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Klinická biochemie 
 

Proteiny krevní plazmy 
 

Krev je suspenze červených krvinek, bílých krvinek a krevních destiček v krevní 

plazmě. Jedná se o důležitou součást vnitřního prostředí organizmu, zajišťující přívod živin a 

kyslíku tkáním, odsun metabolických zplodin, udržení stálých osmotických poměrů, 

konstantních proporcí biologicky důležitých iontů, pH a teploty. V krvi obsažené regulační 

molekuly umožňují komunikaci mezi orgány a tkáněmi, složky imunitního systému zasahují 

proti nežádoucím substancím a parazitům. Řada faktorů se po příslušné aktivaci účastní srážení 

krve a odbourání krevních sraženin. 

Krev je pro svou snadnou dostupnost nejčastěji vyšetřovanou tkání. Celá krev se 

vyšetřuje jen výjimečně, např. při analýze acidobazických poměrů nebo při stanovení 

koncentrace glukózy. Daleko nejčastěji provádíme rozbor krevního séra, žlutavé vazké 

tekutiny, získané odstředěním krevní sraženiny, které odstraní spolu s krevními elementy také 

koagulační faktory. Je nezbytné, aby odstředění krve bylo provedeno bezprostředně po odběru 

(nejpozději do 1 hodiny), aby se předešlo změnám biochemismu a integrity erytrocytů. 

Viditelným příznakem poškození červených krvinek je hemolýza, na které se účastní teplotní, 

mechanické a osmotické faktory. Při nesprávném uchování a zpracování vzorků jsou některé 

biochemické údaje zkresleny, zejména hladina draslíkových iontů. 

 

 

Funkce plazmatických bílkovin 

 

Plazmatické proteiny zajišťují celou řadu důležitých funkcí. Mezi specifické funkce 

řadíme např.: účast na imunitních reakcích u imunoglobulinů, účast na srážení krve 

u koagulačních faktorů, transportní funkce bílkovin specializovaných na přenos železa, mědi, 

thyroxinu, kobalaminu, hemoglobinu, schopnost organizovat lipoproteinové částice a 

umožňovat tak solubilizaci lipidů. Pozoruhodná je schopnost albuminové molekuly vázat a 

přenášet hydrofobní substance, jako jsou mastné kyseliny, steroidní hormony, bilirubin, ale i 

některé ionty, jako Ca2+, Mg2+, jedy a léky. V poslední době se věnuje velká pozornost řadě 

bílkovin krevního séra, které jsou schopny inhibovat proteolytické enzymy a tím paralyzovat 

jejich potenciálně destruktivní účinek (α1-antitrypsin,antichymotrypsin, inhibitory 

koagulačních a fibrinolytických faktorů). 

Svou důležitost mají rovněž nespecifické funkce plazmatických bílkovin. Vzhledem ke 

své hydrofilní povaze a omezené možnosti difuze mimo cévy jsou schopny udržovat náplň 

cévního řečiště prostřednictvím vody na ně vázané, a tím zajišťovat životně důležitou cirkulaci 

krve. V tomto ohledu jsou molekuly albuminu účinnější než globuliny. Při šokových stavech 

nelze dobře nahradit bílkoviny roztoky solí. Určitým východiskem jsou vysokomolekulární 

polymeru typu dextranu. Bílkoviny mají amfolytový charakter, podílejí se tedy na pufrovací 

kapacitě krve. Jako proteináty nesou při fyziologickém pH negativní náboj, jsou tudíž partnery 

ekvimolárnímu množství kationtů (viz iontogram). Bílkoviny jsou biopolymery vzniklé 

polykondenzací asi dvaceti základních aminokyselin. Funkční skupiny některých aminokyselin 

(Asp, Glu, Lys, Arg, His) nacházející se v postranním řetězci proteinu mohou při vhodném pH 
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disociovat a bílkovina tím získá určitý iontový náboj. Za fyziologických podmínek při pH krve 

7,40 je v plasmě 15 až 17 mmol/l záporných proteinátových nábojů. Při určitých malnutričních 

stavech a při náhlých zátěžích dochází ke zvýšenému odbourávání krevních proteinů, což se 

laboratorně projeví jako hypoproteinemie. V případech karence aminokyselin se však dává 

přednost parenterálnímu podávání aminokyselinových směsí před infúzemi plazmatických 

proteinů, vzhledem k relativně pomalé degradaci proteinových molekul.  

Vzhledem k tomu, že krevní plazma je roztokem bílkovin o různé molekulové 

hmotnosti, vyjadřujeme celkovou koncentraci jako hmotnostní, tj. v g/l. Jedná se o poměrně 

koncentrovaný roztok v rozmezí 63-80 g/l. Většina plazmatických proteinů je vytvářena 

v jaterních buňkách. Hlavní výjimkou jsou imunoglobuliny produkované plazmatickými 

buňkami. Vzhledem k tomu, že více než 80% proteinů syntetizovaných v játrech je určeno pro 

export do plazmy, mají závažnější jaterní poruchy za následek pokles hladin jednoho nebo více 

proteinů krevní plazmy. V plazmě kvantitativně převažuje jednotná frakce albuminu, zatímco 

hmotnostně méně zastoupené globuliny představují pestrou skupinu, sestavenou až na malé 

výjimky z glykoproteinů a lipoproteinů. Glykoproteiny obsahují cukernou složku, která se 

v řadě případů uplatňuje při funkci proteinu a může také prodloužit poločas degradace 

příslušného proteinu. 

V praxi je častější vyšetření krevního séra, kde již nenajdeme fibrinogen a koagulační 

faktory. 

 

Dělení bílkovin krevního séra, funkce jednotlivých proteinů 

 

Sérové proteiny jsou obvykle rozdělovány elektroforézou. 

Elektroforéza je metoda umožňující dělení látek na základě jejich různé pohyblivosti v elektrickém poli. 

Směs dělených látek se nanese do prostoru mezi elektrody, které jsou pak připojeny ke zdroji elektrického napětí. 

Vzniklé elektrické pole způsobuje pohyb elektricky nabitých částic. Dělit lze obecně různé směsi nabitých částic, 

ale prakticky se elektroforéza nejvíce využívá k frakcionaci bílkovin a nukleových kyselin. Je používána jak 

v kvalitativním, tak i kvantitativním provedení (složení dělené směsi), a také jako metoda preparativní (izolace 

složky dělené směsi).  

Rychlost migrace nabitých částic závisí na hodnotě jejich náboje, na velikosti částic (molekulové 

hmotnosti) a na jejich tvaru. Rychlost pohybu částic dále závisí na vlastnostech prostředí a na vloženém napětí. 

Použití vyššího napětí, při němž probíhá dělení rychleji, je limitováno maximální použitelnou hodnotou 

elektrického proudu. Protékající proud po připojení elektrického napětí závisí podle Ohmova zákona (𝐼 =  
𝑈 

𝑅
) na 

elektrickém odporu elektroforetického prostředí. Při průchodu elektrického proudu vodičem (i kapalným) se 

uvolňuje tzv. Jouleovo teplo, které je úměrné protékajícímu proudu (𝑄 = 𝑅 × 𝐼2 × 𝑡 ). Může být tedy použit pouze 

takový elektrický proud, který nezpůsobí přehřátí prostředí, což by zvýšilo difúzi částic (a tím zhoršilo kvalitu 

dělení), způsobilo by rychlé odpařování elektrolytu a precipitaci dělených látek. 

Podle provedení se elektroforéza dělí na volnou a zónovou. Při volné elektroforéze dělení probíhá přímo 

v roztoku volného elektrolytu, ale vzhledem k rušivým vlivům (proudění kapaliny) je provedení technicky velmi 

náročné a kromě kapilární elektroforézy se běžně nepoužívá. Při zónové elektroforéze, prováděné na nosičích, k 

volnému pohybu elektrolytu nedochází. Nosič může být inertní (např. acetát celulosy) nebo může s dělenými 

molekulami vykazovat specifické interakce (např. agarový, agarosový nebo polyakrylamidový gel). 

Elektroforéza na acetátu celulosy, jejíž výhodou je ostré dělení, krátký čas provedení (15 - 30 minut), 

použití malého množství vzorku, snadná příprava nosiče (komerčně dodávaná fólie se pouze nasytí elektrolytem) 

a možnost densitometrického vyhodnocení.  

Elektroforéza na agarovém gelu využívá jako nosič agar izolovaný z mořských řas (směs polysacharidů 

agarosy a agaropektinu). Agar obsahuje vázané záporně nabité skupiny, s kterými následně asociují kationty 

elektrolytu. Tyto vázané kationty se v elektrickém poli uvolňují a způsobují tok elektrolytu směrem ke katodě, 



5 

v_01-2024 

elektroendoosmózu (EEO). Tento děj působí proti pohybu záporně nabitých částic a u pomalu migrujících částic 

může způsobit i jejich přesun za start („pohybují“ se ke katodě). 

 

 

 

 

 

 
elektroendoosmóza 

 
 

Široce používanou analytickou metodou je elektroforéza na agarosovém gelu, která má nízkou 

elektroendoosmózu a ve srovnání s acetátem celulosy vyšší rozlišovací schopnost při zachování ostatních výhod. 

Dělící schopnost gelu se ovlivňuje koncentrací agarosy (obvykle 0,5 - 6%), čemuž odpovídá velikost pórů od 300 

do 100 nm. Chemicky je agarosa polykondenzátem agarobiosy, disacharidu tvořeného -D-galaktropyranosou 

(1,3-vazba) a 3,6-anhydro--L-galaktopyranosou (1,4-vazba). 

 
Základní strukturní jednotka agarosy 

 

Vysokou rozlišovací schopnost má elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGE). Gel vzniká 

polymerací základního monomeru - akrylamidu (CH2=CH–CO–NH2) a síťovacího monomeru - N, N`-methylen-

bis-akrylamidu (CH2=CH–CO–NH–CH2–NH–CO–CH=CH2).  
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Složením polymerační směsi lze ovlivnit zesíťování polymeru, tedy velikost ok v gelu. Pomocí PAGE lze 

dělit menší proteiny, RNA a kratší úseky DNA. Výhodou polyakrylamidového gelu je snadná příprava, dobré 

mechanické vlastnosti, průhlednost, absence elektricky nabitých skupin, z čehož vyplývá nízká adsorpce a 

elektroendoosmóza. Poskytuje nejlepší rozlišení (lidské sérum děleno až na 35 frakcí). Nevýhodou gelu je jeho 

toxicita. 

Modifikací metody při dělení proteinů je elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s laurylsíranem 

sodným (SDS-PAGE). Laurylsíran sodný (dodecylsulfát sodný, SDS) je detergent, který způsobuje silnou 

denaturaci proteinů (mění tvar do válcovité podoby) a navíc se váže s proteiny v konstantním hmotnostním poměru 

(1,4 g SDS/1 g proteinu, tj. 1 molekula SDS na 2 aminokyselinové zbytky). Vzhledem k vysokému náboji 

vázaného SDS lze zanedbat vlastní náboj proteinu. Protože mají všechny molekuly přibližně stejný tvar a náboj 

odpovídající velikosti proteinu (vlivem vázaného SDS), použitím SDS-PAGE se rozdělí podle své molekulové 

hmotnosti. 

Podle uspořádání se elektroforéza dělí na horizontální, vertikální a kapilární (CE). Horizontální 

elektroforéza se používá pro detekce na agarosových gelech, polyakrylamidových gelech větší tloušťky s nízkým 

zesíťování a pro izolaci rozdělených frakcí na preparačních gelech. Vertikální elektroforéza se používá především 

pro analytické účely. Výhodou je homogenní polymerace gelu, tenkost gelu a tedy potřeba malého množství 

vzorku a možnost paralelního provedení ve více drahách. Kapilární elektroforéza se provádí ve velmi tenkých a 

dlouhých kapilárách (průměr 0,05 - 0,1 mm, délka až 1 m) plněných polyakrylamidovým gelem nebo analytickým 

pufrem. Vzhledem k vyššímu elektrickému odporu prostředí se dělení provádí při vysokém napětí. K detekci se 

používá nejčastěji UV-fotodetektor umístěný na konci kapiláry. Výhodou je rychlost, vysoká rozlišovací 

schopnost, nízká spotřeba vzorku a možnost značné automatizace. 

Pro lepší rozlišení frakcí vzorku v gelu (ostrost zón) se používá tzv. diskontinuální (disková) elektroforéza, 

při níž se současně používají dva typy gelů. V prvním gelu se vzorky zkoncentrují do úzkých proužků, ve druhém 

gelu probíhá vlastní dělení. 

Dalším vylepšením elektroforetických metod je použití gradientových gelů – gelů, v nichž se určitá vlastnost 

postupně mění. Využívají se gely s gradientem hustoty gelu (velikosti pórů), gely s gradientem iontové síly gelu 

(mění se pohyblivost částic v elektrickém poli) nebo (pro proteiny) gely s gradientem pH, tzv. izoelektrická 

fokusace (IEF). Při izoelektrické fokusaci se dělené látky pohybují od katody (-), kde je nejvyšší pH, k anodě (+), 

kde je pH nejnižší. Při dosažení izoelektrického bodu jsou navenek elektroneutrální a ztratí pohyblivost. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Izoelektrická fokusace 

 
Kombinací SDS-PAGE a IEF je dvourozměrná elektroforéza. Nejprve se pomocí IEF složky rozdělí podle 

izoelektrického bodu, pak se v kolmém směru pomocí SDS-PAGE rozdělí podle molekulové hmotnosti. 

Detekce elektroferogramu se provádí selektivním barvením. Vhodně zvolené barvivo je pevně adsorbováno 

v místě výskytu vzorku a při následném odbarvování se barvivo uvolní pouze z okolí. Barvivo tedy zůstává 

zachyceno pouze v místě výskytu vzorku a intenzita zbarvení odpovídá množství vzorku. Elektroferogram lze 

vyhodnocovat jak kvalitativně, tak i kvantitativně a to densitometricky. Densitometr je fotometr speciálně 

konstruovaný pro měření intenzity zbarvení jednotlivých zón („proužků“) elektroferogramu na průhledném nosiči. 

Elektroforéza je základním nástrojem metod molekulární biologie a studia proteinů. V klinické biochemii se 

elektroforéza používá především k analýzám proteinů (vyšetření plasmatických bílkovin, vyšetření lipoproteinů, 

dělení izoenzymů, analýza moči při proteinurii, vyšetření bílkovin mozkomíšního moku). 
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Většina klinických analýz sérových proteinů je prováděna v barbitalovém pufru při pH 

8,6. Při této slabě alkalické reakci jsou všechny sérové proteiny nabity záporně a pohybují se 

proto k anodě. Nejvyšší negativní náboje, a tím i největší anodální mobilitu, vykazuje albumin 

(pI = 4,8), nejpomaleji se pohybují gama-globuliny. Zpravidla se v tomto systému docílí 

rozdělení na pět hlavních frakcí. Poměrné zastoupení těchto frakcí se určuje denzitometricky 

po obarvení vhodným barvivem. 

Jednotlivé proteiny uvnitř frakcí mohou být stanoveny specifičtějšími 

imunochemickými metodami, jako je imunodifuze, imunoelektroforéza, imunofixace, 

enzymové imunochemické analýzy, imunobloty atd.  

Při běžné analýze sérových bílkovin zonální elektroforézou je obtížné zachytit a 

kvantifikovat malou frakci bílkovin, která se pohybuje před albuminem, a byla proto nazvána 

prealbumin. Tato bílkovina se účastní transportu thyroxinu a navazuje se na ni také 

nízkomolekulární protein přenášející vitamín A. Klinicky je však zajímavá zejména tím, že 

obsahuje značný podíl strategické aminokyseliny tryptofanu a má krátký poločas odbourávání. 

Hodí se proto ke sledování aktuálního stavu výživy. Při malnutrici zaznamenáváme rychlý 

pokles, normalizace diety vede k návratu na normální hodnoty. 

Albumin je hlavním proteinem lidské plazmy, tvoří 53-65%. Je produkován játry, která 

na produkci albuminu vynakládají 25% své proteosyntetické kapacity. Syntéza albuminu je 

snížena u některých jaterních chorob, takže se u postižených sníží podíl albuminu ke 

globulinům (A/G koeficient). Snížení albuminové frakce je také vyvoláno jeho ztrátami 

ledvinou nebo odbouráním při katabolických stavech. Je zajímavé, že albumin je hojně 

zastoupen v intersticiu a je přítomen i v řadě jiných tělesných produktů, jako jsou trávicí šťávy, 

slzy, pot, ve značné koncentraci je nacházen v exudátech. Vzácně se setkáváme s nepřítomností 

albuminu (analbuminemie). Kupodivu je tento stav provázen jen mírnými edémy, vzhledem 

ke kompenzačnímu vzestupu koncentrace globulinů. Vzácné zdvojení vrcholu albuminu, 

bisalbuminemie, může být projev genetické strukturní odchylky u heterozygota, nebo také 

následkem navázání cizorodé substance (např. penicilinu) na část molekul.  

Molekula albuminu je tvořena jedním souvislým řetězcem o 585 aminokyselinách a 

molekulové hmotnosti 69 000. Na povrchu zhruba elipsoidní molekuly byl prokázán velký 

počet vazebných míst pro četné ligandy. Těmito ligandy je řada běžných metabolitů, jako jsou 

volné mastné kyseliny a bilirubin, které jsou špatně rozpustné ve vodném prostředí, ale i další 

endogenní (např. kalcium, magnesium, vitamin C) i exogenní substance (léčiva, jako je 

acylpyrin, digoxin, penicilin, kumarinová antikoagulancia a barbituráty). Albumin tak v krvi 

plní úlohu jejich přenašeče. Vzhledem ke své relativně nízké molekulové hmotnosti, vysoké 

koncentraci a vazebné kapacitě pro anorganické ionty, zajišťuje albumin 75-80 % onkotického 

tlaku lidské plazmy. Albumin je také pokládán za součást mimobuněčného antioxidačního 

systému. 

Globuliny tvoří 35-47% proteinů krevní plazmy. V porovnání s albuminy mají 

globuliny relativně nižší rozpustnost, a tím také větší pohotovost k precipitaci. Tato precipitační 

schopnost je ovšem v přítomnosti přebytku albuminu minimalizována – albumin působí jako 

„ochranný koloid“, a tím zvyšuje stabilitu roztoku. Globulinová frakce je neobyčejně 

heterogenní, bylo charakterizováno mnoho desítek typů molekul, většinou v podobě 

glykoproteinových komplexů. Kvantitativně významné jsou i lipoproteiny, transportní forma 
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tuků. I když běžná zonální elektroforéza poskytuje jen velmi hrubou představu o distribuci 

těchto proteinů, často i tato orientační data lze využít ke stanovení diagnózy. Je proto vhodné 

získat představu o kvantitativně nejdůležitějších proteinech tvořící základní globulinové frakce 

(viz tabulka). Distribuce bílkovin mezi frakce není vždy přesná, některé proteiny přecházejí 

z jedné frakce do druhé. 

 

 

Hlavní plazmatické proteiny % 

 Albumin 53 - 65 

Globuliny 

Alfa-1 

α1-antiproteáza (antitrypsin) 

2 - 4 
orosomukoid 

α1-lipoprotein 

transkortin (CBG) 

Alfa-2 

α2-makroglobulin 

8 - 13 haptoglobiny 

ceruloplazmin 

Beta 

transferrin 

9 - 16 

β-lipoprotein 

C-reaktivní protein 

složky komplementu 

(fibrinogen) 

Gama 

IgG 80% 

11.5 - 19 

IgA 12% 

IgM 7% 

IgD  1% 

IgE  1% 

 

 

 
Frakce α1-globulinů: 

α1-antitrypsin je tradiční název pro inhibitor několika proteolytických enzymů 

serinového typu. Je proto vhodnější nazývat jej α1-inhibitor proteáz. Tvoří 80-90% této první 

globulinové frakce. Jeho fyziologickým posláním je vytvářet proteolyticky inaktivní komplexy 

s některými proteázami, zejména s leukocytární elastázou. Tento vysoce aktivní proteolytický 

enzym, který je uvolňován při zánětlivé reakci, může při nedostatku zmíněného inhibitoru 

destruovat i vlastní tkáně, což se projeví zejména porušením jemné elastické tkáně plic. 

Postižené osoby jsou ohroženy časným výskytem rozedmy plic (juvenilní emfyzém). Byly 

zjištěny i geneticky vázané patologické varianty tohoto inhibitoru, které kromě porušené 

inhibiční funkce mají sklony k tvorbě nerozpustných komplexů, deponovaných v místě 

biosyntézy, tj. v játrech. Hladina α1-inhibitoru proteáz se zvyšuje u akutních stavů, snížení 

provází těžké hepatopatie. 
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Orosomukoid je kyselý α1-glykoprotein s mimořádně vysokým podílem cukerné složky, 

stoupající při akutních zánětech. 

α1-Lipoprotein je totožný s lipoproteinem vysoké hustoty (HDL), což je dáno vysokým 

podílem proteinů s porovnání s jinými lipoproteinovými třídami. 

Transkortin neboli kortikosteroidy vázající globulin (CBG) je hlavním proteinem 

plazmy transportujícím glukokortikoidy. 

α1-mikroglobulin (MW 26 000) inhibuje migraci leukocytů, spolu s ostatními 

mikroproteiny se nachází v moči při tubulární proteinurii. 

