i trzeciej badanej grupie.
Na tej podstawie mozemy stwierdzi¢ spadek ilosci wydalanej z moczem
i zwigzanej w peptydach treoniny wraz ze wzrostem poziomu mocznika.
Spadek ten jest jednak niewielki 1 zaznacza sie wyraZnie dopiero przy
przekroczeniu 150 mg% mocznika we krwi. Odnosnie pozostatych amino-
kwaséw analiza wariancji wykazala brak istotnych réznic pomiedzy
Srednimi oznaczeniami dla trzech badanych grup ludzi, to znaczy, ze
ilosci wydalanych z moczem pozostalych aminokwaséw peptydowych nie
réznig sie istotnie w zaleznosci od poziomu mocznika we krwi. Podobnie
jak w przypadku aminokwasow N-podstawionych, zmiany stwierdzane
w moczu ludzi chorych sa niewielkie i dotyczg tylko jednego aminokwasu
— treoniny.

Aminokwasy wolne

Analiza jako$ciowa moczu wykazala obecno$¢ w formie wolnej wszyst-
kich aminokwaséw stwierdzonych uprzednio w polagczeniach z zabloko-
wang grupg aminows. Wyniki ilosciowe zestawiono w tab. 3.

Jak wida¢ z tab. 3, wraz ze wzrostem poziomu mocznika, wystepuje
nieznaczny spadek wydalania wolnych aminokwaséw. Przeprowadzona
analiza statystyczna wykazala jednak, ze jedynie kwas asparaginowy
obniza sie istotnie w moczu dobowym wraz ze wzrostem poziomu mocz-
nika we krwi, przy czym istotne réznice wystepuja pomiedzy Srednimi
dla grupy kontrolnej i pierwszej grupy chorych oraz grupy kontrolnej
i drugiej grupy chorych. Brak jest istotnych réznic pomiedzy $rednimi
dla obu grup chorych.

Ogolnie moina stwierdzi¢, ze iloé¢ wydalanych z moczem amino-
kwaséw (we wszystkich badanych formach) stosunkowo malo zalezy
od stopnia schorzenia. W niewydolnosci nerek nastepuje gléownie uposle-
dzenie przesgczania aminokwaséw. Poniewaz jednak towarzyszy mu takze
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uposledzenie resorpcji zwrotnej, wiec ostatecznie poziomy aminokwasow
w moczu zmieniajg sie nieznacznie. Dane te pokrywajg sie na ogél z lite-
raturg (5). Podstawowe czynniki wplywajace na aminoacydurie to rozpad
biatka i fowarzyszgcy mu wzrost aminoacydemii, uposledzenie filtracji
klebkowej oraz uposledzenie wchlaniania zwrotnego. Na aminoacydurie
wplywa takze stosowana w mocznicy dieta oraz nasilenie proceséw enzy-
matycznych (11). Uzyskane wyniki wskazujg na zloZzono$¢ patomecha-
nizmu mocznicy i koniecznoéé¢ dalszych badan nad metabolizmem amino-
kwaséw w niewydolno$ci nerek.
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PE3IOME

Ompenesmim KomrdecTBeHHO N-3aMelljeHHBIe aMMHOKMCIOTHI B MoOYe
3OPOBBIX JIIOEH M JMoAel GOoJIBbHBIX HEAOCTATOYHOCTBIO ITodeK. Jcciemo-
BaJM TaKiXe BLIZICJIEHME IIeNTHUAOBBIX M CBOOOAHBIX aMMHOKMCJIOT, OIIpe-
JlenAd KOJIUMYECTBO COeAMHEHMIE, oOHapyKeHHBIX paHblle B N-3aMelneHHon
dopme. He obHapy:KeHO KAUECTBEHHBIX PA3HUI[ MEXKAY COCTaBaMM MCCJIe-
JOBaHHBIX AMMHOKMUCJIOT B IIOYKe 3HOpPOBBIX JIOHEil ¥ Jiofeit GOJBHBIX
HEeIOCTATOYHOCTBIO IOYeK. CTaTMCTMYECKMII aHaJMM3 pe3yJbTATOB Jall
BO3MOXKHOCTb OIIPEAENIUTE 3HAUMTENBHBIE yBem4eHMA BbieseHna N-za-
MEIEHHOTO [JIMIIMHA B MOYe TeX OOJBHBIX, Y KOTOPBEIX KOHIIEHTPaUud
MOYEBMHBI B KpoBy 6blia Bbmue 150 mg%. OfHOBPEMEHHO € 9TMM y 9TUX
60JILHBIX HACTyHaeT 3HAUUTENbHOE IIOHMKEHME IKCKpelMy IEeNTHA0BOIO
TpeoHyHa. OTHOCUTEJBHO CBOOOIHBIX aMMHOKMCIIOT KOHCTATHMPOBAHO ITOHM-
KeHye BBIAEJICHMA acllaparMHOBOM KMCJIOTHI B MOdYe GOJBHBIX, Y KOTODBIX
KOHI[EHTpalMs MOYEeBMHBLI B KpoBy 6buia Bbime 45 mg%h.

SUMMARY

N-substituted amino acids were determined in urine of healthy
persons and patients with renal insufficiency. The urinary excretion
of peptide and free amino acids was also examined but the quantitative
determinations were limited to the compounds found previously in
N-substituted form. There were not found any qualitative differences
between healthy individuals and patients in the composition of the
investigated amino acids. Statistical analysis established the significant
increase of N-substituted glycine excretion in urine of patients with
serum urea level higher than 150 mg%. The same patients excreted
peptide threonine in significantly smaller quantities, The examinations
of free amino acid concentration showed the decrease of aspartic acid
excretion in urine of patients with serum urea level higher than 45 mg%.
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