Vzácně se v první globulinové frakci setkáme α1-fetoproteinem (AFP). Tato albuminu 

podobná bílkovina je takřka výhradně produkována v játrech během fetálního období. Po 

narození však jeho hladina rychle poklesne. Pokud se najde v dospělosti, signalizuje zhoubné 

bujení (hepatom, maligní teratom). Někdy ale provází i virovou hepatitidu. Přítomnost AFP 

v amniové tekutině provází rozštěpy neurální trubice zárodku a jiné fetální defekty. 

 

Frakce α2-globulinů: 

α2-makroglobulin, jehož název je odvozen od mimořádně velké molekuly (MW 

≈725 000), je dalším proteinem, který je schopen vytvářet komplexy s proteolytickými enzymy 

a tím neutralizovat jejich destruktivní účinky. Mimo jiné má také určitou antithrombinovou 

aktivitu. Koncentrace makroglobulinu se zvyšuje při nefrotickém syndromu vzhledem ke 

špatnému průniku glomerulem, fyziologicky je zvýšen u dětí. Pokles provází akutní 

pankreatitidu. 

Haptoglobiny patří do kategorie proteinů schopných vázat volný hemoglobin. Zatímco 

volný hemoglobin vzhledem ke své menší molekule (MW 65 000) může proniknout 

glomerulem, komplex s haptoglobinem (Hb-Hp) je příliš velký (MW 155 000) na to, aby 

glomerulem prošel. Zdá se tedy, že funkcí haptoglobinu je bránit ztrátě cenného železa. Poločas 

rozpadu komplexů hemoglobin-haptoglobin je mnohem kratší než poločas haptoglobinu 

samotného, takže při zvýšeném uvolňování hemoglobinu, např. u pacientů s hemolytickou 

anémií, dochází ke snížení hladiny haptoglobinů. Na druhé straně koncentrace haptoglobinu 

stoupá při zánětech a jiných akutních stavech, proto jej řadíme mezi proteiny tzv. akutní fáze. 

Haptoglobin je tetramer typu α2β2, přičemž existují tři typy řetězců α, dávající možnost 

různých kombinací, které lze separovat pomocí elektroforézy. Geneticky rozlišujeme tři 

polymorfní formy, označované jako 1-1, 2-1 a 2-2. Jsou produkty dvou genů, přičemž Hp 2-1 

označuje heterozygotní fenotyp. Dosud nebyly zjištěny fyziologické rozdíly mezi těmito 

polymorfními typy. 

Ceruloplazmin je zodpovědný za transport 90% plazmatické mědi (zbylých 10% je 

vázáno na albumin). Vysoký obsah mědi způsobuje jeho modrou barvu. Nízké hladiny 

ceruloplazminu jsou nacházeny u Wilsonovy choroby (hepatolentikulární degenerace), což je 

toxikóza z přebytku mědi, způsobená neschopností vylučovat tento kov. Ceruloplazmin má 

oxidázovou aktivitu, která může být využita na konverzi Fe2+ na Fe3+, což snižuje riziko vzniku 

škodlivých hydroxylových radikálů. 

 

Frakce β-globulinů: 

Transferin hraje centrální roli v metabolismu železa vzhledem k tomu, že 

zprostředkovává přenos železa do míst jeho potřeby, tj. ze střeva do kostní dřeně a ostatních 
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orgánů. Volné železo je toxické, vazba na transferin snižuje jeho potenciální toxicitu. 

Koncentrace v plazmě je asi 3 g/l. Toto množství je schopno přenášet železo až do koncentrace 

3 mg/l, což představuje celkovou vazebnou kapacitu pro železo. Vazebnou kapacitu určujeme 

umělým vysycením plazmy železem. Transferin je normálně vysycen jen asi do třetiny, u 

chudokrevnosti z nedostatku železa ještě méně. Naopak vyšší sycení je nacházeno při stavech 

střádání železa, např. u hemochromatózy. Je nutné si však uvědomit, že železo, které se nachází 

ve vazbě na transferin, reprezentuje jen asi 1% celkového železa přítomného v těle. Většina je 

obsažena v hemoglobinu, část v ostatních porfyrinových derivátech, zhruba 35% je pak 

deponováno v zásobní formě, vázáno na ferritin, a to převážně v játrech. Hladina transferinu 

stoupá při nedostatku železa, klesá u jeho nadbytku a při porušené proteosyntéze v játrech. 

β-Lipoprotein odpovídá plazmatickým lipoproteinům s nízkou hustotou (LDL). Podílejí 

se zejména na transportu volného a esterifikovaného cholesterolu, který se na celkové 

hmotnosti částice podílí zhruba 45%. Tato frakce obsahuje většinu celkového cholesterolu 

v plazmě. 

C-reaktivní protein (CRP) je sérový protein pojmenovaný podle schopnosti vázat se na 

C-polysacharid pouzdra pneumokoků. Jeho hladina se výrazně zvyšuje při akutním zánětu, 

zejména bakteriálním. U zdravých jedinců je jeho hladina velmi nízká. Syntéza je stimulována 

interleukinem 6 (IL-6). 

β2-mikroglobulin (MW 11 800) je součástí HLA systému, a protože je produkován 

hlavně myeloidními a lymfoidními buňkami, patří mezi nádorové markery. V moči je nacházen 

při tubulární proteinurii. 

Složky komplementového systému se účastní lýzy cizích buněk a hrají důležitou roli při 

zánětlivých procesech. Mají proteolytickou aktivitu. Tento systém má devět hlavních frakcí, 

složky C3 a C4 se však nejsnáze kvantitativně určí imunochemickými metodami, protože tvoří 

95% celku. Informativní je zejména nález jejich snížení, protože signalizuje buď zvýšenou 

spotřebu, nebo sníženou syntézu. Tyto bílkoviny patří také mezi reaktanty akutní fáze. 

Při elektroforéze plazmy ve frakci β nachází i fibrinogen (1.5-4.5 g/l). Fibrinogen je 

citlivý indikátor některých poruch pojivových tkání, jako je např. reumatoidní arthritis. Řadí se 

také k proteinům akutní fáze a je rizikovým faktorem pro vznik kardiovaskulárních chorob. 

 

Frakce γ-globulinů: 

V této frakci se nachází imunoglobuliny (Ig), bílkoviny s protilátkovou aktivitou. Malá 

část imunoglobulinů se vyskytuje i ve frakci β. Vznikají v plazmatických buňkách lymfatické 

tkáně a kostní dřeně. Protilátky obecně mají schopnost se specificky vázat na antigen (nejčastěji 

bílkovinného charakteru), a vyvolat tak jeho vysrážení (precipitaci). V případě buněk nebo 

subcelulárních částic způsobí vazby jejich shlukování (aglutinaci). V přítomnosti komplementu 

dochází následně až k lýze cizorodého agens. Imunoglobuliny jsou proteiny uniformní stavby, 

základem je komplex dvou těžkých a dvou lehkých řetězců, propojených disulfidovými můstky. 

Jednotlivé molekuly se odlišují jednak svou antigenní specifitou, danou strukturou variabilních 

úseků molekul, jednak určitými rozdíly ve struktuře konstantních úseků. Podle struktury 

konstantních domén těžkých řetězců rozlišujeme pět základních tříd, označených velkými 

písmeny: G, M, A, D a E. Tyto třídy mají odlišné funkce v imunitním systému, např. třída IgM 

zajišťuje časnou protilátkovou odpověď, třída IgG pozdní protilátkovou odpověď. Nejvíce 

protilátek náleží právě do této třídy. Na sliznicích se setkáváme se sekrečními IgA a IgE, 
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přičemž IgE má úzký vztah k alergickým reakcím. Existují metody testování vazby IgE na 

konkrétní alergeny. IgM jsou pentamery, mají tedy největší molekuly (MW 8,7-9,7× 105), IgA 

se na sliznicích vyskytují jako dimer, v plazmě jako monomer. Zmnožení IgA se projeví, 

vzhledem k jeho lokalizaci při elektroforéze, částečným splynutím beta a gama vlny. Tento jev 

bývá častý u jaterních cirhóz. 

 

 
 

Schéma molekuly IgG, tvořené dvěma těžkými (H = heavy, těžký) a dvěma lehkými řetězci 

(L = light, lehký). VL a VH jsou variabilní úseky (V = variable, proměnný) lehkého a těžkého 

řetězce, reagující s antigenem, CL a CH1-3 jsou konstantní úseky lehkých a těžkých řetězců. 

 

Ze složek nespecifického obranného systému obsahuje γ-frakce ještě malá množství 

properdinu a lysozymu. 

Vzhledem k výjimečným vlastnostem imunoglobulinů si této frakce všimneme 

podrobněji. Na elektroforéze ji reprezentuje za normálních okolností difúzně zabarvený, široký 

pás s nejmenší anodovou mobilitou. Tento obraz je výsledkem vyrovnané syntézy 

imunoglobulinů všech tříd a typů. V případě nutnosti mobilizovat protilátkový systém, jak je 

tomu u chronického zánětu, zmnožují se zejména imunoglobuliny třídy G, ale i jiných tříd, 

takže dochází k difúznímu vzestupu γ-globulinů. Tento stav se nazývá polyklonální gamapatie, 

protože se zvyšuje tvorba různých molekul, byť často zaměřených vůči jedinému infekčnímu 

agens. Setkáváme se i s případy, kdy se na elektroforéze objeví uvnitř γ- nebo β-globulinového 

pásu úzký, intenzivně zabarvený pruh, tzv. paraprotein, který odpovídá velkému množství 

molekul svou strukturou zcela identických. Tento stav nazýváme monoklonální gamapatie. 

V tomto případě nelze zjistit žádný antigenní podnět a často zde dochází k redukci 

imunoglobulinů jiných tříd. Někdy jsou produkovány jen lehké řetězce imunoglobulinů. 

Vzhledem ke své malé molekule (MW 22 000) přecházejí snadno do moči a mohou tam být 

detegovány jako Bence-Jonesova bílkovina, reverzibilně precipitující při teplotě 50-60°C. 

Přítomnost paraproteinu je závažný nález, protože provází plazmocytomy (myelomy), tj. 



12 

v_01-2024 

nádory z plazmatických buněk, produkující uniformní imunoglobuliny. Je však nutno dodat, že 

existují i benigní paraproteinemie, jejichž výskyt roste zřetelně s věkem. 

Opakem nadprodukčních gamapatií jsou vrozené poruchy syntézy γ-globulinů, 

agamaglobulinemie. Postižené děti nevytvářejí B lymfocyty, a pokud nejsou zajištěny zcela 

mimořádné životní podmínky, umírají následkem infekcí pyogenními bakteriemi. Odpovědný 

faktor je vázán na X-chromozomu, výskyt je omezen na mužské pohlaví. Podobné projevy 

nedostatku nebo úplné absence jsou známy i u jiných frakcí, např. již zmíněná analbuminemie, 

podobně u jednotlivých proteinů α1 a β-frakce, u fibrinogenu. Thromboplastické faktory chybějí 

u hemofilií a jiných koagulopatií. 

 

 

Metody vyšetření plazmatických bílkovin a jeho hodnocení 

 

Stanovení celkové bílkoviny a albuminu 

Ke stanovení celkových bílkovin séra pro potřeby klinické biochemie postačují relativně 

jednoduché barevné reakce. Vzhledem k vysoké koncentraci bílkovin v séru je vhodná i reakce 

biuretová, při které využíváme vzniku modrého komplexu mezi atomy peptidové vazby 

proteinu a měďnatými ionty v alkalickém prostředí. Lze ovšem použít i jiné metody, většinou 

přesnější, ale často náročnější např. Lowryho reakce nebo metoda využívající kyseliny 

bicinchoninové (BCA).  

Normální plazmatické hodnoty jsou 63-80 g/l. Hodnoty pod touto hranicí označujeme 

jako hypoproteinemie, vzácnější zvýšené hodnoty jako hyperproteinemie. Při zjištěných 

odchylkách je nutno zjistit, která bílkovinná frakce je za tento stav odpovědná. Pokud se jedná 

o rovnoměrné postižení všech frakcí, je nutno vyloučit zahuštění nebo zředění intravazální 

tekutiny. Při dehydrataci se koncentrace proteinů zvyšuje, náhlý přísun vody do krevního řečiště 

se naopak projeví jako hypoproteinemie. 

Vzhledem k tomu, že některá barviva mají větší afinitu k albuminu než ke globulinům, 

lze této vlastnosti využít ke stanovení albuminové frakce. Mezi  rutinní metody patří stanovení 

s bromkresolovou zelení nebo bromkresolovým purpurem. Existují však i jiné metody, např. 

zákalová imunoprecipitační metoda s protilátkou proti lidskému albuminu. 

Koncentrace albuminu se může měnit častěji, než koncentrace globulinů. Syntéza 

albuminu je např. daleko více ovlivněna dostupností proteinů ve výživě, ztráta glubulinů po 

krvácení se daleko rychleji doplňuje. Lze říci, že frakce albuminu zřídka převyšuje normální 

hodnoty, zatímco globuliny jen vzácně klesají pod fyziologickou hranici. Při dehydrataci může 

dojít ke zvýšení koncentrace albuminu. Za takových podmínek budou globulinové a 

albuminové frakce úměrně zvýšeny. Pokles albuminu nastává především následkem ztrát 

(proteinurie při nefritidě a nefróze, přechod do výpotků, ztráty při popáleninách a krvácení) a 

při sníženém přívodu bílkovin. Výrazně je postižena syntéza albuminu při jaterní cirhóze, při 

cukrovce se může uplatnit zvýšený katabolismus bílkovin. 

 

Elektroforetické dělení plazmatických bílkovin 

Elektroforéza plazmatických proteinů nám poskytne přehlednou informaci 

o eventuálních změnách v 5-6 základních elektroforetických frakcích. Jednotlivé proteiny pak 

je možno analyzovat speciálními metodami, nejčastěji imunochemickými. Metodicky se 
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nejlépe osvědčila elektroforéza v mírně alkalickém prostředí, jako nosič se nejčastěji používá 

agarózový gel nebo acetát celulózy. Předností gelové elektroforézy je uplatnění ultrafiltrace 

v síťovině gelu, což napomáhá separaci různě velkých molekul. Další možností je kapilární 

elektroforéza, kdy dochází k dělení v tenké kapiláře naplněné buď gelem, nebo roztokem 

elektrolytu. K dělení v tomto případě přispívá také elektroosmotický tok, což je tok kapaliny 

kapilárou v důsledku náboje, který se tvoří na vnitřní stěně kapiláry po vložení napětí na 

elektrody. Výhodou kapilární elektroforézy je zrychlení analýzy a možnost automatizace. 

Kvantitativní hodnocení je založeno na optické denzitometrii po obarvení bílkovin 

vhodnými barvivy. Elektroforeogram je prosvěcován světlem vhodné vlnové délky, výstup je 

jednak jako denzitometrická křivka, jednak číselný, odpovídající poměru ploch jednotlivých 

vrcholů. 

 
Elektroforéza plazmatických bílkovin (elektroforeogram, denzitometrická křivka) 

 

Řada chorob se projevuje odchylkami v koncentracích jednoho nebo více proteinů, které 

je možno postihnout při standardním elektroforetickém vyšetření. Praxe ale ukázala, že existuje 

jen omezený počet typů porušeného bílkovinného spektra, označovaných jako dysproteinemie, 

takže pro potvrzení diagnózy jsou nezbytná další vyšetření. Hlavní typy demonstruje 

následující tabulka (upraveno podle Jollifa): 

 

Poruchy složení plazmatických bílkovin (dysproteinemie) 

Typ 
Celkový 

protein 
albumin 

globuliny 

α1 α2 β γ 

malnutriční ↓↓ ↓↓ N / ↑ N / ↑ ↓ ↓(N) 

nefrotický ↓↓ ↓↓  ↑↑ ↑ ↓( N / ↑) 

hepatický ↓ / N ↓↓ ↓ ↓ ↓ ↑ 

zánět akutní  ↓ ↑ ↑  N 

zánět chronický  ↓ ↑ ↑  ↑ 

hypergamaglobulinemie ↑ ↓    ↑ 

analbuminemie  ↓↓↓     

agamaglobulinemie      ↓↓↓ 

↑ = zvýšení   ↓ = snížení  N = normální hodnoty  
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Elektroferogram – monoklonální hypergamaglobulinémie (myelom) 

 

Plasmatické bílkoviny 

vzorek:   1  

A/G:   1,35 

Název % Normální hodnoty 

alb 57,4 53 - 65 

1 2,6 2 - 4 

2 9,7 8 - 13 

 11,8 9 - 16 

 18,5 11 - 19 

 

 

 

Plasmatické bílkoviny 

vzorek:   2  

A/G:   0,76 

Název % Normální hodnoty 

alb 43,2 53 - 65 

1 6,5 2 - 4 

2 17,9 8 - 13 

 14,2 9 - 16 

 18,2 11 - 19 

 

 

 

 

Plasmatické bílkoviny 

vzorek:   3  

A/G:   0,69 

Název % Normální hodnoty 

alb 40,9 53 - 65 

1 3,4 2 - 4 

2 8,7 8 - 13 

 4,8 9 - 16 

 42,2 11 - 19 

 

 

 

Plasmatické bílkoviny 

vzorek:   4  

A/G:   1,39 

Název % Normální hodnoty 

alb 58,1 53 - 65 

1 2,6 2 - 4 

2 10,1 8 - 13 

 10,1 9 - 16 

 19,1 11 - 19 

 

  

Elektroferogram – normální nález 

Elektroferogram – akutní zánět 

Elektroferogram – chronický zánět 
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Elektroferogram - monoklonální hypergamaglobulinémie (myelom – pokročilé stádium) 

Elektroferogram – nefrotický syndrom 

 

Plasmatické bílkoviny 

vzorek:   5  

A/G:   0,48 

Název % Normální hodnoty 

alb 32,5 53 - 65 

1 2,2 2 - 4 

2 5,59 8 - 13 

 5,8 9 - 16 

 54,0 11 - 19 

 
  

 

 

Plasmatické bílkoviny 

vzorek:   6                                            datum:   26.2.1999 

A/G:   0,30 

Název % Normální hodnoty 

alb 23,0 53 - 65 

1 4,8 2 - 4 

2 31,6 8 - 13 

 17,3 9 - 16 

 23,3 11 - 19 

 

 

 

 

Imunochemické metody 

Pro identifikaci a kvantifikaci individuálních sérových proteinů se nejčastěji užívá 

imunochemických metod. Imunotechniky jsou vysoce specifická stanovení založená na reakci 

mezi antigenem a protilátkou.  

Pronikne-li cizorodá látka (antigen) do živého organismu, vyvolá tvorbu specifické protilátky, která se na 

antigen naváže. Tvorba protilátek probíhá výhradně in vivo, avšak reakci antigenu s protilátkou lze vyvolat i mimo 

organismus (in vitro).  

Vazba antigenu s protilátkou nemá chemickou povahu. Je tvořena hlavně van der Waalsovými silami a 

pravděpodobně i vodíkovými můstky. Aby došlo k interakci, musí dojít ke kontaktu na poměrně velké ploše. 

Vlastní reakce se uskuteční v tzv. vazebném místě, které má odpovídající strukturu u obou látek. Tím je dána 

vysoká specifita probíhajících dějů. 

Antigenem je vyšetřované lidské sérum, častěji jeho frakce. Protilátky jsou obsaženy 

v séru zvířete, imunizovaného buď kompletním humánním sérem (= antisérum polyvalentní), 

nebo konkrétní plazmatickou bílkovinou (= antisérum monovalentní). I monovalentní 

antisérum obsahuje více variant imunoglobulinových molekul, všechny jsou však schopny se 

vázat na příslušný antigen. V poslední době převažuje využití protilátek, tvořených jediným 

klonem identických imunoglobulinových molekul, které se získávají z hybridomových 

buněčných linií (monoklonální protilátky). 

Setká-li se antigen se specifickou protilátkou, dojde za předpokladu optimálních 

koncentrací obou partnerů k propojení antigenních molekul bivalentními molekulami 

protilátek, což se projeví vytvořením sraženiny neboli precipitátu (zóna ekvivalence na 

obrázku), který můžeme detegovat jako zákal v roztoku, nebo jako precipitační oblouček v gelu 
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Je-li antigen v nízké koncentraci vzhledem k protilátkám, nemůže se uplatnit jejich bivalentní 

charakter (na obrázku přebytek protilátky), precipitace je minimální. Vznikají malé rozpustné 

komplexy. Se vzrůstající koncentrací antigenu množství precipitátu postupně stoupá. Tvoří se 

velké nerozpustné komplexy, tvorba precipitátu je maximální. Pokud se ale množství antigenu 

nadále zvyšuje, velké propojené imunokomplexy se rozpadají, všechna vazebná místa na 

protilátkách se postupně vysytí vazbou antigenu. Proto při nadbytku antigenu či nedostatku 

protilátek (přebytek antigenu) neodpovídá intenzita zákalu množství antigenu.  

 

 

Schéma imunoprecipitace 

 

 

Metody, které pro stanovení antigenu využívají tvorbu precipitátu, tj. pracují s takovým 

poměrem Ag/Ab, který odpovídá zóně ekvivalence, nazýváme metody imunoprecipitační. 

Precipitace může nastat v roztoku nebo v gelu. Pro kvantitativní stanovení zákalu roztoků je 

možné využít dvě metody - turbidimetrii nebo nefelometrii, které jsou založeny na měření 

intenzity rozptylu světla. Liší se v poloze detektoru, který je umístěn buď v jedné přímce se 

zdrojem záření v případě turbidimetrie nebo kolmo ke zdroji záření, v případě nefelometrie, 

která je citlivější. Tyto metody patří k velmi užívaným. 

Gelové imunochemické mikrotechniky, dnes většinou zastaralé, byly rozpracovány do 

celé řady modifikací. Mohou být založeny na prosté difuzi molekul protilátek a antigenů do 

gelu. V gelu díky difuzi vzniká koncentrační gradient antigenu, protilátek, nebo obou typů 

molekul (dle konkrétní metody). V místě gelu, kde je dosažen optimální poměr koncentrací 

antigenu a protilátky dojde k vytvoření nerozpustného komplexu, tzv. precipitační linie nebo 

zóny, která umožní kvalitativní nebo i kvantitativní hodnocení analyzovaného proteinu. Mezi 

tyto metody patří dvojí difuze podle Ouchterlonyho – založená na difuzi protilátky proti 

antigenu (kvalitativní metoda), lineární imunodifuze využívající difuzi antigenu do gelu 
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s rozptýleným antisérem, kde vznikají precipitační prstence s poloměrem úměrným koncentraci 

antigenu nebo Manciniho radiální imunodifuze, kde dochází k difuzi sérových proteinů 

z centrální jamky do agarového gelu obsahujícího specifickou protilátku, přičemž průměr 

výsledné precipitační zóny je úměrný koncentraci analyzovaného proteinu.  

 

 

 

 

 

Vznik precipitační linie metodou dvojité difúze 

 

 

Další skupina metod využívá urychlení pohybu molekul antigenů a protilátek pomocí 

elektroforézy, např. imunoelektroforéza a imunofixace. Imunoelektroforéza kombinuje 

elektroforézu s imunodifuzí. Nejprve se provede elektroforetické dělení, při němž se bílkoviny 

krevního séra rozdělí na základní frakce složené z řady bílkovin stejné elektroforetické 

pohyblivosti. Poté se nechá k rozděleným frakcím difundovat antisérum. Pro každou 

bílkovinnou složku se objeví charakteristický precipitační oblouk. Je-li použito polyvalentní 

antisérum, je možné identifikovat v lidském séru kolem dvou desítek proteinů, lze zjistit 

i bílkoviny, které se vyskytují jen za patologických stavů. 
 

 
 

 
 

 

 
 

 

      -     start        + 
 
 

 

 

                  2        1       A 

 

 Schéma elektroferogramu     Imunoelektroferogram 

 

Imunochemické metody jsou dnes používány nejčastěji pro stanovení klinicky 

významných sérových proteinů. Jako příklad uvedeme bílkoviny, které se zmnožují v případě 

náhlých zátěží, jako je např. akutní zánět, těžší úrazy, operace, při nekrózách tkání z jakéhokoli 

důvodu. Souborně se nazývají reaktanty akutní fáze. Patří sem C-reaktivní protein, α1-

antitrypsin, haptoglobiny, komplement, fibrinogen a další. Je zajímavé, že je mezi nimi několik 

inhibitorů proteolytických enzymů. Při elektroforéze se jejich přítomnost projeví mírným 

zvýšením frakcí α1-a α2-globulinů za současného slabého poklesu jiných proteinů (albumin, 

prealbumin, trasferin, cholinesteráza), které proto můžeme nazvat „negativní reaktanty“. 
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Imunochemické metody se značenými molekulami 

Imunochemické metody využívají reakce antigenu s protilátkou, kdy vzniká 

imunokomplex antigen-protilátka. Kterákoli z těchto dvou základních složek může být 

označena radioaktivním, enzymovým, nebo fluorescenčním markerem, eventuálně se může 

připojit k částici o vysoké hmotnosti. Touto modifikací lze významně zvýšit citlivost metod. 

Co se týče specifity stanovení, je vždy rozhodující specifita použité protilátky. V současné době 

převažuje používání monoklonálních protilátek, často v kombinaci dvou protilátek zaměřených 

na dvě vazebná místa antigenu. 

Nejčastěji je užito principu kompetitivní inhibice nebo sendvičové metody. Při 

kompetitivní inhibici se jedná o stanovení antigenu, kdy o vazebná místa protilátky (zpravidla 

imobilizované) soutěží i označený antigen. Po oddělení komplexu se hodnotí množství značky 

buď v komplexu, nebo v supernatantu, kde je zbytek označeného antigenu. Při sendvičové 

metodě (nekompetitivní) je nutno, aby měl stanovovaný antigen dvě různá vazebná místa. 

V prvním kroku dojde k imobilizaci veškerého analyzovaného antigenu na přebytek neznačené 

protilátky, která je zakotvená na pevné fázi. V dalším kroku reaguje imobilizovaný antigen 

prostřednictvím druhého vazebného místa se značenou protilátkou, která je v přebytku. Volná 

protilátka se odstraní a intenzita značení imobilizovaného sendviče je přímo úměrná 

koncentraci analyzovaného antigenu. 

Radioimunochemická stanovení (RIA, radioinmmuniassay) používají jako značku 125I 

(γ-zářič, poločas 60 dnů) nebo 3H (β-zářič, poločas 12 let). V prvním případě se bílkoviny značí 

iodací aromatických aminokyselin, adičními nebo výměnnými reakcemi v případě druhém. 

Existují zde určité ekologické problémy, proto je snaha využít pokud možno značení 

neradioaktivní, zejména enzymoimunochemická stanovení (EIA, enzyme immunoassay). Zde 

jako značky jsou nejčastěji využívány peroxidáza, alkalická fosfatáza, nebo β-galaktosidáza. 

Imunokomplexy jsou v tomto případě rozpustné, pro separaci je tedy nutno zařadit ještě další 

krok. První možností je využití precipitace pomocí další protilátky s následnou centrifugací. 

Další, v současnosti asi nejvíce používanou metodou je imobilizace antigenů či protilátek na 

pevné fázi. Tou mohou být plastové nebo magnetické kuličky, ale také vnitřní povrch zkumavek 

či mikrotitračních destiček. K oddělení navázaných komplexů je v případě imobilizace na 

kuličky využívána centrifugace nebo magnetická separace, v případě zakotvení na stěnu 

nádobek stačí nenavázané nadbytečné značené molekuly protilátky nebo antigenu odmýt. 

Při fluoroimunochemických stanoveních (FIA, fluorescence immunoassay) se užívá 

řady principů, základem kvantifikace je však vždy měření na fluorimetrech. Oblíbené je značení 

enzymovým markerem, který působí na fluorogenní substrát. Chemiluminiscenční analýza je 

založena na užití luminoforů, jejichž detekce je usnadněna zesilovači (např. luciferinem). Jako 

luminometr slouží např. scintilační počítač. Uvedené metodiky jsou dnes přednostně užívány 

pro rutinní stanovení diagnosticky významných molekul přítomných v submikrogramových 

množstvích na litr. 
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Sacharidy a lipidy krevní plazmy 

 
Hladina glukózy v krvi a její regulace 

Základním parametrem při vyšetřování poruch sacharidového metabolismu je hladina 

glukózy v krvi – glykemie. V celé krvi je hladina glukózy poněkud nižší (asi o 10-15 %), než 

v séru nebo plazmě. V krvi arteriální a kapilární nacházíme naproti tomu hodnoty vyšší než 

v krvi venózní. Vzestup hladiny nad referenční rozmezí se nazývá hyperglykemie, pokles pod 

tuto hranici hypoglykemie. 

Zatímco zvýšená hladina je rizikem z hlediska dlouhodobé prognózy, náhlý pokles 

krevního cukru představuje akutní nebezpečí. To je dáno závislostí mozku na přívodu glukózy. 

Uvádí se, že z 55 mmol glukózy, přiváděné každou hodinu z jater do krevního oběhu, zhruba 

polovinu spotřebuje CNS. Náhlý výrazný pokles hladiny krevního cukru vede k poruše vědomí, 

křečím, a může vyústit v nevratné poškození mozkové tkáně. 

Relativně stálá koncentrace glukózy v krvi (3,6 - 5,6 mmol/l) závisí na rovnováze mezi 

jejím přívodem a zpracováním (utilizací). Zdrojem glukózy je jednak potrava bohatá 

na sacharidy, dále rozklad glykogenu a glukoneogeneze z jednoduchých prekurzorů, 

pocházejících především z aminokyselin. Na druhé straně se glukóza spotřebovává oxidací 

zejména při glykolýze, přeměnou na mastné kyseliny v tukových tkáních, v anabolické situaci 

kondenzuje na jaterní a svalový glykogen. Při vysoké glykémii překračující ledvinový práh 

dochází k vylučování ledvinami - glykosurie. 

Kromě matabolické činnosti jater a extrahepatálních tkání se na regulaci hladiny 

glukózy podílí řada hormonů. Glukagon, růstový hormon, adrenalin, glukokortikoidy a nepřímo 

adrenokortikotropní hormon (ACTH) přispívají ke zvýšení hladiny glukózy v krvi. Glukagon 

zvyšuje krevní cukr stimulací glykogenolýzy v játrech a podporou glukoneogeneze. Růstový 

hormon snižuje utilizaci glukózy tím, že přednostně mobilizuje volné mastné kyseliny 

z tukových tkání. Glukokortikoidy zvyšují glukoneogenezi a inhibují utilizaci glukózy 

v extrahepatálních tkáních. Adrenalin, vylučovaný na základě stresových podnětů, zvyšuje 

glykogenolýzu aktivací fosforylázy, nepřímo aktivuje glukoneogenezi (stimulace ACTH a 

následně glukokortikoidů), bokuje uvolňování insulinu. Thyreoidální hormony mají do jisté 

míry také diabetogenní efekt. 

Proti této mnohostranně zabezpečené schopnosti zvyšovat koncentraci krevního cukru 

stojí jediný hormon - inzulin, který má účinky opačné, tj. hladinu glukózy snižuje. Inzulin, 

produkovaný B buňkami Langerhansových ostrůvků pankreatu, jednak potlačuje produkci 

glukózy játry, jednak zvyšuje její utilizaci celou řadou mechanismů. Inzulin především zvyšuje 

průchod glukózy do buněk mobilizací glukózových přenašečů. Dále zvyšuje její utilizaci 

aktivací klíčových enzymů glykolýzy (glukokinázy, fosfofruktokinázy a pyruvátkinázy). 

V játrech a ve svalech podporuje tvorbu glykogenu stimulací glykogensyntázy, tlumí 

glykogenolýzu. Inhibuje také iniciaci glukoneogeneze. Podporuje obecně proteosyntézu, 

naopak potlačuje lipolýzu v tukové tkáni. Inzulin působí také povzbudivě na proliferaci buněk, 

podobně jako růstové faktory, s nimiž sdílí společné rysy. 

  



20 

v_01-2024 

Úplavice cukrová (diabetes mellitus), její formy, sekundární hyperglykemie 

Absolutní nebo relativní nedostatek inzulinu způsobuje cukrovku, diabetes mellitus 

(DM). Jedná se o relativně častou a zdravotnicky závažnou metabolickou poruchu. Ve střední 

Evropě posihuje téměř 10 % populace. Diabetes je asi v polovině případů diagnostikován 

pozdě, tj. již ve stádiu komplikací. Hlavním rysem diabetu je sice porucha glycidového 

metabolismu s hyperglykemií a často také glykosurií, zasahuje však výrazně také do 

metabolismu bílkovin a tuků. Nedostatek inzulinu se obecně projevuje nedostatečnou utilizací 

glukózy, což vede k mobilizaci jiných zdrojů energie, konkrétně ke zvýšenému zpracování 

mastných kyselin a k využití aminokyselin a glycerolu k další produkci glukózy. 

Rozeznáváme dva základní typy diabetu, které se liší jednak svou etiopatogenezí, jednak 

průběhem a způsobem léčby. První typ, vyskytující se asi v 10 % případů, se vyznačuje 

nedostatečnou produkcí inzulinu a je tedy závislý na přísunu inzulinu exogenního. Nazývá se 

Insulin-Dependent DM (IDDM). Protože se často projevuje již v dětském věku, označoval se 

také jako „juvenilní“. Jedná se o onemocnění autoimunitního původu, vyvolané infekcí anebo 

oxidativní modifikací produkčních buněk, které jsou poté destruovány cytotoxickými 

T-lymfocyty. Je zajímavé, že 95 % nemocných jsou nositeli totožné „diabetogenní“ HLA alely. 

Pokud dochází k pomalému rozvoji diabetu tohoto typu v dospělosti, označuje se jako LADA 

(Latent Autoimmune Diabetes in Adults). Druhý typ, postihující většinu diabetiků, nemusí mít 

nezbytně sníženou produkci inzulinu. U tohoto typu nacházíme často rodinný výskyt, 

a k rozvoji diabetu dochází až v pozdějším věku. Je znám pod pojmem Non-Insulin-

Dependent DM (NIDDM). Nejčastěji se jedná o rezistenci vůči inzulinu z příčin poruchy 

inzulinového receptoru nebo o poruchu v přenosu inzulinového signálu do buňky. Příčinou však 

může rovněž být snížená odpověď B buněk pankreatu na sníženou hladinu glukózy v krvi. 

Hyperglykemické stavy a stavy se sníženou tolerancí glukózy nemusejí být způsobeny 

výhradně diabetem, takže můžeme mluvit o sekundárních hyperglykemiích. Jsou průvodním 

jevem endokrinních chorob jako Cushingův syndrom, thyreotoxikóza a akromegalie, chorob 

pankreatu, chorob jater, setkáme se s nimi při stresujících srdečních a mozkových 

onemocněních a u některých infekcí. Hyperglykemie může být vyvolána i léky jako jsou 

thiazolová diuretika, kortikoidy, salicyláty, nebo při podávání kontraceptiv. Diabetes těhotných 

matek, který je rizikem pro vývoj plodu, je nutno odlišit od snížené tolerance glukózy ve druhé 

polovině těhotenství, kdy fyziologicky dochází ke zvýšené produkci kontraregulačních 

hormonů, což zvýhodňuje zásobení plodu glukózou. Mimoto může v těhotenství dojít 

ke glykosurii následkem zvýšené ledvinové filtrace, při které se snadno překročí resorpční 

kapacita tubulů. 

 

Časné a pozdní komplikace diabetu 

Vzestup hladiny krevní glukózy může vyústit až v hyperglykemické koma. Jde 

o vystupňování patobiochemických mechanismů, příznačných pro diabetes, přesahující 

kompenzační možnosti diabetika. Absolutní nebo relativní nedostatek inzulinu je prohlouben 

vlivem stresujícího faktoru jako je interkurentní onemocnění, operace, atd. Disponuje k němu 

hlavně typ I, ale může se občas vyskytnout i u typu II. Hyperglykemie má za následek glykosurii 

s osmotickou diurézou. Tím se ztrácí voda s důležitými elektrolyty jako je K+, vyplavený 

z buněk, Na+ a fosfáty. Následná dehydratace a hypovolemie vede k centralizaci oběhu a vzniku 
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šokového stavu, provázeného laktátovou acidózou. V buňkách je nedostatek glukózy, energie 

se získává přednostně štěpením mastných kyselin. Tento stav má za následek hromadění 

kyselých ketolátek, což dále prohlubuje laktátovou acidózu („koma s ketoacidózou“). Je třeba 

si uvědomit, že při běžném vyšetření ketolátek detegujeme pouze acetoacetát a aceton, 

β-hydroxymáselná kyselina detekci uniká. Přitom za této situace mnohonásobně převyšuje 

koncentraci stanovovaných analytů. Tento nepoměr, odpovídající redukčnímu prostředí buněk, 

je přechodný. S úpravou stavu se β-hydroxymáselná kyselina oxiduje zpět na kyselinu 

acetooctovou, což může vyvolat mylný dojem zhoršení ketoacidózy. 

Zvýšený katabolismus bílkovin provázený glukoneogenezí vede ke ztrátám dusíku 

močí, tj. negativní dusíkové bilanci. Snížená perfuze ledvin z hypovolemie může v pokročilých 

stadiích ještě zhoršovat acidózu. Vyplavené kontraregulační hormony (STH, glukagon, 

kortizol, katecholaminy) dále stimulují glukoneogenezi a lipolýzu. Acidóza je zčásti 

kompenzována hyperventilací, vědomí je zastřeno. Vzácněji se vyskytuje hyperosmolární koma 

bez acidózy, v popředí je hyperglykémie a dehydratace nemocného s hyperosmolaritou 

tělesných tekutin. Přes pokroky v léčbě je diabetické koma stále potenciálně letální příhodou. 

Při terapii acidotického komatu je třeba jen zdrženlivě rehydratovat pro hrozbu edému mozku, 

a opatrně nahrazovat K+ navracející se do buněk z ECT. Je nutné pečlivě kontrolovat pH krve 

vzhledem k hrozící alkalóze z nadbytku hydrogenkarbonátu nahrazujícího metabolizované 

anionty kyselin. 

Hypoglykemické koma nastává nejen při předávkování inzulinem, ale i při podání běžné 

dávky nenásledované odpovídajícím příjmem potravy, či při zvýšené utilizaci glukózy 

následkem nadměrné fyzické námahy. Nástup příznaků je tím dramatičtější, čím rychleji klesá 

glykemie. Klinický obraz je dotvářen vyplavením adrenalinu v reakci na hypoglykemii (pocení) 

a nedostatečný přívod glukózy do mozku (poruchy vědomí až koma). 

Pozdní diabetické komplikace zahrnují především postižení velkých i malých cév. 

Postižení velkých cév (diabetická makroangiopatie) v podstatě odpovídá ateroskleróze 

postižených osob bez diabetu. Je urychlena poruchou lipidového metabolismu, typickou 

pro cukrovku. Snížená utilizace glukózy vede k mobilizaci mastných kyselin a jejich 

metabolickému zpracování. Neesterifikované mastné kyseliny jsou zčásti využity k resyntéze 

triacylglycerolů, přebytek acetylkoenzymu A je přes β-hydroxymetylglutarylkoenzym A 

vestavěn do cholesterolu. Výsledkem je hyperlipoproteinemie.  

Jedním z hlavních patogenetických mechanismů pozdních diabetických komplikací jsou 

glykace proteinů jako následek chronické hyperglykemie. Zatímco bílkoviny s krátkým 

poločasem jsou postupně odbourávány, bílkoviny s dlouhým poločasem podléhají změnám, 

které postupně postihují jejich funkce. K bílkovinám s dlouhým poločasem patří 

např. bílkoviny cévního endotelu, jejichž postižení vyvolává diabetickou mikroangiopatii. 

Porušení proteinů sítnice způsobuje diabetickou retinopatii, která může vést až ke slepotě. 

Glykace myelinových vrstev způsobuje polyneuritidu a modifikace glomerulární membrány 

diabetickou glomerulosklerózu.  

K rozvoji těchto změn přispívají také oxidativní poškození volnými radikály, proto 

mluvíme o glykooxidaci. Glukóza může rovněž být redukována aldózovými reduktázami na 

sorbitol (glucitol), který způsobuje nežádoucí osmotické jevy, čímž se vysvětluje např. zákal 

čočky (diabetická katarakta). 
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Kongenitální galaktosemie 

 

Příčinou vrozené galaktosemie je nejčastěji defekt enzymu galaktóza-1-fosfát-

uridyltransferázy. Postižený jedinec není schopen přeměňovat galaktózu na glukózu, v krvi se 

hromadí galaktóza-1-fosfát (gal-1-P). Sekundárně je postižen i metabolismus glukózy, gal-1-P 

inhibuje fosfoglukomutázu, což je enzym nezbytný pro využití glukózy z glykogenu. 

Průvodním jevem je tedy vedle galaktosurie i hypoglykemie po podání galaktózy nebo laktózy. 

Na galaktózu v moči nás upozorní pozitivita redukčních testů při současně negativní 

glukózooxidázové reakci (viz indikátorové proužky pro stanovení glukózy v moči). 

Uvedená patogeneze se uplatňuje hlavně u novorozenců a u malých dětí, dospělí díky 

své dokonalejší enzymové výbavě mohou enzymový blok částečně obejít. V raném dětství je 

proto vysoké riziko průvodních orgánových poruch a zpomalení tělesného a duševního vývoje. 

Chorobu je třeba diagnostikovat co nejdříve, aby bylo možno zahájit bezgalaktózovou dietu. 

Chybění tohoto cukru v potravě nikterak neohrožuje růst a vývoj těchto dětí, neboť UDP-

galaktóza se vytváří epimerázovou reakcí z glukózy. 

Galaktosemii může způsobit i deficit enzymu galaktokinázy. V tomto, méně častém 

případě, se v organismu hromadí galaktóza a zejména její redukovaný produkt, galaktitol. 

Galaktitol nemůže být dále metabolizován ani vyloučen. Pokládá se za příčinu zákalu čočky 

z hydratace proteoglykanů. Rovněž deficit uridyldifosfátgalaktóza-4-epimerázy způsobí vznik 

galaktosemie. 

 

Laboratorní vyšetření u poruch metabolismu sacharidů 

 

Základním vyšetřením, které musí být provedeno pohotově, je stanovení glykemie. 

Existuje celá škála metod a přístrojů na stanovení krevního cukru. Zde se omezíme jen 

na základní biochemické principy měření. V minulosti užívané oxidoredukční metody byly 

zdlouhavé a nepřesné. Dnes se využívají díky své specifičnosti výhradně metody enzymové. 

Nejrozšířenější je reakce glukózoxidázová. Glukóza je oxidována na glukonolakton a peroxid 

vodíku, který reaguje v přítomnosti peroxidázy s vhodným chromogenem:  

 

Výsledné zabarvení produktu se měří spektrofotometricky. Druhou možností je 

detegovat vzniklý peroxid vodíku elektrochemicky. 

 

Na principu kombinace glukózooxidázové reakce s peroxidázovou s využitím 

chromogenu jsou založeny i indikátorové proužky vhodné k analýze moči. Jak již bylo řečeno, 

v případě galaktosurie je výsledek negativní. Z tohoto hlediska oxidoredukční reakce jako 

Fehlingova nebo Benediktova mají stále své opodstatnění. 
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Další možnou enzymovou reakcí je hexokinázová reakce: 

 

Hexokinázovou reakci je možno vyhodnocovat přímo v UV oblasti pomocí Warburgova 

optického testu. Přímé měření poskytují biosenzory se zakotvenými enzymy. 

Pro stanovení diagnózy je nezbytné stanovení glykemie ve vzorku žilní krve, 

pro kontrolu léčby diabetika se upřednostňuje vyšetření kapilární plné krve (využití osobních 

glukometrů). Pokud jednorázová glykemie v plazmě žilní krve přesáhne na lačno 7 mmol/l 

nebo 11,1 mmol/l kdykoli během dne a jsou přítomny známky diabetu (polyurie, polydipsie, 

ketonurie, úbytek hmotnosti), považuje se to za potvrzení diagnózy. Pokud se naměří takto 

zvýšená glykemie na lačno nejméně dvakrát, byť bez klinických příznaků, je závěr stejný. 

V případě hodnot mezi refenční hranicí a zmíněným limitem, tj 5,6 – 6,9 mmol/l, je na místě 

orální glukózový toleranční test (oGTT). Toto vyšetření má zjistit, jak je pacient schopen 

vyrovnat hladinu krevní glukózy po zátěži standardní dávkou 75g hroznového cukru per os 

v daném časovém úseku. Orální cesta umožňuje zapojení gastrointestinálních hormonálních 

regulací, zejména glukagonu střevní stěny. Napodobuje vlastní reakci organismu na přívod 

sacharidů potravou ve standardních podmínkách. Odráží se v něm nejen stav inzulárního 

aparátu a antiinzulinových hormonů, ale také rychlost vyprázdnění žaludku, pasáž střevem, 

schopnost reabsorpce a stav jaterních funkcí. Vyšetření se provádí na lačno, glukóza se podává 

ve 300 ml vody, krev se odebírá bezprostředně před příjmem cukru a za 2 hodiny po jeho 

podání. Pokud se provádí tento test jako součást screeningu na gestační diabetes, obebírá se 

krev navíc i po 1 hodině po podání cukru. 

 

oGTT - interpretace  

Hladina glukózy v plazmě žilní krve za 2h po zátěži: 

vyloučení diabetu < 7,8 mmol/l 

porušená glukózová tolerance 7,8 – 11 mmol/l 

diabetes mellitus ≥11,1 mmol/l 

 

U většiny zdravých jedinců se po počátečním mírném vzestupu vrací glykemie do dvou 

hodin na normální hodnoty. Jak vyplývá z předchozí tabulky, snížená schopnost zvládnout 

zátěž glukózou u diabetiků se projevuje neschopností k návratu k výchozí hladině za 2 hodiny 

od začátku testu. Mezi hodnotami prokazujícími diabetes a hodnotami fyziologickými leží 

oblast tzv. porušené glukózové tolerance (impaired glucose tolerance, IGT). Takovéto hodnoty 

dosahují osoby, které mají zvýšené riziko rozvoje diabetu, někdy se tento stav označuje jako 

prediabetes. U těchto pacientů je obvyklá mírně zvýšená glykémie na lačno 5,6 – 6,9 mmol/l, 

tzv. hraniční glykemie nalačno (impaired fasting glucose, IFG). 

Je-li překročen renální práh, normálně odhadovaný na 10 mmol/l, po dobu 15 minut, 

objevuje se glukóza v moči. Tam, kde je individuálně snížen, proniká glukóza do moči již při 

normálních hodnotách glykemie (renální diabetes). Naopak u starých diabetiků 

s glomerulosklerózou dochází ke glykosurii při hodnotách daleko vyšších než 10 mmol/l. 
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Modifikací oGTT je intravenózní glukózový toleranční test, prováděný ve speciálních 

případech. Při rozhodování o způsobu inzulinové léčby se sleduje tzv. glykemický profil, který 

spočívá v opakovaném měření glykemie během dne, na lačno i po jídlech. V určitých případech 

je výhodné využít speciální přístroje umožňující kontinuální měření glykemie (měření každých 

5 minut). 

Pro hodnocení kompenzace diabetu se používá měření glykovaného hemoglobinu. 

 

Glykace je obecně neenzymová reakce mezi molekulou sacharidu a aminoskupinou jiné 

biomolekuly, nejčastěji proteinu. Glykovaný protein vzniká neenzymovou reakcí mezi 

aldehydovou skupinou glukózy a volnou aminoskupinou proteinu (zejména lyzinového 

zbytku). Glykace probíhá ve dvou krocích (viz následující schéma). První je vznik labilní 

Schiffovy baze (aldiminu). Tato reakce je reverzibilní. Rychlost tohoto procesu závisí 

na hladině glukózy. Při hyperglykémii převažuje vznik aldiminu, při poklesu glykemie dochází 

naopak k jeho hydrolýze. Pokud ovšem hyperglykemie přetrvává po delší dobu, dojde 

ke stabilizaci vazby druhou reakcí, která je již nevratná.Tato reakce se nazývá Amadariho 

přesmyk. Vzniká ketoamin – aminoderivát fruktózy (vzniká ketoskupina na druhém uhlíku 

cukru, charakteristická pro fruktózu). Jednou glykovaný protein zůstává v této formě po celé 

období své existence.  

 

 
 

Schéma glykace proteinů 

 

Glykací hemoglobinu v erytrocytech vznikají tři produkty, ale pouze jeden z nich je 

dostatečně stabilní. Označuje se HbA1c. Jeho hladina nám poskytuje informaci o průměrné 

glykemii za posledních cca 8 týdnů, což odpovídá biologickému poločasu hemoglobinu. Udává 

se v jednotkách mmol/mol vyjadřujících množství molekul fruktosaminu navázaných na 

molekulu hemoglobinu. Stanovuje se buď kapilární elektroforézou, afinitní nebo ionexovou 

kapalinovou chromatografií, nebo pomocí specifické monoklonální protilátky. Referenční 

rozmezí je 20 – 42 mmol/mol. Hodnoty do 53 mmol/mol odpovídají dobré kompenzaci diabetu, 

hodnoty nad tuto hranici jsou neuspokojivé a vyžadují zahájení léčby nebo přehodnocení 

dosavadního léčebného režimu. 

Způsob léčby diabetu by měl odpovídat jeho kategorii. Jak bylo zmíněno výše, 

rozhodující pro zařazení do jednotlivých typů je zejména intenzita produkce inzulinu a dále 

stupeň rezistence vůči tomuto hormonu. Ve sporných případech je na místě přímé stanovení 

hladiny inzulinu nebo jeho produkce v pankreatu za standardních podmínek. Ukázalo se, že 
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u přímého stanovení inzulinu má největší informační cenu vyšetření po zátěži glukózou, např. 

při oGTT. Tak se vyloučí interference s exogenním inzulinem, vliv protilátek, atd. U typu I je 

hladina snížená, opožděná reakce s hypersekrecí je typická pro diabetes druhého typu. Jedná se 

tedy o projev inzulinové rezistence, který spolu s dalšími klinickými příznaky je významným 

rizikovým faktorem pro rozvoj aterosklerózy.  

Hladina přímo stanoveného inzulinu neodpovídá jeho exogenní produkci, protože velká 

část je po sekreci z B buněk pankreatu vychytána v játrech (50-60 %). Játra však propouštějí 

část původního  polypeptidu – proinzulinu, v množství odpovídající skutečné produkci. Tento 

31 členný úsek se nazývá spojující (connecting) peptid, krátce C-peptid, protože v proinzulinu 

spojuje řetězce A a B definitivního inzulinu do souvislého polypeptidu. 

 

 
 

Schéma tvorby inzulinu 

 

Hladina C-peptidu v periferní krvi se stanovuje imunochemicky a je mírou skutečné 

sekrece inzulinu, protože injekčně podávaný inzulin C-peptid neobsahuje. Toto vyšetření 

dovoluje posoudit i funkci transplantátu slinivky břišní, event. úplnost pankreatektomie. 

Pro posouzení inzulinové rezistence je nejuznávanější metodou stanovení množství 

glukózy, které ještě nevede k hyperglykemii při uměle udržované koncentraci exogenního 

inzulinu tzv. clampovou technikou. Čím menší množství glukózy naruší euglykemii, tím je 

inzulinová rezistence pacienta závažnější.  
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Pro diferenciální diagnostiku typu diabetu lze rovněž využít fakt, že diabetes prvního 

typu je autoimunitní onemocnění a využít stanovení protilátek. Využívá se zejména stanovení 

protilátek proti Langerhansovým ostrůvkům, proti enzymu glutamátdekarboxyláze nebo 

tyrosinfosfatáze, případně protilátek proti inzulinu. Protilátky se mohou objevit ještě před 

vypuknutím diabetu. 

Jednou z obávaných komplikací diabetu je poškození ledvin diabetické nefropatie. 

Možnost kontrolovat počáteční fáze poškození dává citlivé stanovení albuminu v moči 

v koncentracích nezjistitelných běžnými indikačními proužky pro stanovení moči (citlivost 

od 150 mg/l). Stanovení tzv. mikroalbuminurie citlivějšími imunochemickými metodami je 

vlastně zachycení koncentrací mezi fyziologickou hodnotou - zhruba 30 mg/l a běžně 

stanovovanou hranicí 150 mg/l.  

 

 

Charakteristika sérových lipoproteinů 

 

Důležité nepolární lipidy krevní plazmy, tj. estery cholesterolu a triacylglyceroly mohou 

být sice chemicky stanovovány jako ucelené plazmatické frakce, jsou však ve vodě 

nerozpustné, a proto v krvi nemohou existovat jako samostatné molekuly. Jejich transport ve 

vodném prostředí je umožněn teprve vestavěním do komplexních částic sférického tvaru 

s hydrofóbním jádrem a hydrofilním povrchem, zvaných lipoproteiny (LP). Biologickou funkcí 

lipoproteinů je tedy přenos ve vodě nerozpustných tuků vodným prostředím tělesných tekutin 

do tkání, které je potřebují ke splnění svých metabolických nároků, a současně odběr od těch 

tkání a buněk, které je nejsou schopny samy katabolizovat. 

Jak název napovídá, konstantní stavební i funkční součástí jsou bílkoviny nazývané 

apolipoproteiny, zkráceně apoproteiny. Apoproteiny spolu s polárnějšími lipidy, jako jsou 

fosfolipidy a volný cholesterol, tvoří obal LP. Uvnitř částice jsou lokalizovány vysoce 

hydrofóbní triacylglyceroly a estery cholesterolu. Jak již bylo uvedeno, apoproteiny se účastní 

nejen výstavby lipoproteinových částic, ale zajišťují důležité funkce jako je aktivace enzymů 

metabolismu LP nebo vazba s buněčnými receptory, které umožňují vstup LP do buněk. 

Periferní apoproteiny na rozdíl od integrálních jsou volně připojeny na povrch částice, což 

usnadňuje jejich přesun z jednoho LP na druhý. Přesun apoproteinů je jedním z hlavních 

principů interakcí mezi LP třídami. Apolipoproteiny jsou velmi heretogenní skupina proteinů, 

které členíme do tříd, označovaných velkými písmeny jako apo A, apo B atp. Ke členění uvnitř 

třídy se používají římské číslovky např. apo A I, apo A II atd. 

Plazmatické lipoproteiny je možno rozdělit do čtyř hlavních rodin, zahrnujících 

chylomikrony (CHM), velmi lehké lipoproteiny (Very Low Density LP, VLDL), lehké 

lipoproteiny (Low Density LP, LDL) a těžké lipoproteiny (High Density LP, HDL). Mimoto 

se v plazmě vyskytují sekundární produkty těchto částic (viz dále). Každá rodina obsahuje 

široké spektrum částic s podobným složením a podobnými metabolickými funkcemi. Tyto 

rodiny je možno separovat na základě jejich fyzikálně-chemických vlastností jako je hustota 

nebo schopnost migrace v elektrickém poli. Hustota (denzita) lipoproteinů je určena poměrem 

proteinů k lipidům v dané částici. Nejlehčí lipoproteiny obsahují nejmenší procentuální podíl 

proteinů, se vzrůstem proteinového zastoupení roste i hydratační denzita. 
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Schéma stavby lipoproteinové částice 

 

Nejlehčí lipoproteiny jsou také objemově největší a obsahují nevyšší množství 

triacylglycerolů (chylomikrony, VLDL). V krvi se chylomikra objeví po požití tučné potravy a 

projeví se makroskopicky mléčným „chylózním“ zakalením séra, zatímco VLDL ve větším 

množství způsobí pouze opalescenci séra. Naproti tomu HDL, nejtěžší lipoproteiny, jsou také 

nejmenší a obsahují více fosfolipidů a apoproteinů než kterékoli jiné LP. Volné 

(neesterifikované) mastné kyseliny (NEMK) jsou transportovány navázané na molekuly 

albuminu krevní plazmy, takže při fyzikálních analýzách sledují albumin. 

Pro separaci lipoproteinů na základě hustoty je možné využít ultracentrifugaci, při které 

se LP rozřadí podle rychlosti, jakou vzlínají k povrchu zředěného roztoku NaCl, nebo 

elektroforetické rozdělení, obdobné dělení plazmatických bílkovin, pouze s rozdílnou metodou 

barvení. Rychlost migrace při elektroforéze LP je úměrná rychlosti sedimentace (a je opakem 

rychlosti flotace) s výjimkou středních frakcí. Elektroforetické pořadí je znázorněno na 

obrázku, spolu s lokalizací základních bílkovinných frakcí. Nejrychleji se pohybuje frakce 

α-lipoproteinů (odpovídá frakci HDL), v oblasti zhruba α2-globulinů se nachází tzv. pre-β 

frakce (odpovídá VLDL), ještě pomalejší jsou β-lipoproteiny (odpovídá frakci LDL). 

V případě, že sérum obsahuje chylomikra (u zdravých jedinců by se však na lačno neměly 

vyskytovat), setrvávají na místě startu. Po stránce kvantitativní převládají β-LP (asi 50 % 

veškerých LP), α-LP a preβ-LP frakce jsou přítomny zhruba v polovičních množstvích. Ani 

jedna z metod se dnes pro rutinní analýzu již nepoužívá, využívají se ve výzkumné práci. 

 

 
 

Porovnání dělení lipoproteinů ultracentrifugací a elektroforézou  
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Jak demonstruje tabulka složení lipoproteinových částic, procentuální podíl proteinů 

vzrůstá od chylomikronů k HDL, tj. nepřímo úměrně k rozměrům komplexů. Nejbohatší na 

triacylglyceroly jsou frakce chylomikronů a VLDL, nejvíce cholesterolu je ve frakci LDL. 

Nezanedbatelný podíl choleterolu však obsahují i HDL, a z kvantitativního hlediska je 

významný i přísun cholesterolu z potravy prostřednictvím chylomikronů. Z proporcí 

apoproteinů uvnitř jednotlivých tříd lze odvodit, že stanovení apo B-100 je obrazem zejména 

množství LDL, zatímco apo A-I kvantitativně charakterizuje HDL frakci. 

 

Charakteristika lipoproteinů krevního séra: 

Třída: CHM VLDL LDL HDL 

Elfo mobilita: start pre-β β α 

 

Velikost (nm): 102-104 30-70 15-70 7,5-10,0 

 

Složení (%): 

PROTEINY 1 10 22 50 

FOSFOLIPIDY 4 15 23 30 

CHOLESTEROL 5 15 45 18 

TRIACYLGLYCEROLY 90 60 10 2 

 

Hlavní apolipoproteiny: apo A apo A apo B-100 apo A I 

 apo B-48 apo B-100  apo A II 

 apo C I-III apo C I-III  apo A IV 

 apo E apo E  apo D 

 

 

Do výčtu biomedicínsky důležitých lipoproteinů je třeba zahrnout také lipoprotein (a). 

Je nacházen v různé koncentraci v plazmě a je zjištěno, že je vysoce aterogenní - při jeho 

zvýšení nad 0,3 g/l stoupá více než dvojnásobně výskyt kardiovaskulárních onemocnění. Tento 

rizikový faktor je nezávislý na jiných hyperlipoproteinemiích. Na elektroforéze je hybností 

nejblíže preβ-LP („sinking preβ“), tj. VLDL, svou velikostí však odpovídá spíše LDL částicím. 

Jeho proteinová součást je zajímavá – obsahuje apo B-100 disulfidicky vázaný na protein 

podobný plazminogenu. Tento fakt naznačuje i patologický mechanismus jeho působení. 

Předpokládá se, že brání vazbě plazminogenu na monomery fibrinu a vyvazuje aktivátor 

plazminogenu, takže narušuje koagulační rovnováhu ve smyslu zvýšené tvorby krevních 

sraženin. 

 

Metabolismus lipoproteinů 

 

Chylomikrony (CHM) vznikají v intestinálních epiteliálních buňkách po požití tuků 

v rekonstitučním procesu, při kterém jsou delší mastné kyseliny uvolněné trávicími enzymy 

reesterifikovány na triacylglyceroly, připojen cholesterol, apoproteiny, a kompletní částice jsou 

exocytózou transportovány do lymfy. Ačkoli cholesterol přispívá k hmotnosti částice jen 
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nepatrnou měrou (5 %) jedná se o hlavní cestu, kterou je přijímán do těla. V krvi jsou 

chylomikra obohacována o další apoproteiny, zejména apo C II a apo E, a to přenosem z HDL. 

Apo C II aktivuje lipoproteinlipázu, enzym zakotvený na endotel kapilár, který hydrolyzuje 

triacylglyceroly na volné mastné kyseliny (NEMK). Zajímavý úkaz vyčeření séra po podání 

heparinu je způsoben vytěsněním lipázy z vazby na kapilární stěnu, kam se připojuje 

prostřednictvím heparansulfátu. Lipáza se tak uvolní do krevního oběhu a masivně hydrolyzuje 

triacylglyceroly lipoproteinů. Chylomikrony jsou za normálních okolností poměrně rychle 

odbourávány (poločas asi 30 minut), plazma se vyčeřuje, a neesterifikované mastné kyseliny 

jsou odebírány tkáněmi pro energetické zpracování (svaly), biosyntézu triacylglycerolů (játra, 

tuková tkáň), v případě nenasycených mastných kyselin pro biosyntézu eikosanoidů, atd. 

Po odbourání většiny triacyglyceridového podílu částice disociují z vazby na 

lipoproteinlipázu jako chylomikronové zbytky (chylomicron remnants, CHR). Ty jsou pak 

rychle odstraněny z cirkulace jaterními buňkami prostřednictvím povrchových receptorů pro 

apo E. 

Velmi lehké lipoproteiny (VLDL) jsou produkovány především játry jako částice 

obsahující velké množství triacylglycerolů, z apoproteinů zejména apo B-100 a apo C, zčásti 

přesunuté z HDL. Obdobně jako chylomikrony, také VLDL reagují s lipoproteinlipázou 

kapilárních stěn za odbourání podstatného podílu triacylglycerolů. Hromě toho přijímají od 

HDL estery cholesterolu výměnou za triacylglyceroly. Zmenšeným částicím se říká 

lipoproteiny střední hustoty (intermediate density lipoproteins, IDL, VLDL remnants). 

Mohou mít dvojí osud. Většina je po vychytání játry kompletně metabolizována - což je jednou 

z možných forem přesunu cholesterolu do jater, značný podíl je však jaterní lipázou zbaven 

dalších triacylglycerolů a tím přeměněn na částice další kategorie, tj. lehké lipoproteiny, LDL. 

Hlavní úlohou lehkých lipoproteinů (LDL) je zásobovat tkáně cholesterolem. 

Cholesterol je pro všechny buňky zcela nezbytný. Většinou jsou schopny jeho syntézy 

z acetylkoenzymu A. Pokud odebírají lipoproteinový cholesterol, děje se to prostřednictvím 

buněčných receptorů, které reagují s apo B-100 na povrchu LDL. Apo B-100 je kompletní 

polypeptidový produkt genu pro apo B, produkovaný jaterními buňkami, a jako takový reaguje 

s receptorem, na rozdíl od zkrácené varianty apo B-48, produkované v enterocytech a 

zabudované do chylomikronů. Podle typu tkáně a momentálních potřeb je cholesterol využit na 

výstavbu membrán nebo produkci steroidních hormonů (ovaria, testes, nadledvinky), případně 

vyloučen v podobě žlučových kyselin (játra). Ukázalo se, že vysoká koncentrace LDL, zejména 

vysokodenzní frakce LDL3, koreluje se zvýšeným výskytem koronární aterosklerózy. Pokud 

buňka odebrala adekvátní množství externího cholesterolu, dochází za normálních okolností 

k omezení vlastní buněčné syntézy. Děje se tak především snížením aktivity klíčového enzymu 

biosyntézy, hydroxymethylglutaryl-CoA-reduktázy, dále je omezena produkce receptorových 

bílkovin, a konečně je zvýšena aktivita acyl-CoA:cholesterol-acyltransferázy. Posledně 

jmenovaný enzym esterifikuje přebytek cholesterolu do zásobní formy. 

Kromě přísunu cholesterolu buňkám musí být zajištěn také odsun nadbytečného 

cholesterolu, protože naše buňky nejsou schopny odbourat steranové jádro. Cholesterol jsou 

schopny vyloučit pouze jaterní buňky. Cholesterol je odstraňován jen z menší části jako takový, 

hlavní odpadní formou jsou žlučové kyseliny. Přesun cholesterolu do této „konečné stanice“, 

tj. reverzní transport, mají za úkol těžké lipoproteiny (HDL). Nově vytvořené HDL 

(“nascent HDL“) jsou produkovány játry, částečně také střevní sliznicí, a to jako diskovité 
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útvary, které teprve po odběru cholesterolu z buněčných membrán, eventuálně z lehčích LP, 

a po jeho esterifikaci nabývají sférického tvaru. Esterifikace, která je velmi důležitá pro další 

osud cholesterolu, je umožněna dalším klíčovým enzymem lipidového metabolismu, 

lecitin:cholesterol-acyltransferázou (LCAT). Aktivátorem tohoto plazmatického enzymu je 

apo A I. LCAT esterifikuje cholesterol na povrchu disku, přenáší mastnou kyselinu z polohy 2 

lecitinu (fosfatidylcholinu). Tím se cholesterol stává nepolární a putuje do středu částice. 

Rozlišuje se několik klinicky významných subfrakcí zralých HDL. Cholesterol z HDL může 

být odebrán játry přímo, ale může být předán i jiným LP. Jsou-li těmito akceptory zbytky 

chylomiker (CHR), putuje cholesterol rovněž do jater. V případě IDL je možný jak transfer do 

jater, tak do různých tkání ve formě LDL. Z toho je patrno, že reverzní transport cholesterolu 

za pomoci HDL nemusí být přímý, ale může zahrnovat také lipoproteiny jiné třídy nebo buňky 

nejaterního původu. V protikladu k LDL je koncentrace HDL v plazmě, a to zejména HDL2, 

nepřímo úměrná výskytu koronární aterosklerózy. 

 

 

 

Zjednodušené schéma transportu lipidů (podrobnosti v textu) 
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Pokud bychom měli na závěr zhodnotit hlavní funkce jednotlivých kategorií 

lipoproteinů, je možno uvést, že: 

 chylomikra a VLDL jsou zdrojem energeticky bohatých mastných kyselin, včetně 

esenciálních 

 LDL poskytují cholestrol, což je důležité zejména pro buňky, které si jej samy 

nevytvářejí 

 HDL regulují přesuny a vylučování cholesterolu a katabolismus lipoproteinů 

s vysokým obsahem triacylglycerolů poskytováním apoproteinů (Apo C, Apo E). 

 

 

Laboratorní stanovení složek lipoproteinů 

 

Vyšetření lipidového metabolismu patří mezi nejžádanější laboratorní testy vzhledem 

ke klíčové roli, kterou lipidy hrají v patogenezi aterosklerotických cévních onemocnění, 

především ischemické choroby srdeční. Mezi základní stanovení patří hladina celkového 

cholesterolu, jeho distribuce mezi HDL a LDL frakci, a hladina triacylglycerolů. Dále je možno 

stanovit Apo A I a Apo B, tj. hlavní apoproteiny HDL a LDL, a LP(a).  

Stanovení cholesterolu (CHOL) je zahájeno hydrolýzou jeho esterů, tj. formy, ve které se 

většina cholestrolu v plazmě nachází. Kvantitativní analytické metody využívají specifických 

enzymových reakcí, zejména trojice enzymů: cholesterolesterázy, cholesteroloxidázy a 

peroxidázy: 

 

Zvýšení celkového cholesterolu je jedním z nejznámějších a zároveň nejzávažnějších 

rizikových faktorů aterosklerózy. U osob středního věku by se hladina měla pohybovat 

v rozmezí 3,8 – 5 mmol/l. Zvýšení na 6,5 mmol/l již zdvojnásobuje riziko, při ještě dalším 

vzestupu roste riziko exponenciálně. Je však třeba dodat, že řada pacientů se srdečním 

infarktem má hodnotu cholesterolu uvnitř referenčního rozmezí. Je tedy zřejmé, že je nutné 

hodnotit distribuci cholesterolu v jednotlivých lipoproteinech. 

HDL cholesterol v krevním séru je možno stanovit stejnou analytickou metodikou, po 

odstranění (např. precipitací fosfowolframovou kyselinou s Mg2+ ionty a následnou 

centrifugací) nebo zamaskování (např. protilátkami proti Apo B) ostatních frakcí obsahujících 

cholesterol. Co se týče LDL cholesterolu, je možno kromě přímé metody stanovení použít 

i výpočet pomocí Friedewaldovy rovnice: 

𝐶𝐻𝑂𝐿𝐿𝐷𝐿 = 𝐶𝐻𝑂𝐿𝑐𝑒𝑙𝑘𝑜𝑣ý − 𝐶𝐻𝑂𝐿𝐻𝐷𝐿 −
1

2,2
 𝑇𝐴𝐺 

Index u sérové hladiny triacylglycerolů (TAG) je zdůvodněn přítomností cholesterolu ve 

frakci VLDL (viz tabulka složení lipoproteinů). Tuto rovnici nelze použít při vzestupu TAG 

nad 4,5 mmol/l. 
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Zjištění koncentrace hlavních apoproteinů se provádí imunochemickými metodami, které 

jsou nákladnější. Jeho výhodou je přesnější určení molární koncentrace klíčových LP. Apo A I 

je ukazatelem množství HDL, Apo B-100 je měřítkem LDL frakce. Oba apoproteiny se 

vyskytují v poměru jedné molekuly na LP částici. Tedy nemůže dojít ke zkreslení kolísavým 

podílem lipidických složek. Jako vyjádření hladiny tzv. non-HDL cholestrolu (= celkový 

cholestol – HDL cholesterol) lze využít hladinu Apo B. Poměr Apo B ku Apo A I pak vyjadřuje 

poměr aterogenních a antiaterogenních (protektivních) LP částic. 

Stanovení triacyglycerolů (TAG) je rovněž několikastupňový proces. Jako v případě 

cholesterolu je zahájen hydrolýzou esterových vazeb, nejčastěji pomocí lipázy. Při vlastním 

stanovení se využívají enzymové metody, např. kombinace glycerolkinázy a 

glycerolfosfátoxidázy s peroxidázovým zakončením. Při hodnocení se přihlíží k pohlaví a věku, 

zvýšené hladiny se nacházejí u mnoha pacientů s ischemickou srdeční chorobou. 

 

Dyslipidemie a ostatní rizikové faktory se vztahem k rozvoji aterosklerózy 

 

Poruchy lipoproteinového metabolismu se projevují především jako zmnožení 

jednotlivých frakcí. Úbytek nebo chybění LP jsou vzácné a jsou způsobeny vrozenými defekty 

apoproteinů. Dříve používaný termín hyperlipoproteinemie je dnes nahrazen termínem 

dyslipidemie, neboť nezahrnoval skutečnost, že i snížení frakce HDL-cholesterolu zvyšuje 

rychlost aterosklerózy a patří tedy mezi poruchy lipidového spektra. 

Dyslipidemie provází často choroby a patologické stavy jako je diabetes, hypothyreóza, 

nefrotický syndrom, choroby jater a pankreatu, chronický alkoholismus, nebo zvýšený přívod 

estrogenů a gukokortikoidů. Tyto poruchy klasifikujeme jako sekundární dyslipidemie. Kromě 

toho se však vyskytují primární dyslipidemie, které vznikají následkem vrozených dispozic, 

k nimž přispívá i nevhodný životní styl. Jak primární, tak sekundární stavy jsou význačným 

rizikovým faktorem pro vznik aterosklerózy a jejích komplikací.  

Při vyšetření lipidového metabolismu vycházíme ze základních ukazatelů, tj. 

z koncentrace cholesterolu a triacylglycerolů v séru. Jejich odchylky nám dovolí zařadit 

dyslipidemii do jedné ze tří základních kategorií: 

Klasifikace dyslipidemií dle hladin CHOL a TAG: 

I. Hypercholesterolemie  Izolované zvýšení celkového CHOL, převážně v LDL 

II. Kombinované hyperlipidemie Současné zvýšení CHOL a TAG 

III. Hypertriacylglycerolemie Izolované zvýšení TAG 

 

Čtvrtou kategorií může být izolovaná snížená hladina HDL-cholesterolu, která se ovšem 

vyskytuje velmi zřídka samostatně. Obvykle bývá přidružena k některé z výše uvedených 

kategorií dyslipidemií. 

Genetická složka vystupuje do popředí hlavně u familiární hypercholesterolemie. Zde 

se jedná o postižení funkce LDL receptorů, ať už je následkem konkrétní mutace, nedostatečná 

syntéza nebo porucha transportu tohoto proteinu. Podobně se jeví i defekt Apo B-100, který 

není schopen vazby na receptor. Následkem je zvýšená koncentrace LDL v krvi, ale i zvýšená 

syntéza cholesterolu v buňkách. Homozygoty může postihnout srdeční infarkt již ve třetí 

dekádě života. K diagnostice se využívají metody molekulární biologie. 
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Na vzniku aterosklerózy se však mohou podílet i faktory jiného druhu, často 

kombinované. Apoprotein B-100  může být totiž sekundárně chemicky pozměněn, čímž vázne 

jeho rozpoznání LDL-receptory. Jedná se o modifikace dvojího druhu. Apo B může být v cévní 

stěně, kam proniká zejména při poškození endotelu, jednak oxidován volnými radikály, jednak 

může podléhat glykaci, čemuž napomáhá zvýšené koncentrace glukózy. Synergické působení 

těchto dvou procesů se nazývá glykooxidace. Tím se stává modifikovaný Apo B iniciátorem 

zánětu cévní stěny, který dnes pokládáme za základ kornatění tepen. V této souvislosti je třeba 

se zmínit o protektivní funkci HDL. HDL brání totiž oxidaci LDL jednak likvidací oxidačních 

faktorů, jednak výměnou oxidovaných složek LDL, za vlastní neoxidované, a jejich 

vyloučením. 

V přehledu klinicky významných LP byl již zmíněn lipoprotein (a). Jedná se 

o kombinovanou molekulu, kde je k řetězci Apo B-100 disulfidickou vazbou připojen protein 

s vysokou homologií vůči plazminogenu, základní bílkovině fibrinolytického systému. Jak je 

zřejmé, působení se týká hlavně zvýšení rizika trombotických komplikací aterosklerózy. Lp(a) 

však navíc podněcuje proliferaci buněk hladkého svalstva cévní stěny, jeden z důležitých 

činitelů v patogenezi aterosklerózy. Zvýšení LP(a) nad 0,3 g/l se nachází u osob s infarktem 

myokardu, mozkovými cévními příhodami a sklerotickými chorobami dolních končetin. 

Dalším rizikovým faktorem pro vznik předčasné aterosklerózy a jejích komplikací je 

zvýšená hladina homocysteinu v plazmě. Z metabolismu aminokyselin vyplývá, že na 

množství homocysteinu mají vliv enzymy methylentetrahydrofolátreduktáza, cystathionin-β-

syntháza a methylentetrahydrofolát:homocystein-methyltransferáza, a příslušné koenzymy 

(tetrahydrofolát, vitamín B12, pyridoxalfosfát). Teoreticky postižení aktivity kteréhokoli 

enzymu nebo deficit koenzymu může vést k hromadění homocysteinu, ev. homocystinu. 

U latentních poruch je možno sledovat jeho hladinu po podání methioninu. 

Fibrinogen je protein akutní fáze, současně také nezávislý faktor aterogeneze. 

Uplatňuje se zvýšenou viskozitou krve, infiltrací arteriální stěny, vazbou lipoproteinů, stimulací 

buněčné proliferace a agregace trombocytů. 

C-reaktivní protein (CRP), bílkovina užívaná jako časný marker zánětu, lze rovněž užít 

jako marker aterosklerózy, neboť jakýkoli chronický zánět vede k rozvoji aterosklerózy a s tím 

zvýšenému riziku kardiovaskulárních onemocnění. 

Mikroalbuminurie rovněž predisponuje ke kardiovaskulárním chorobám. Signalizuje 

zvýšenou propustnost endotelu, a to nejen glomerulárních kapilár, ale i větších tepen 

koronárních a mozkových. 
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Nízkomolekulární složky krevní plazmy  
 

Bilirubin: vznik, transport, degradace 

 

Hem je degradován mikrosomálními enzymy retikuloendotheliálního systému (RES), 

převážně ve slezině. Zdrojem hemu jsou převážně zaniklé erytrocyty, část ale pochází i 

z myoglobinu a cytochromů. První krokem je otevření porfyrinového prstence v přítomnosti 

hemoxygenázy, molekulárního kyslíku a NADPH. Uvolňuje se přitom atom železa a molekula 

oxidu uhelnatého, produkt oxidace methylenového můstku mezi isopyrrolovými kruhy. 

Vzniklý lineární tetrapyrrol byl nazván biliverdin, vzhledem ke své zelené barvě. Následuje 

redukce centrálního methylenového můstku biliverdinreduktázou za vzniku oranžového 

bilirubinu. Denní produkce bilirubinu je za normálních okolností 250-300 mg. Barevnou 

přeměnu hemu na bilirubin všichni známe z vývoje krevních výronů. 

 

 
 

Bilirubin 

 

Z buněk RES je bilirubin uvolněn do krevního oběhu. Transport ve vodě špatně 

rozpustného bilirubinu je umožněn připojením k albuminu krevní plazmy. Vazebná kapacita 

albuminu pro bilirubin je značná, ale ne neomezená. Asi 250 mg bilirubinu se může vázat na 1l 

plazmy relativně pevnou vazbou, přebytek má však jen velmi nízkou vazebnou schopnost, takže 

snadno přechází do tkání. Četné látky, mezi které patří i salicyláty, sulfonamidy a antibiotika, 

soutěží s bilirubinem o vysoce afinitní místa na molekule albuminu. Infiltrace tkání, zejména 

CNS, bilirubinem je obávanou komplikací novorozenecké hyperbilirubinemie, které je nutno 

zabránit. 

Navzdory své vazbě k albuminu je bilirubin snadno přebírán povrchovými strukturami 

jaterních buněk, které mají k bilirubinu mimořádně vysokou afinitu. Odběrový systém 

hepatocytu má tedy za normálních okolností dostatečnou kapacitu vzhledem k nabídce 

bilirubinu, což neplatí vždy pro jeho následné zpracování a vylučování. Pro nitrobuněčný 

transport mají význam bílkoviny Y a Z. V játrech probíhá navázání (konjugace) jedné až dvou 

molekul kyseliny glukuronové estericku vazbou na zbytky propionové kyseliny bilrubinu. 

Konjugovaný bilirubin je slabá kyselina, při fyziologickém pH ve formě soli. Touto modifikací 

se zvyšuje rozpustnost ve vodě a jsou vytvořeny předpoklady pro vyloučení do žluči. Celý 
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proces katalyzuje enzym glukuronyltransferáza, donorem kys. glukoronové je UDP-

glukuronid. Indukce glukuronyltransferázy může být vyvolána i určitými farmaky, např. 

barbituráty. Sekrece bilirubin-bis-glukoziduronátu (diglukuronidu) do žluči je zprostředkována 

aktivním transportem, který má však na rozdíl od absorpce kapacitu omezenou, a je proto 

rychlost určujícím faktorem odstraňování bilirubinu. 

 

 
 

Rozpustnost konjugovaného bilirubinu usnadňuje jeho analytické stanovení. Je schopen 

s činidly reagovat „přímo“, na rozdíl od  bilirubinu nekonjugovaného, který je nutno nejprve 

uvolnit z vazby na albumin a solubilizovat, aby mohl reagovat s diazočinidlem. Proto se užívá 

pro konjugovaný bilirubin někdy synonymum „přímý“ bilirubin, pro nekonjugovaný 

„nepřímý“. Protože konjugovaný bilirubin není vázán na bílkovinu, může pronikat glomerulem 

do moči. 

Konjugovaný bilirubin je špatně vstřebáván střevní sliznicí. Během střevní pasáže však 

jsou odštěpeny zbytky glukuronové kyseliny bakteriálními hydrolázami a bilirubin je 

redukován na řadu produktů, zejména bezbarvý urobilinogen a sterkobilinogen. Tyto 

tetrapyroly se již vstřebávají lépe, takže větší část je reabsorbována (asi 70%), zachycena 

jaterními buňkami a znovu vyloučena do žluči. Účastní se tedy enterohepatálního oběhu. Při 

poškození hepatocytu nebo při jeho přetížení množstvím produktů pronikají tyto látky do 
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velkého oběhu a jako bezprahové látky se vylučují ledvinami, takže je prokazujeme v moči. 

Urobilinogen a sterkobilinogen se vzdušným kyslíkem oxidují na žluté pigmenty urobilin a 

sterkobilin, k čemuž dochází v distální části trávicího traktu. I tyto produkty se částečně účastní 

enterohepatálního oběhu. Malé množství uvedených produktů se vylučuje i za normálních 

okolností do moči, což bývá vysvětlováno mj. průnikem do velkého oběhu cestou 

haemorrhoidálního plexu. Souborně můžeme degradační produkty bilirubinu, vyskytující se ve 

střevě, nazvat urobilinoidy. 

Část urobilinoidů je degradována na dipyrrolové fragmenty, které mohou polymerizovat 

na hnědé mesobilifusciny. Tyto produkty, společně s oranžovým urobilinem a sterkobilinem, 

zabarvují stolici. Je-li však zablokován odtok žluči do střeva, např. zaklíněným kamenem, má 

stolice bělošedou barvu pro nepřítomnost žlučových barviv a vysoký obsah nestrávených tuků 

(acholická stolice). V tomto případě nemohou být degradační produkty bilirubinu přítomny ani 

v moči. Jiný vzhled má stolice v případě chybění nebo při poruše střevní bakteriální flóry, která 

se účastní redukčních přeměn bilirubinu. Tento stav se nachází fyziologicky u novorozenců, 

případně je navozen léčbou širokospektrými antibiotiky. Zde je vylučován nezměněný 

bilirubin, eventuáně dochází k jeho oxidaci na zelený biliverdin, jak vidíme na meconiu 

novorozenců. Podobný efekt má i velmi rychlá pasáž střevního obsahu. 

 

 

Stanovení bilirubinu v krvi 

 

V krvi stanovujeme bilirubin kvantitativně po převedení na diazobarvivo (Van den 

Berghova diazoreakce). Činidlem je diazotovaná kyselina sulfanilová, připravená 

bezprostředně před stanovením ze sulfanilové kyseliny a dusitanu sodného v prostředí HCl. 

Barevný produkt má povahu indikátoru: v silně kyselém prostředí je modrý, v neutrálním 

červený a v alkalickém zelenomodrý. Bilirubin konjugovaný („přímý“) vstupuje do reakce 

okamžitě, bilirubin nekonjugovaný („nepřímý“) reaguje kvantitativně až po přidání 

urychlovače, akcelerátoru, který zajistí vytěsnění z vazby na albumin a solubilizaci, což je 

předpoklad pro kvantitativní reakci s diazočinidlem. Akcelerátorem mohou být organická 

rozpouštědla mísitelná s vodou (methanol, ethanol), nebo cyklické organické sloučeniny 

(kofein, benzoan, salicylát). Při stanovení většinou postupujeme tak, že jednak v přítomnosti 

akcelerátoru stanovíme obě složky najednou, jako celkový bilirubin, jehož koncentrace by 

neměla přesahovat 25 μmol/l. V obdobné reakci, ovšem bez akcelerátoru, určíme pak 

koncentraci konjugovaného („přímého“) bilirubinu, který by neměl přesáhnout 8 μmol/l. 

Rozdíl těchto dvou hodnot odpovídá bilirubinu nekonjugovanému. Přesáhne-li koncentrace 

konjugovaného bilirubinu asi 34 μmol/l, tj. ledvinný práh, uniká pigment do moči, která 

tmavne, případně po oxidaci nabývá zelený odstín. Nekonjugovaný bilirubin renální bariérou 

neprojde ani při velmi vysokých koncentracích. 

Při kvantitativním stanovení abnormálně vysokých sérových hodnot, které přicházejí 

v úvahu při novorozeneckých žloutenkách, je nejpraktičtější přímé fotometrické stanovení 

transkutánními bilirubinometry. Vyšetření je důležité vzhledem k hranici (asi 340 μmol/l), nad 

kterou je již indikována výměna krve novorozence, tzv. exsanquinační transfuze. 
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Klasifikace hyperbilirubinémií 

 

Vystoupí-li hladina bilirubinu v krvi zhruba nad 35 μmol/l, začne barvivo infiltrovat 

skléry a sliznice, rozvíjí se žloutenka (ikterus). Žloutenka je příznak, který provází více chorob 

různého původu. Ke zmnožení bilirubinu dochází jeho nadměrnou tvorbou, porušením 

trasportu v hepatocytu, nedostatečnou konjugací, sníženým vylučováním do žluči, nebo 

překážkou odtoku (obstrukcí) ve žlučových cestách. Na základě centrálního postavení jater při 

vylučování bilirubinu byly dříve iktery členěny na prenatální, hepatální a posthepatální. 

S ohledem na laboratorní nález a patogenezi však dnes preferujeme rozdělení 

hyperbilirubinemií na nekonjugované, smíšené a konjugované. 

 

Nekonjugované hyperbilirubinemie 

Při některých defektech erytrocytů vrozených či získaných (hemolytické anemie, 

hemoglobinopatie, transfuze inkompatibilní krve) je produkováno takové množství bilirubinu, 

že je překročena vylučovací kapacita jater a dochází ke hromadění nekonjugovaného bilirubinu 

v krvi („prehepatální ikterus“). Masivní konverze na produkty typu urobilinogenu a urobilinu 

se projeví jednak na zabarvení stolice (polycholická stolice), jednak nálezem Ehrlich a 

Schlesiger pozitivních látek v moči. Bilirubin a žlučové kyseliny však v moči chybějí. Do této 

kategorie řadíme i novorozenecký ikterus, na kterém se podílí zvýšený rozpad fetálního 

hemoglobinu, ale uplatňují se i další mechanismy, jako nezralost konjugačního systému a 

nedostatek nitrobuněčných vazebných proteinů. Zvýšená propustnost hematoencefalické 

bariéry zvyšuje riziko prostupu lipofilního nekonjugovaného bilirubinu do CNS a jeho vazby 

na citlivé struktury, zejména bazální ganglia („kernikterus“) s následnou encefalopatií. 

Podobný laboratorní obraz může vyvolat dědičná porucha glukuronyltransferázy, kde však není 

nadprodukce urobilinogenu a močový nález je proto chudší. Enzymový defekt se klinicky 

manifestuje jako benigní Gilbertův syndrom nebo jako Crigler-Najjarův syndrom, u něhož je 

známa i letální forma. Částečnou inhibici enzymu u kojenců může vyvolat pregnandiol 

obsažený v mateřském mléce. 

 

Smíšené hyperbilirubinemie 

Jmenovaná kategorie se překrývá s pojmem „hepatální iktery“, protože je spojena 

s poškozením jaterního parenchymu. Častou příčinou je virová infekce, může se však uplatnit i 

jiný mikrobiální faktor a celá škála toxických látek (chlorované uhlovodíky, faloidin, ethanol, 

atd.). Žloutenka je přítomna i v terminálních stádiích cirhózy jater. U těchto stavů je zpravidla 

postiženo jak vychytávání a transport bilirubinu v játrech, tak jeho konjugace. Průvodním 

jevem je tedy vzestup obou forem bilirubinu v plazmě a jeho přítomnost v moči, jakmile je 

překročen ledvinný práh. Velmi časným nálezem je pozitivní Ehrlichova aldehydová reakce 

v moči, která signalizuje přítomnost urobilinogenu (dříve nazývaného „pigment nemocných 

jater“, i když je, jak víme, bezbarvý). Urobilinogen v období kulminace zánětu zmizí, aby se 

znovu objevil při poklesu bilirubinu. U hepatitid je narušen poměr albuminu a globulinů v séru, 

což se projeví poklesem A/G koeficientu. V plazmě se zvyšuje aktivita některých enzymů, 

zejména aminotransferáz. Aktivita ALT je přitom úměrná počtu postižených hepatocytů, 
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zatímco AST informuje o závažnosti buněčného postižení. Typické je i zvýšení LD izoenzymu 

M4 a železa. 

 

Konjugované hyperbilirubinemie 

Nejčastější příčinou této kategorie ikterů, která zhruba odpovídá „posthepatálnímu 

ikteru“, je přerušení odtoku žluči do střeva. Dochází k tomu ve žlučových cestátch mimo játra 

zaklíněním konkrementu – nejčastěji v distální části choledochu, okluzí nádorem, parazitem, 

jizevnatým zúžením, ale také intrahepatálně (při cholangiolitis, cholestatické formě zánětu 

jater, atd.). U novorozenců přichází vzácně v úvahu i atresie žlučových cest. Je postižen 

transport bilirubinu z místa konjugace, což má za následek vzestup konjugované formy v krvi. 

Je-li uzávěr úplný, je stolice acholická, a v moči se nevyskytuje urobilinogen a jiné 

urobilinoidy. Typicky je v moči nacházen konjugovaný bilirubin a žlučové kyseliny. 

Z enzymových aktivit je výrazný vzestup alkalické fosfatázy (ALP) a γ-glutamyltransferázy 

(GMT). Průvodním jevem obstrukčního ikteru je hypercholesterolemie a přítomnost 

lipoproteinu x (Lpx), na který jsou uvedené enzymy zčásti vázány. Tento obraz nemusí vždy 

způsobit obstrukce. Známe také dědičné syndromy postihující přenos konjugovaného bilirubinu 

přes žlučový pól hepatocytu (Dubin-Johnsonův a Rotorův syndrom). Po odstranění příčiny děle 

trvající hyperbilirubinémie může překvapit pomalý ústup žloutenky; je následkem vytvoření 

kovalentní vazby mezi konjugovaným bilirubinem a albuminem (tzv. delta-bilirubin). Tento 

komplex má podstatně delší poločas odstraňování než konjugovaný bilirubin. 

 

 

Orientační schéma laboratorních nálezů u hyperbilirubinémií / žloutenek: 

 

  

Hyperbilirubinémeie 

(icterus) 
nekonjugované 

(hemolytický) 

smíšené (hepatální 

poškození) 

konjugované 

(obstrukční) 

moč 

bilirubin - + + 

urobilinogen + + - 

urobilin + + - 

žlučové kyseliny - + + 

krev 

konjugovaný bilirubin - + + 

nekonjugovaný  bilirubin + + - 
↓ A/G koeficient - + - 

ALP, GMT - - + 

ALT, AST - + - 
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Nebílkovinné dusíkaté látky krevní plazmy  
 

Obecná charakteristika nebílkovinného dusíku krevní plazmy, jeho původ, složení 

a vylučování 

 

Nebílkovinné dusíkaté složky plazmy v tradičním pojetí, tj. látky, které není možné 

oddělit vysrážením precipitačními činidly pro bílkoviny, jako jsou kyseliny trichloroctová nebo 

sulfosalicylová, byly souborně označovány jako nebílkovinný (zbytkový) dusík. Tento pojem 

byl aktuální v době, kdy přímé kvantitativní stanovení dusíku patřilo mezi běžná laboratorní 

vyšetření. S rozvojem biochemické analytiky se ukázalo, že daleko větší diagnostickou hodnotu 

mají jednotlivé složky nebílkovinného dusíku. Mezi nejčastěji analyzované dusíkaté látky patří 

močovina, aminokyseliny, kyselina močová, kreatinin a amoniak. Jedná se tedy převážně 

o koncové produkty degradace dusíkatých látek. Jejich celkovou hladinu proto ovlivňuje přísun 

dusíkatých látek potravou a rychlost odbourávání vlastních bílkovin, nukleových kyselin a 

svalového kreatinu. Důležitou roli zde hraje stav jater jako centrálního orgánu metabolismu 

dusíkatých látek, ale zejména vylučovací funkce ledvin, protože uvedené látky se z těla 

odstraňují přednostně renální cestou. 

Zdravá ledvina průběžně vylučuje vyprodukovanou „katabolickou nálož“, 

představovanou především složkami nebílkovinného dusíku. Při renální nedostatečnosti 

(insuficienci) ledviny vylučují dusíkaté katabolity jen v omezené míře, totéž platí o udržování 

vodní, elektrolytové a acidobazické rovnováhy. Podmínkou zachování přijatelného vnitřního 

prostředí je ovšem vyloučení tělesné námahy, minimální příjem bílkovin a regulovaný příjem 

tekutin a minerálů. Tento stav může plynule přejít v chronické selhání ledvin (renal failure), 

kdy ani za shora uvedených podmínek nejsou ledviny schopny plnit svou funkci a laboratorní 

nálezy se začínají zhoršovat. Příčinou je redukce počtu zdravých nefronů následkem 

chronického onemocnění, nejčastěji zánětů ledvin, nebo při nezvládnutí akutních stavů. Zvyšují 

se dusíkaté látky v krvi, vzniká dehydratace z polyurie, nastupuje acidóza. Prohlubuje-li se 

zánik nefronů, dojde nakonec ke vzestupu K+ a močoviny. Akutní selhání ledvin vzniká naproti 

tomu náhle, během několika hodin až dnů, a to jako projev akutní glomerulonefritidy, vlivem 

nefrotických jedů, nebo při šoku. Změny při šoku spočívají ve sníženém prokrvení kůry ledvin 

a jsou zpočátku reverzibilní. Dochází k retenci dusíkatých látek a některých iontů (K+), a vzniká 

metabolická acidóza následkem neschopnosti vyloučit netěkavé zplodiny katabolických 

pochodů (sulfáty, fosfáty). Zejména je obávaná hyperkalemie a hromadění vody, které může 

vést k edému plic. Akutní i chronické selhání ledvin je indikací k dialyzační léčbě. 

Chronické selhávání ledvin může vyústit v klinický syndrom uremie. Kromě již 

zmíněných biochemických známek ledvinného selhání se navíc projeví charakteristické 

nervové, gastrointestinální a respirační příznaky. Neurologické příznaky si vysvětlujeme 

inhibičním účinkem tzv. uremických toxinů (různé deriváty guanidinu) na enzymové děje, 

např. transketolázovou reakci v CNS. Amoniak v mozku odčerpává 2-oxoglutarát z Krebsova 

cyklu. Bývá zhoršená utilizace sacharidů, v krvi stoupají triacylglyceroly, cholesterol je na 

rozdíl od nefrotického syndromu normální. Dlouhotrvající porucha, hlavně u dialyzovaných 

pacientů, vede k rozvoji uremického kostního syndromu z vyplavování kalcia, tzv. renální 

osteomalacii. V patogenezi tohoto stavu se uplatňuje pufrování původní acidózy 

hydroxylapatitem, nedostatek vitaminu D3, který se vytváří v ledvinách, a sekundární 
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hyperparathyreoidismus. Remodelace kostí je provázena vzestupem sérové alkalické fosfatázy 

a dalších ukazatelů, zejména vylučováním příčných spojek kolagenu, „crosslinks“ 

(deoxypyridindolinu). Klinický obraz doprovázejí krvácivé projevy z nedostatku koagulačních 

faktorů a chudokrevnost ze snížené produkce erytropoetinu v ledvinách a z útlumu kostní dřeně. 

 

Stanovení močoviny 

 

Ve formě močoviny (urea) je vylučováno 80 – 90 % celkového dusíku. U lidí je 

močovina hlavní konečný produkt katabolismu proteinů a detoxifikace amoniaku. Vzniká 

v játrech převážně z α-aminodusíku kyseliny glutamové a kyseliny asparagové, kam je 

usměrněn – α-aminodusík z většiny katabolizovaných aminokyselin. Dalšími zdroji jsou 

amidický dusík glutaminu a amoniak jako takový, přiváděný portálním oběhem ze střeva. Urea 

je syntetizována v ornithinovém cyklu z jedné molekuly amoniaku, aminodusíku kyseliny 

asparagové a jednoho hydrogenkarbonátového iontu, za spotřeby 3 molekul ATP. Vlastní 

biosyntéza probíhá v několika stupních. 

 
Schéma ornithinového cyklu 

 

Vrozené metabolické pochody mohou postihnout každý z nich, což vede k intoxikaci 

amoniakem a vývojem svérázných klinických příznaků, včetně mentálních poruch. 

Neurologické příznaky jsou typické i pro zkratový transport amoniaku ze střevního traktu do 

velkého oběhu, jak vidíme např. u cirhózy. Močovina je mimořádně difuzibilní substance, a 

jako taková se vyskytuje ve všech tělních tekutinách ve srovnatelné koncentraci. Protože je 
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eliminována téměř výhradně ledvinami, její koncentrace v krvi je ovlivněna především funkcí 

ledvin. Vylučuje se glomerulární filtrací, přičemž 40 % se v proximálním tubulu opět vstřebává 

s vodou. Vedle toho je ovšem hladina močoviny závislá také na příjmu bílkovin, na intenzitě 

katabolických dějů, a na stavu jaterní tkáně. Zvýšená produkce se pozoruje při masivním 

krvácení do trávicího traktu, určité zvýšení může být následkem intenzivní sportovní činnosti. 

Snížené hladiny upozorňují na snížený přísun bílkovin potravou nebo na selhávání biosyntézy 

močoviny v játrech. 

Pro stanovení močoviny jsou v současnosti upřednostňovány nepřímé enzymové 

metody před užitím přímé barevné reakce (např. s diacetylmonooximem), kdy se stanovuje 

amoniak po rozkladu močoviny enzymem ureázou. Referenční rozmezí je relativně široké a liší 

se dle věku a pohlaví pacienta (s věkem stoupá, u mužů mírně vyšší než u žen). Pokud 

vyloučíme vliv zvýšeného katabolismu bílkovin, lze ze vzestupu hladiny močoviny při 

renálních poruchách poměrně dobře odhadnout postižení vylučovací funkce ledvin. 

 

Stanovení močoviny 

 

Kyselina močová se vyskytuje ve formě urátu jednosodného, který je asi 20× 

rozpustnější než vlastní kyselina, nicméně i jeho rozpustnost je velmi nízká. U člověka a 

primátů je kyselina močová konečným degradačním produktem katabolismu nukleových 

kyselin a jejich složek, včetně nukleoproteinů exogenních, přijatých potravou. Člověk 

průměrně eliminuje 4,4 mmolu kyseliny močové denně. Asi dvě třetiny tohoto množství jsou 

vyloučeny ledvinami, zbytek střevním traktem, kde bakterie degradují tento purin na alantoin a 

CO2. Zvýšená hladina v séru nad limit referenčních hodnot, tj. u mužů nad 450 μmol/l a u žen 

nad 360 μmol/l, se nazývá hyperurikemie. Na syndromu hyperurikemie se podílí zvýšený 

příjem nukleoproteinů potravou, zvýšený rozpad vlastních nukleoproteinů, masivní zvýšení 

pozorujeme u nádorových chorob po ozáření nebo aplikaci cytostatik. Mezi další příčiny se řadí 

snížené vylučování ledvinou a nadprodukce endogenní kyseliny močové. Oba poslední 

mechanismy se mohou uplatnit v patogenezi poměrně časté poruchy metabolismu purinů, dny 

(arthritis uratica). Na tomto místě je třeba připomenout, že ne každá hyperurikemie je dna, ale 

každá dna má alespoň v některém stadiu hyperurikemii. Významným momentem je 

nedostatečná regulace prvního, klíčového kroku syntézy purinů, katalyzovaného 

5-fosforibozyl-1-difosfát-amidotransferázou. V případě porušené regulace tohoto enzymu 

nukleosidmonofosfáty se začne vytvářet nadbytečné množství purinů, které je terminálně 

přeměněno xanthinoxidázou na kyselinu močovou. Je-li tento mechanismus kombinován navíc 

s nedostatečnou reutilizací purinových bazí, dostáváme obraz debilizujícího a terminálně 

letálního Lesh-Nyhanova syndromu. Dna je charakterizována záchvaty krutých kloubních 

bolestí způsobených krystalizací urátu jednosodného v kloubech, zejména v oblasti bazálního 

kloubu palců dolních končetin. V dutém systému ledviny dochází často ke vzniku urátových 

močových konkrementů, krystaly v ledvinovém parenchymu mohou vést až k renální 

insuficienci. 

Při stanovení kyseliny močové se dříve využívalo redukčních vlastností tohoto purinu. 

Kyselina močová a uráty jsou totiž významnými antioxidanty krevního séra! Dnes se využívají 

enzymové testy s urikázou, kde je kromě alantoinu a CO2 vedlejším produktem peroxid vodíku, 
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který lze stanovit peroxidázovou reakcí. Uráty je možné prokázat i mikroskopicky ve dnavém 

tofu nebo v leukocytech kloubní tekutiny. 

 

Stanovení kreatininu, amoniaku a aminokyselin 

 

Kreatinin je anhydrid kreatinu, vznikající ve svalech z kreatinfosfátu neenzymovou 

dehydratací a odpojením fosfátu. Denně se na kreatinin přemění 1-2 % kreatinu. Jeho produkce 

je za předpokladu fyzického klidu a bezmasé diety stabilní, úměrná tělesné hmotnosti. 

Vzhledem k tomu, že kreatinin je téměř výhradně vylučován glomeruly, je jeho hladina 

ukazatelem glomerulární filtrace. Plazmatický kreatinin se zhruba zdvojuje při každé redukci 

glomerulární filtrace o 50 %. Přesnější informaci však poskytne, zejména v časném období 

poruchy, až clearance endogenního kreatininu (viz funkční vyšetření ledvin). Při porovnání 

s inulinovou clearancí je možno vůči této metodě vyslovit určité výhrady, týkající se částečného 

vylučování kreatininu tubuly při jeho zvýšené hladině a relativní nespecifičnosti analytické 

metody, jsou však vyváženy jednoduchostí a nízkou cenou vyšetření. Kreatinin se stanovuje 

klasickou Jaffeho reakcí s alkalickým pikrátem, při které vzniká oranžový podvojný pikrát, 

který se kvantifikuje fotometricky. Vzhledem k tomu, že pozitivně reagují i jiné součásti, jako 

kyselina pyrohroznová, ketolátky aj., je výsledek často nadhodnocen. Referenční hodnoty se 

liší dle pohlaví (u mužů jsou vyšší hodnoty) a věku (zvyšuje se s věkem). 

Jedním z konečných produktů degradace aminokyselin ve většině orgánů je amoniak, 

NH3. Amoniak je rovněž absorbován ze střevního lumen jako výsledek bakteriální deaminace 

proteinů potravy, odloupaných epitelií, a z rozkladu močoviny bakteriální ureázou. Tato 

potenciálně toxická substance může být detoxifikována dvěma způsoby. První je předběžný, 

spočívá v přenosu amoniaku na ketokyseliny (např. 2-oxoglutarát) za tvorby aminokyselin, 

nebo na glutamát za vzniku glutaminu. Ledviny pak mohou vylučovat amoniak glutaminu jako 

amonný iont, což je současně proces zmírňující acidózu vazbou H+ iontů. Rozhodující je však 

detoxifikace v játrech, prostřednictvím tvorby močoviny (viz kapitola Stanovení močoviny). 

Při akutním selhávání jater se zvyšuje sérový amoniak nad limit 50 μmol/l, vzhledem ke ztrátě 

enzymových aktivit v destruovaných hepatocytech. U chronických jaterních chorob je hlavním 

faktorem portovenózní zkrat, kterým amoniak obchází játra a proniká do systémového řečiště. 

K tomu ovšem může přistoupit snížená biosyntéza močoviny v hepatocytech. Standardně 

přispívají v k hyperamonemii vrozené defekty ornithinového cyklu. Vzhledem ke snadné 

prostupnosti membránami se uplatňuje zejména působení amoniaku na CNS, kde přispívá 

k hepatogenní encefalopatii. Zpočátku jsou v popředí funkční poruchy, v terminálních stadiích 

jaterních chorob může vyústit až v bezvědomí, coma hepaticum. Mechanismus toxického 

působení není zcela objasněn, víme však, že reaguje s kyselinou glutamovou a 2-oxoglutarovou 

za vzniku glutaminu a 2-oxoglutaramidu, čímž je postižena utilizace pyruvátu v cyklu kyseliny 

citronové, a tím snížena výroba ATP. Proto chybí energie pro důležité procesy jako udržování 

homeostázy iontů, což může vést až k narušení přenosu nervového vzruchu. 

Stanovení amoniaku je vždy choulostivé vyšetření a vyžaduje okamžité zchlazení 

vzorku a co nejrychlejší zpracování, aby nedošlo k falešnému zvýšení hodnot. Nejčastěji se 

používá glutamátdehydrogenázová enzymová reakce, případně potenciometrické stanovení 

s využitím iontově-selektivní elektrody. 
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Vznik moči a funkce ledvin 
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Základní vyšetření moči 
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Speciální vyšetření moči 
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Klinická enzymologie 
 

Klinické aplikace enzymů 
 

Měření aktivity různých enzymů v medicíně je užitečné jednak při monitorování 

průběhu nemoci, dále k odhalení genetických předpokladů pro určité onemocnění, a konečně i 

jako měřítko reakce pacienta na určitou léčbu. 

V současnosti je k dispozici velké množství komerčně dostupných purifikovaných 

enzymů, které se využívají k přesnému stanovení řady složek krve, jako je glukóza, močovina, 

kyselina močová, cholesterol, triacylglyceroly a mnoho dalších. Enzymatické stanovení těchto 

látek je mnohem specifičtější a rychlejší než v minulosti používaná chemická stanovení, proto 

jsou v současnosti enzymová stanovení upřednostňována. 

Enzymy mohou být využity v diagnostice i jiným způsobem, který je založen na 

vysokém číslu přeměny mnohých enzymů (jde o počet opakovaných přeměn substrátu na 

produkt stejnou molekulou enzymu za časovou jednotku). V současné diagnostice se velmi 

často používají různé specifické protilátky k detekci svých příslušných antigenů, o jejichž 

stanovení se jedná. Uvedené protilátky jsou před použitím modifikovány v tom smyslu, že je 

k jejich molekule připojen vhodný enzym s vysokým číslem přeměny, nejčastěji křenová 

peroxidáza nebo alkalická fosfatáza. Při vlastním stanovení reaguje protilátka s antigenem, 

vzniklý komplex se promytím zbaví přebytku nenavázaných protilátek. Poté se ke komplexu 

antigen-protilátka přidá vhodný substrát, který je účinkem přítomného enzymu přeměněn na 

barevný produkt. Intenzita zabarvení je přímo úměrná množství přítomného antigenu, který se 

takto kvantitativně stanoví. Dnes je k dispozici velké množství nejrůznějších souprav na 

podobná stanovení, známých jako EIA (enzyme-immunoassay) nebo ELISA (Enzyme Linked 

Immuno Sorbent Assay). 

 

 

Enzymová aktivita séra 

 
Stanovení enzymových aktivit v krvi, plazmě, nebo v krevním séru patří mezi základní 

biochemická vyšetření. Ve speciálních případech je možno stanovit enzymy i v bioptickém 

materiálu, zejména při podezření na vrozenou metabolickou poruchu.  

Podle toho, zda enzymy působí přímo v místě svého vzniku, můžeme enzymy rozdělit 

do dvou skupin - enzymy buněčné a enzymy sekreční. Enzymy buněčné jsou aktivní přímo 

v buňce, kde byly syntetizovány. Naproti tomu enzymy sekreční jsou tvořeny buňkami 

produkčního orgánu a na místo, kde prokazují svoji funkci, jsou sekretovány. Příkladem 

takových enzymů jsou proenzymy koagulace a trombolýzy, které vznikají v hepatocytech a jsou 

secernovány do krve, nebo trávicí enzymy vylučované žlázovými orgány trávicího traktu. 

 

 

V krvi lze prokázat velké množství různých enzymových aktivit. V zásadě rozlišujeme 

enzymy, jejichž aktivita v krvi je vyšší než v buňkách a krev je tudíž kompartment, kde 

provozují svoji funkci, a enzymy, které nemají plazmatickou funkci, a jejich nitrobuněčná 

aktivita podstatně převyšuje aktivitu plazmatickou. Do první skupiny enzymů řadíme např. 
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pseudocholinesterázu, cholesterolesterázu, ceruloplazmin a proenzymy koagulace a 

trombolýzy. Protože vznikají v hepatocytech a jsou secernovány do krve, můžeme je nazvat 

enzymy sekreční. Jejich aktivita je poměrně vysoká, diagnosticky je významné její snížení, 

protože poukazuje na genetický defekt nebo poruchu produkčního orgánu. 

Druhá skupina enzymů se za normálních okolností prokazuje jen velmi citlivými 

metodami. Patří k normální buněčné výbavě nebo jsou vylučovány žlázovými orgány trávicího 

traktu. Jejich přítomnost v krvi se přičítá přirozené obměně buněk ve tkáních. Nejvíce jich 

pochází z orgánů s rychlým metabolickým obratem (játra, pankreas). Ke zvýšení jejich aktivity 

dochází v souvislosti s poruchou orgánu, ve kterém se vyskytují, takže indikují jeho postižení. 

Odtud pochází název enzymy indikační. Je však nutno dodat, že vzestup určitých enzymových 

aktivit lze vyvolat některými látkami, známá je např. indukce jaterních aminotransferáz 

barbituráty a alkoholem. Indukci je ovšem nutno odlišit od toxických projevů. Předpokladem 

průniku enzymů z buněk do extracelulárních tekutin je porušení buněčné membrány. 

Nejmírnějším stupněm je postižení energetického metabolismu buňky, které vede k poruše 

transportu iontů s retencí vody a ke kalciem podmíněné vezikulaci části buněčných membrán. 

To může být provázeno dočasným vyplavováním cytoplazmatických enzymů. Při pokračující 

poruše dochází k narušení kontinuity membrány, což je již jev nevratný. Nejprve unikají 

cytoplazmatické enzymy, později enzymy mitochondriální. Enzymy lyzozomální se uvolňují 

jako poslední a likvidují struktury již zaniklé buňky. Z hlediska časné diagnózy je tedy prvořadé 

stanovení vzestupu cytosolových enzymů, průkaz enzymů vázaných na membrány či buněčné 

organely je pak úměrné spíše hloubce postižení. 

Při hodnocení zvýšených hladin intracelulárních enzymů je třeba přihlédnout 

k enzymovému profilu jednotlivých orgánů. Některé enzymy totiž mají ubikvitární výskyt, 

nacházejí se prakticky ve všech buňkách, jako např. enzymy glykolýzy (laktátdehydrogenáza, 

aldoláza), takže jejich nález nemusí vést přímo k diagnóze orgánového postižení. U řady 

enzymů je však řádový rozdíl v expresi u různých orgánů, takže nález zvýšených aktivit je již 

informativní. Např. ALT převládá v játrech, AST ve svalech, játrech a erytrocytech, 

kreatinkináza ve svalech, kyselá fosfatáza v prostatě. Jen málo enzymů je absolutně orgánově 

specifických. Jako příklad lze uvést sorbitoldehydrogenázu, vyskytující se výlučně 

v hepatocytech. V případě aminotransferáz je možno využít faktu, že AST je přítomna jednak 

v cytoplazmě jaterních buněk podobně jako ALT, jednak v mitochondriích, kde se ALT 

nenachází, takže poměr těchto dvou aminotransferáz se mění podle závažnosti poškození 

hepatocytu. Při poměru AST/ALT (De Ritisův kvocient) menším než 1 se jedná o lehké 

postižení s přítomností plazmatické formy AST, vzestup na 1 už signalizuje únik 

mitochondriální frakce, což je ukazatelem nekrózy jaterních buněk. Zvláštní situace je 

u enzymů, které se normálně vylučují do trávicího traktu. Jedná se o amylázu, lipázu, jaterní 

alkalickou fosfatázu a leucinarylamidázu. V případě amyláz v klidu převládá enzym 

produkovaný příušní žlázou, při nekróze pankreatu prudce stoupne enzym slinivky břišní, 

vyplavovaný z acinů lymfatickými cestami. Aktivita posledních dvou jmenovaných enzymů se 

zvyšuje při stagnaci žluči následkem uzávěru žlučových cest. 
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Při enzymologickém monitorování poruch je potřeba sledovat aktivity jednotlivých 

enzymů v čase a hodnotit je vzhledem k jejich poločasu odbourávání (biologickému poločasu), 

což je doba, za kterou by aktivita enzymu klesla na polovinu, pokud by nebyl doplňován ze 

tkání. Poločasy inaktivace kolísají od 3-6 hodin u amylázy do 10 dnů u alkalické fosfatázy, 

cholinesterázy a lipázy. |K odbourávání dochází po endocytóze hlavně v játrech a slezině. Na 

krátkém poločasu amylázy se podílí především vylučování v ledvinách, vzhledem k poměrně 

malé molekule (MH 50 tisíc). Zahuštění moči pak způsobuje nález vyšších aktivit v moči než 

v krevním séru. Při renální insuficienci ovšem vylučování ledvinami klesá a sérové hodnoty 

stoupají. Vylučování je vzácně blokováno při vytvoření plazmatických komplexů mezi 

amylázou a imunoglobuliny, které neprojdou glomerulární membránou (makroamylasemie). 

Trvá-li porucha tkáně, produkující indikační enzymy déle (např. u cirhózy jater), může dojít 

k poklesu celkové proteosyntézy natolik, že se enzymové zvýšení zdánlivě normalizuje. 

Obecně tedy pokles aktivit může znamenat jek reparaci chorobného procesu, tak selhávání 

funkce produkujícího orgánu. 

Většina klinicky významných enzymů se vyskytuje ve dvou nebo více variantách, které 

se nazývají izoenzymy. Jedná se o molekuly se stejnou, nebo velmi blízkou enzymovou 

aktivitou, ale s určitými změnami v aminokyselinovém složení. Rozdílu ve fyzikálně-

chemických vlastnostech se využívá k separaci a identifikaci izoenzymů. Např. enzym 

laktátdehydrogenáza existuje v pěti izoenzymových formách. Výše zmíněná cytosolová a 

mitochondriální forma AST jsou rovněž izoenzymy. Od izoenzymů musíme odlišit enzymové 

molekuly, lišící se pouze svou sacharidovou složkou, tj. charakterem post-translačních 

modifikací, při stejném genovém transkriptu. Tyto produkty jsou uváděny jako izoformy 

enzymů. 
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Stanovení enzymové aktivity séra a její vyjadřování 

 
Množství enzymu se v enzymologii zpravidla nahrazuje pojmem enzymová aktivita a 

místo pojmu koncentrace enzymu se užívá aktivita vztažená na 1 litr vyšetřované tekutiny 

(katalytická koncentrace). Výjimku tvoří výsledky speciálních imunochemických metod, které 

mohou jako antigen detegovat i degradované formy enzymů, které by nebyly dostatečně aktivní 

při kinetických měřeních. Zde se výsledky vyjadřují v jednotkách hmotnostní koncentrace 

(μg/l). Jednotkou enzymové aktivity je množství substrátu (mol) přeměněné za jednotku času 

(s) a nazývá se katal (kat). V oblasti klinické biochemie připadají v úvahu odvozené jednotky 

μkat a nkat, aplikované na katalytickou koncentraci pak μkat/l a nkat/l. 

Při stanovení aktivit musí být definovány podmínky katalytické reakce. Snahou je, aby 

byly optimální pro činnost vyšetřovaného enzymu. Protože se katalytická koncentrace 

stanovuje z rychlosti enzymové reakce, musí být množství biologického materiálu, substrátu a 

kofaktoru takové, aby rychlost v prakticky měřitelném intervalu odpovídala rychlosti 

maximální. Základní podmínkou je proto dostatek substrátu, aby byl splněn předpoklad [𝑆]  ≫

 𝐾𝑀, v druhé řadě pak přiměřená aktivita enzymu. Ideální technikou je kinetické měření ve více 

časových intervalech, při kterém se vybere úsek s největším sklonem pro výpočet maximální 

rychlosti reakce. Na následujícím schématu je znázorněn průběh tvorby produktu ve druhém 

časovém intervalu při vyšších katalytických koncentracích enzymu, kdy dochází k prudkému 

poklesu koncentrace substrátu: 
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Při sledování enzymové reakce dáváme v klinickobiochemických laboratořích přednost 

optickým metodám. Nezáleží na tom, zda sledujeme přírůstek produktu nebo úbytek substrátu. 

Některé produkty je možné stanovit fotometricky ve viditelném záření (barevné látky – např. 

žlutý p-nitrofenol, který vzniká odštěpením fosfátu z p-nitrofenylfosfátu působením fosfatáz), 

jiné produkty je možné stanovit následnou jednoduchou reakcí se vznikem barevného adduktu 

(např. dinitrofenylhydrazon kyseliny pyrohroznové při stanovení aminotransferáz). 

Ukázalo se však, že nejspolehlivější jsou metody založené na sledování změny 

koncentrace pyridinových koenzymů, které se účastní enzymové reakce oxidoredukčního typu 

buď přímo, jako je tomu u stanovení laktátdehydrogenázy, nebo jako kofaktory spřažené 

reakce, kvantitativně přeměňující produkt. Tato metoda, známá pod názvem Warburgův 

optický test, je založena na rozdílech v UV absorbanci redukované a oxidované formy 

pyridinových koenzymů. NADH má druhý vrchol absorbance při vlnové délce 340 nm, kde 

NAD+ má absorbanci nulovou. Je-li UV-spektrofotometr nastaven na tuto délku, při redukčním 

procesu měříme úbytek, při oxidačním přírůstek absorbance. 

 

 
 

Rutinní metody stanovení enzymových aktivit jsou zatíženy největší průměrnou chybou 

ze všech klinickobiochemických vyšetření (uvádí se asi 15%), což je zčásti dáno choulostivostí 

metodik samotných. O tom se ostatně studenti sami přesvědčí při praktických cvičeních. Je dále 

třeba vyvarovat se všech technických chyb při manipulaci se vzorkem před vyšetřením, tj. 

dodržovat zásady správného odběru materiálu, krev by měla být co nejdříve odstředěna (aby se 

zabránilo kontaminaci séra erytrocytárními enzymy) a krevní sérum uchováváno při 4°C, 

eventuálně zmražené, a to, co nejkratší možnou dobu. Při vyšších koncentracích enzymu je 

nutné sérum ředit, což je zdrojem dalších chyb. K ředění je třeba užívat tepelně inaktivované 

sérum. 

 

  



62 

v_01-2024 

Názvosloví a klinický význam rutinně vyšetřovaných enzymů 

 
α-Amyláza (AMS): 

 hydrolyzuje škrob a glykogen v centru molekul, produkuje oligosacharidy 

 jsou známy slinná (S) a pankreatická (P) izoforma, liší se od sebe sacharidovou složkou, 

lze je od sebe odlišit pomocí lektinů nebo specifických protilátek, vzestup jednotlivých 

forem u chorob pankreatu, zejména akutní nekrózy, a u chorob slinných žláz (parotitis), 

vylučování močí, kde jsou vzhledem ke zkoncentrování vyšší aktivity 

 

Enzymy přeměn aminokyselin – AMINOTRANSFERÁZY 

Centrální postavení v metabolismu aminokyselin má kyselina glutamová, která se jako 

jediná může přímo deaminovat při biosyntéze močoviny, hlavního odpadního dusíkatého 

produktu v katabolismu bílkovin. Téměř všechny ostatní aminokyseliny předávají svůj 

α-aminodusík prekurzoru kyseliny glutamové, kyseliny 2-oxoglutarové, mechanismem 

transaminace. Reakce je katalyzována enzymy, nazývanými aminotransferázy, dříve 

transaminázy. Ve všech je jako prosthetická skupina zabudován fosfopyridoxal a vyznačují se 

úzkou substrátovou specifitou jak pro donor α-aminoskupin, tak pro 2-oxo akceptor. Nejsou 

známy žádné genetické defekty postihující tyto enzymy, protože tento stav by nebyl slučitelný 

se životem. 

Z klinického hlediska má význam zejména stanovení aminotransferáz alaninu a 

kyseliny asparagové, které přenášejí aminoskupiny na totožný akceptor, kyselinu 

2-oxoglutarovou. 

 
 

 

 
Alaninaminotransferáza (ALT): L-alanin-2-oxoglutarát-aminotransferáza 

 cytoplazmatický enzym, nejvyšší aktivita v hepatocytech, podílí se na přeměnách 

aminokyselin a eliminaci α-aminodusíku, zvyšuje se při chorobách jater (hepatitis, 

infekční mononukleóza, toxická poškození) 
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Aspartátaminotransferáza (AST): L-apartát-2-oxoglutarát-aminotransferáza 

 nejvyšší koncentrace v játrech a srdečním svalu, existuje izoenzym plazmatický a 

mitochondriální (zhruba ve stejné katalytické koncentraci), vzestup při infarktu 

myokardu, postižení hepatocytů (zejména těžších), poškození kosterních svalů, třeba 

hodnotit vzhledem k aktivitě ALT 

 
Enzymy štěpící estery kyseliny fosforečné 

Fosfatázy patří systematicky do skupiny hydroláz štěpících estery kyseliny fosforečné. 

Tyto enzymy se rozdělují na fosfomonoesterázy a fosfodiesterázy podle počtu esterových vazeb 

kyseliny trihydrogenfosforečné. Fosfomonoesterázy hydrolyzují různé fosforečnanové estery 

především sacharidů a bílkovin, ale i nukleotidy. Patří sem klinicky důležité indikační enzymy. 

Podle optimálního pH reakce se dělí na alkalické (pH optimum 7-10) a kyselé (pH optimum 4-

6). Fosfodiesterázy jsou důležité enzymy katabolismu nukleových kyselin, ale mohou štěpit i 

fosfolipidy (fosfatázy z hadích jedů). 

 

Fosfatáza alkalická (ALP): 

 hydrolyzuje monoestery kyseliny fosforečné v alkalickém prostředí 

 existují tři izoenzymy: 1) placentární, 2) střevní, 3) izoenzym kostí, jater a ledvin, 

přičemž kostní a jaterní izoenzym se vyskytuje v odlišné izoformě oproti ledvinovému 

(nepřítomen v séru), zvýšení při jaterních afekcích spojených s cholestázou a u 

onemocnění kostí (obtíže s rozlišením), fyziologicky jako výraz osteoblastické aktivity 

u dětí, placentární izoenzym stoupá v těhotenství 

 
Střevní izoenzym je důležitý pro vstřebávací procesy, kostní izoenzym se účastní výstavby a 

přestavby kostí. Stejný izoenzym se nachází i v játrech, kde je nezbytný pro přeměnu sacharidů, 

a v ledvinách. Třetí izoenzym je placentární. Ve všech případech jsou enzymy lokalizovány 

v cytoplazmatické membráně, k aktivaci jsou nezbytné ionty Mg2+. Zvýšení sérové aktivity 

ALP se pozoruje u poruch jater, provázených cholestázou. Soudí se, že městnání vyvolá 

zvýšenou syntézu alkalické fosfatázy v epiteliálních buňkách žlučových kanálků.  Vzestup 

provází také metabolické poruchy kostí (křivici) a kostní nádory primární i metastatické. 

Vzhledem ke zvýšené aktivitě osteoblastů u dětí jsou zde fyziologicky nacházeny vyšší sérové 

katalytické koncentrace. Aktivitu ALP je možno stanovovat také v leukocytech, kde je enzym 

ve značné koncentraci. Změny aktivit jsou příznačné pro některé leukemie. 

 
Fosfatáza kyselá (ACP): 

 hydrolyzuje monoestery kyseliny fosforečné v kyselém prostředí 

 vyskytuje se nejvíce v prostatě, obsažena také v kostech, erytrocytech a trombocytech, 

prostatický izoenzym je tartarát labilní, stoupá při karcinomu prostaty, zejména při jeho 

generalizaci, izoenzym kostní, erytrocytární a trombocytární je tartarát stabilní (využívá 

se při stanovení), stoupá při osteoklastických kostních procesech, fyziologicky je 

zvýšen u dětí, zvyšuje se při hemolýze, proto je lépe vyšetřovat plazmu, ACP je 

nestabilní při fyziologickém pH, plazmu je nutno okyselit citrátovým pufrem 
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γ-Glutamyltransferáza (GMT / GGT): 

 přenos γ-glutamylového zbytku na peptidový akceptor 

 obsažena hlavně v hepatocytech a stěnách žlučovodů, v tubulárních buňkách ledvin, 

význam nejasný, zvyšuje se zejména u toxických postižení jater (alkohol, léky) a při 

obstrukcích žlučových cest 

 
Glutamátdehydrogenáza (GMD): 

 oxidoreduktáza deaminující kyselinu glutamovou, NAD+ závislá 

 obsažena v mitochondriích jaterních buněk, zvyšuje se zejména při těžším postižení 

jater (nekrózy) 

 
Cholinesteráza (CHS): 

 hydrolýza esterů cholinu 

 v erytrocytech specifická acetylcholinesteráza, v séru pseudocholinesteráza 

secernovaná játry, štěpící i jiné estery, klinicky významné je snížení aktivity, provázející 

těžké jaterní léze, intoxikace organofosfáty, a vrozený defekt enzymu, manifestující se 

hlavně při aplikaci myorelaxancií typu sukcinylcholinu v souvislosti s operačním 

zákrokem 

 
Kreatinkináza (CK): ATP:kreatin-fosfotransferáza 

 nejvíce obsažena v kosterním a srdečním svalu a v mozku, dimer se subjednotek dvou 

typů, M (muscle) a B (brain), možné tři kombinace, BB v mozku, v krvi jen při 

mozkových nádorech, MM v kosterních svalech a v srdci, myokard však obsahuje více 

hybridního MB izoenzymu, takže zvýšený podíl MB při vzestupu CK (CK-MB, 

samostatně stanovitelný při inhibici M subjednotek) podporuje diagnózu infarktu, jinak 

nejvyšší hodnoty CK u svalových dystrofií, mírný vzestup i po nadměrném svalovém 

výkonu u netrénovaných 

 
Laktátdehydrogenáza (LD / LDH): L-laktát:NAD+oxidoreduktáza 

 jako závěrečný enzym anaerobní glykolýzy se vyskytuje prakticky ve všech tkáních 

 tetramerní struktura, 2 typy podjednotek (H, M), 5 izoenzymů, H4 hlavně v myokardu a 

erytrocytech, stoupá u infarktu a při hemolýze, M4 hlavně v játrech a ve svalech, stoupá 

u jaterních chorob a svalových dystrofií jako CK 

 význam hlavně jako nádorový marker a marker intravaskulární hemolýzy, v dnešní 

době se již v diagnostice infarktu myokardu, onemocnění jater nebo kosterních svalů 

nepoužívá 

 
Laktátdehydogenáza katalyzuje vratnou přeměnu pyruvátu na laktát. Patří mezi NAD+ závislé 

oxidoreduktázy. Rovnováha je při tom posunuta výrazně ve prospěch laktátu. Význam enzymu 

spočívá v regeneraci oxidované formy nikotinamidového koenzymu při anaerobní glykolýze. 

Při anaerobní glykolýze je konečným produktem odbourávání glukózy kyselina mléčná. Vzniká např. ve velkém 

množství v pracujícím svalu, nestačí-li nabídka kyslíku krýt potřeby tkáňového dýchání. Konverze pyruvátu na 

laktát je zde nutná z energetických důvodů, neboť glykolýza a tím i produkce ATP na úrovni substrátů mohou 

probíhat jen při regeneraci NAD+ z NADH, vzniklého při oxidaci glyceraldehyd-3-fosfátu na kyselinu 

1,3-bisfosfoglycerovou. Kyselina mléčná je dodatečně regenerována v játrech na glukózu. Některé tkáně mají 

zvlášť dobře vyvinutou schopnost krýt energetickou spotřebu glykolýzou za anaerobních podmínek. Vedle tkáně 

svalové to jsou např. nádorové buňky. 
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Molekula enzymu je složena ze čtyř bílkovinných subjednotek. Vzhledem k tomu, že existují 

dva typy monomerů, které jsou volně kombinovatelné, rozeznáváme 5 variant kvartérní 

struktury laktátdehydrogenázy. Tyto monomery se liší jak svou primární strukturou, což 

dovoluje např. elektroforetickou separaci typů, tak i svým metabolickým zapojením a expresí 

v různých orgánech. Subjednotka H (heart) je produkována především v srdeční svalovině, kde 

převládají tetramery H4. Komplexní struktura je specializovaná na přednostní oxidaci kyseliny 

mléčné na pyruvát, který pak slouží jako zdroj energie pro srdce. Naopak v kosterním svalu a 

v játrech jsou přepisovány především subjednotky M (muscle), takže se zde vyskytují v největší 

míře tetramery M4, specializované na pochod opačný, tj. redukci pyruvátu na laktát, předpoklad 

anaerobní glykolýzy. Jiné kombinace subjednotek mají afinity proporcionální počtu 

jednotlivých monomerů. H subjednotky mají vyšší anodickou mobilitu při elektroforéze než 

sujednotky M, což vedlo ke klasifikaci 5 izoenzymů laktátdehydrogenázy dle rychlosti migrace 

(LD1-5). Souběžně se užívá i klasifikace podle poměru subjednotek. 

 
 
První izoenzym je kromě srdečního svalu také obsažen v erytrocytech, proto hemolýza 

arteficiálně zvyšuje koncentrace právě této frakce. Je zajímavé, že komplex obsahující více H 

subjednotek je schopen dehydrogenovat i α-hydroxybutyrát, proto aktivita 

α-hydroxybutyrátdehydrogenázy v séru je vlastně aktivitou izoenzymů bohatých na H 

subjednotky. 

Stanovení laktátdehydrogenázy je založeno na sledování poměru oxidované a redukované 

formy NAD koenzymu (Warburgův optický test).  

 
Leucinarylamidáza (LAS, dříve leucinaminopeptidáza): 

 štěpí jednoduché peptidy s leucinem i jinými aminokyselinami 

 vyskytuje se hlavně v hepatocytech a buňkách žlučovodů, zvýšené aktivity provázejí 

zejména uzávěry žlučových cest 
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Lipáza (LPS): 

 hydrolýza triacylglycerolů na monoacylglyceroly a mastné kyseliny 

 jedná se o enzym vylučovaný pankreatem, třeba odlišit od lipoproteinové lipázy, 

obsažené v endotelu cév, stoupá u pankreatických poruch, zejména akutní nekrózy, 

podobně jako pankreatický izoenzym amylázy 

 
Prostatický specifický antigen (PSA): 

 serinová proteáza 

 jeho přítomnost v krvi signalizuje rakovinu prostaty, vyšší PSA i u benigní hyperplazie 

prostaty 

 PSA je z větší části v komplexu s antichymotrypsinem a α2-makroglobulinem, menší 

část je volná 

 
Sorbitoldehydrogenáza (SD): 

 katalyzuje přeměnu sorbitolu na fruktózu 

 enzym specifický pro jaterní buňky, zvyšuje se u různých poruch jater, u infarktu pouze 

dojde-li k jaterní hypoxii 

 
Thymidinkináza (TK): 

 katalyzuje přeměnu thymidinu na thymidinmonofosfát 

 stoupá v krvi při rakovinném bujení, takže patří mezi tzv. tumorové markery 
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Molekulární biologie 

Detekce leidenské mutace 

 
Toto praktikum využívá prvky přístupu PBL (problem based learning). 

 

problém: "Leidenská mutace" - ze všech úhlů pohledu 
 

(molekulární podstata, fyziologie hemostázy, patofyziologie, klinický význam a diagnostika) 

 

Leidenská mutace je autozomálně intermediárně (neúplná dominance) dědičná 

jednobodová mutace v genu pro hemokoagulační faktor V. Jde o nejběžnější genetickou příčinu 

trombofilie (zvýšené krevní srážlivosti) v evropské populaci. Tato mutace byla objevena v roce 

1993 (publikováno r. 1994) a pojmenována podle místa objevu – město Leiden v Nizozemsku.  

 

Molekulární podstata  

Na molekulární úrovni se jedná o jednonukleotidový polymorfismus, SNP 

(z anglického Single Nucleotide Polymorphism) označovaný v databázích rs6025. Písmeno 

představuje laboratoř nebo výzkumný tým, který daný SNP objevil, číslo pak pořadí objevu 

v rámci příslušného týmu. Jde o substituci G1691A, tedy záměnu G (guanin) za A (adenin) na 

pozici 1691 v kódující oblasti genu pro faktor V. Gen pro faktor V je lokalizován na dlouhém 

raménku prvního chromozomu (locus q23), celková délka tohoto genu je 80 kb. Gen obsahuje 

celkem 25 exonů, přičemž Leidenská mutace (také označovaná jako faktor V Leiden) se 

nachází na exonu číslo 10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Část nukleotidové sekvence genu pro faktor V. Barevně označen exon 10. 

 

Následkem této mutace/substituce/polymorfismu/záměny v genu je změna primární 

struktury produkovaného proteinu hemokoagulačního faktoru V (jde o kofaktor, bez 

proteolytické funkce). Na pozici 506 dochází k záměně aminokyseliny argininu za glutamin. 

Podle změny genetické informace se jedná o nesynonymní SNP typu missense. To znamená, 

že kodon se zaměněnou bází kóduje jinou aminokyselinu a může tak být změněná funkce 

proteinu.  
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Část nukleotidové a aminokyselinové sekvence zdravého (wild type) a mutovaného genu. 

Zdůrazněna záměna nukleotidu a aminokyseliny. 
 

 

Hemostáza 

 

Hemostáza (zástava krvácení) je životně důležitý děj chránící organismus před 

nadměrnou ztrátou krve při porušení vaskulární integrity (porušení kontinuity krevního řečiště). 

Na zástavě krvácení se podílejí tyto mechanismy: reakce cév (vazokonstrikce), činnost krevních 

destiček (aktivace a jejich nahromadění v místě poranění) a srážení krve tzv. hemokoagulace. 

Tyto procesy vedou ke vzniku krevní sraženiny (trombu).  

 

Rozlišujte trombus a koagulum: trombus je intravitálně a intravazálně vzniklá krevní sraženina, 

zatímco koagulum je krevní sraženina vzniklá extravazálně nebo posmrtně.  

 

Samotná hemokoagulace je kaskáda enzymových reakcí vedoucí k přeměně 

fibrinogenu na nerozpustný fibrin. Tento proces vyžaduje souhru mnoha koagulačních faktorů, 

fosfolipidů a vápenatých iontů. Koagulační faktory jsou označovány názvem a římskou číslicí, 

která má pouze historický 

charakter, to znamená, že 

neudává posloupnost reakcí. 

Koagulační faktory mají většinou 

charakter proteolytických 

enzymů (F II, VII, IX, X, XI, XII, 

prekalikrein), podle mechanizmu 

účinku jde o tzv. serinové 

proteázy. Jsou syntetizovány 

v játrech ve formě inaktivních 

proenzymů (zymogenů), které se 

postupně (kaskádovitě) vzájemně 

aktivují. Aktivace jednotlivých 

proenzymů na aktivní enzymy 

spočívá v jejich proteolytickém 

štěpení enzymem aktivovaným 

v předchozí reakci.   

Zjednodušené schéma exprese, aktivace a inhibice 

proteolytického enzymu 
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Dále existují přídatné faktory urychlující aktivaci zymogenů (FIII, V, VIII…). Pro 

úspěšné zapojení koagulačních faktorů II, VII, IX, X a antikoagulačních faktorů - proteinu C 

a S nestačí pouze proteolýza. Podstupují nejprve posttranslační úpravu (jde o karboxylaci 10 – 

12 zbytků kyseliny glutamové na γ uhlíku), která bezpodmínečně vyžaduje vitamín K. Smyslem 

této posttranslační úpravy je zvýšení schopnosti reagovat s ionty Ca2+ a připoutat koagulační 

faktor k fosfolipidové membráně. Nedojde-li ke karboxylaci, je afinita faktoru k membráně 

nízká, což se projeví poruchou srážlivosti.  

Koagulační děje se rozdělují do dvou systémů: vnitřního a zevního/vnějšího, které však 

na sobě nejsou nezávislé a společně směřují k aktivaci faktoru X. Ve vnitřním systému (všechny 

prokoagulační faktory jsou v krvi) je aktivován faktor XII (tzv. Hagemanův faktor) kontaktem 

s negativně nabitým povrchem (kolagen, fosfolipidy destiček) poškozené cévy. Za 

spolupůsobení vápenatých iontů se postupně aktivují faktory IX (tzv. Christmasův faktor), VIII 

(tzv. antihemofilní faktor) a X (tzv. Stuart-Prowerův faktor). Zevní systém začíná uvolněním 

faktoru III – tkáňového tromboplastinu. Faktor III spolu s uvolněnými membránovými 

fosfolipidy z buněk, faktorem VII (tzv. prokonvertin) a vápenatými ionty vede k aktivaci 

faktoru X. Pro oba systémy pak pokračuje společná cesta. Aktivovaný faktor Xa, vápenaté 

ionty, destičkové fosfolipidy, aktivovaný faktor Va (tzv. proakcelerin) a neaktivní protrombin 

(faktor II) vytvoří protrombinázový komplex. Pak může dojít k aktivaci protrombinu na 

trombin. Trombin je serinová proteáza, která odštěpuje z fibrinogenu dva fibrinopeptidy. Tím 

je umožněna spontánní polymerace fibrin-monomerů nekovalentními vazbami. Pak zasáhne 

fibrin stabilizující faktor (faktor XIIIa), který stabilizuje za přítomnosti vápenatých iontů nově 

vzniklý fibrin-polymer. Nerozpustný fibrin vytvoří společně s destičkami sraženinu, zátku 

uzavírající ránu.  

Hemokoagulace je mnohastupňově regulovaný proces, protože spontánní srážení krve 

v cirkulaci může mít fatální následky. Proto v krvi koluje společně s koagulačními faktory 

i několik inhibitorů koagulačních faktorů. Tyto inhibitory se řadí mezi serpiny (serin proteázové 

inhibitory). Patří sem hlavně antitrombin, protein C (PC), protein S a na endotel vázaný 

trombomodulin. 

Přesto k hemokoagulaci dochází i v nenarušeném žilním systému, pokud zde dojde ke 

stáze krve. V tomto případě jde o patologický proces vedoucí k tromboembolismu (blíže 

vysvětleno v kapitole Klinický význam). Přispívá k tomu i nefunkčnost nebo nedostatek 

přirozených inhibitorů koagulace často jako následek genetické poruchy (např. FV Leiden). 

Dalším, časově vzdálenějším mechanismem navazujícím na zástavu krvácení je 

fibrinolýza (odstranění trombu) a aktivace fibroblastů a hladkých svalových buněk. Výsledkem 

je zahojení poraněné tkáně.  

Primární fibrinolýza je přirozený fyziologický proces, jehož cílem je odstranit ze 

zhojené cévy již nepotřebný trombus. Fibrin (v menší míře také fibrinogen), je štěpen 

plasminem na rozpustné fibrinové štěpy. Plasmin (dříve nazývaný fibrinolyzin) je aktivní forma 

bílkoviny plasminogenu. Jde o serinovou proteázu. Aktivaci plasminogenu na plasmin 

způsobuje účinný enzym, tkáňový aktivátor plasminogenu (tissue plasminogen activator, t-pA). 

Naopak rychlou degradaci plasminu způsobuje α2-antiplasmin, plazmatický protein, který s ním 

vytváří nevratný inaktivní komplex. 
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Při štěpení fibrinu se do krve uvolňují produkty této degradace. Jde o dva propojené D 

fragmenty proteinu fibrinu, které se nazývají D-dimery. Jejich stanovení našlo uplatnění 

v klinické praxi při diagnostice trombóz a embolií. Vzhledem k faktu, že vznik sraženiny i její 

odbourávání jsou fyziologické děje, nemůžeme jednoduše spojit zvýšenou hladinu D-dimerů 

s nějakým onemocněním. Avšak jsou-li D-dimery negativní, můžeme vyloučit přítomnost 

jakékoliv sraženiny v krevním řečišti (tím pádem lze vyloučit i diagnózu trombózy nebo 

embolie). Jedná se o relativně levný, rychlý a především pacienta nezatěžující test a proto je 

využíván v klinické praxi k prvnímu roztřídění pacientů s podezřením např. na plicní embolii. 

Pomocí testu může lékař rozdělit pacienty na zdravé, které již není třeba dále vyšetřovat a na 

ty, u nichž je třeba chorobu dále prokázat či vyloučit pomocí dalších metod. 

Sekundární fibrinolýza (častěji označovaná jako trombolýza) je poměrně nebezpečný 

avšak nezřídka život zachraňující lékařský výkon, využívaný dnes především u masivní plicní 

embolie. Do krevního oběhu pacienta jsou podávány preparáty s fibrinolytickou aktivitou 

(altepláza, streptokináza atd.) za účelem rozpustit sraženinu uzavírající tepnu a obnovit tak 

krevní oběh za ní. Hlavním rizikem může být závažné krvácení, znemožňující navíc případné 

chirurgické řešení situace, která si podání trombolýzy vyžádala. 

Bezchybný vznik koagula omezeného v konkrétním místě a čase je podmíněn správnou 

interakcí mnoha specifických látek. Některé působí ve smyslu posílení a zrychlení srážení krve, 

jiné mají za úkol mechanismus srážení krve brzdit. Úkolem tohoto složitého systému je zajistit 

dynamickou rovnováhu, která nejen že zastaví krvácení v případě poranění, ale na druhé straně 

i zabrání nekontrolovatelnému srážení krve, které by v konečném důsledku uzavřelo cévní 

řečiště. 
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Patofyziologie Leidenské mutace 

 

Faktor V (FV) je glykoprotein, koagulační faktor, nazývaný také proakcelerin nebo 

labilní faktor. Na rozdíl od většiny koagulačních faktorů nemá enzymatickou aktivitu, funguje 

jako kofaktor. FV je aktivován trombinem na FVa. Při aktivaci se rozštěpí na dva řetězce, které 

jsou spojeny prostřednictvím vápenatých iontů (viz následující obrázek). FVa se váže na 

specifické receptory na membráně destiček a společně s faktorem Xa a protrombinem tvoří 

protrombinázový komplex. Protrombin je následně štěpen aktivovaným faktorem Xa na 

trombin. Role FVa je tedy na straně prokoagulačních faktorů. Mohlo by se zdát, že důsledkem 

mutace faktoru V, který má prokoagulační účinky, by mělo být snížení účinnosti koagulačního 

systému. Záměna 1 aminkyseliny ve struktuře proteinu FV Leiden oproti FV wild type nemá 

kupodivu žádný vliv na jeho prokagulační aktivitu. Trombofilie spojovaná s Leidenskou mutací 

je podmíněná změnou v jeho odbourávání.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aktivovaný faktor Va je inaktivován aktivovaným proteinem C (APC), což omezuje 

jeho působení v koagulaci. APC se váže na FVa v místě tří různých argininových zbytků 

a proteolytickým štěpením způsobí jeho inaktivaci.  

Leidenská mutace faktoru V způsobuje záměnu aminokyseliny argininu za glutamin na 

506 pozici FV, kde se nachází jedno vazebné místo pro APC. Ten se na FV obtížněji váže. 

Výsledkem je perzistence (prodloužení doby trvání) aktivity FVa. Tento trombofiliní stav je 

výsledkem prodloužení doby působení FVa. 

Leidenská mutace je také někdy popisována jako APC rezistence - rezistence 

aktivovaného faktoru Va k antikoagulační aktivitě aktivovaného proteinu C (APC). APC je 

potřebný pro inaktivaci faktoru Va a VIIIa, a je jedním ze základních fyziologických inhibitorů 

koagulace. Tyto inhibitory se řadí mezi serpiny (serin proteázové inhibitory). Patří sem hlavně 

antitrombin, protein C (PC), protein S a na endotel vázaný trombomodulin.   

Faktor V (FV) 
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Zjednodušené schéma hemokoagulační kaskády s důrazem na vztah k APC 
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Klinický význam  

 

Leidenská mutace vykazuje zajímavou závislost na rase a zeměpisné lokalizaci. 

V České republice se homozygoti pro faktor V Leiden vyskytují 1 na 5000 obyvatel, 

heterozygoti tvoří cca 5% populace. Nejvyšší výskyt mutace FV Leiden byl detekován ve 

Švédsku, naopak v asijských či afrických populacích se jedná o velmi vzácnou mutaci. 

Vysvětluje se to tím, že mutace vznikla v Kavkazské populaci asi před 20 až 34 tisíci lety. 

Mutace faktor V Leiden (a další trombofilní mutace) se udržely v populaci dlouhou dobu, 

musely být tedy z hlediska evoluce výhodné. Trombofilní mutace vedou k rychlejší zástavě 

krvácení, např. při boji, lovu nebo po porodu, což zvyšuje pravděpodobnost přežití jejich 

nositele. To, co však bylo výhodné kdysi, se dnes stává přítěží. Homozygoti pro faktor V Leiden 

mají asi 80× vyšší riziko vzniku hluboké žilní trombózy. U heterozygotů je riziko asi 8× vyšší 

bez jiného rizikového faktoru a 30× vyšší při kombinaci s kombinovanou hormonální 

antikoncepcí nebo hormonální substitucí. 

Hluboká žilní trombóza je vznik krevní sraženiny 

(trombu) v hlubokém žilním systému. Sraženina vede 

k obstrukci, tj. omezení toku krve žilou. Hluboká žilní 

trombóza postihuje převážně hluboké distální žíly bérce, 

vyjímkou nejsou ani popliteální žíly či femorální žíly až 

k vena iliaca. Utržením trombu a jeho průchodem přes 

pravou síň a komoru do plicnice vzniká nejzávažnější 

komplikace - plicní embolie. Jde o život ohrožující stav 

vzniklý obstrukcí a. pulmonalis nebo jejích větví. 

Trombóza povrchových žil, která je většinou doprovázena 

zánětem (tromboflebitida) ke vzniku plicní embolie 

nevede.  

 

 

 

 

Za normálních okolností je v organismu rovnováha mezi vznikem a rozpuštěním 

trombu. V patogenezi trombózy se uplatňují rizikové faktory označované jako Virchowova 

trias. Jsou to: 1. změny hemodynamiky – zpomalený tok krve tzv. venostáza.  Příčinou může 

být dlouhodobé upoutání pacienta na lůžko, imobilizace končetiny, dlouhé cestování 

s omezeným pohybem. 2. poškození stěny cévy např. během chirurgické operace, dále úrazem, 

zánětem, arteriosklerózou. 3. trombofilní stavy např. mutace genů koagulačních faktorů 

(Leidenská mutace faktoru V) nebo stavy získané během života například nádorovým bujením. 

I u pacientů se zvýšeným rizikem vzniku trombu je k jeho tvorbě nutný nějaký spouštěč např. 

infekce, úraz, dehydratace, kouření, hormonální změny, nádorová onemocnění. 

  

Plicní embolie 
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Prevence a monitorace léčby 

 

U trombofilních stavů existuje reálné riziko opakování hluboké žilní trombózy, u žen 

jsou vyšší rizika porodnických komplikací vedoucí k potratům či předčasným porodům. Ženy 

s trombofilií by také neměly užívat hormonální antikoncepci, protože estrogeny zvyšují sklon 

ke srážení krve i u zdravých žen. U trombofilních stavů by měla být zajištěna prevence 

specialistou hematologem zvláště před plánovanými operačními výkony, dlouhodobými lety, 

v těhotenství, období kolem porodu a šestinedělí. V některých případech je nutná prevence 

v průběhu celého života.  

Prevence spočívá v podávání antikoagulancií, tedy léčiv snižujících srážlivost krve. 

Léčba těmito preparáty má svá rizika: předávkování může vést k závažnému krvácení, zatímco 

při poddávkování je léčba neúčinná. Proto je během léčby obvykle nutné stav koagulačního 

systému monitorovat pomocí speciálních testů.  

Pro krátkodobou prevenci má nejvhodnější vlastnosti heparin nebo modernější 

nízkomolekulární heparin (Fraxiparin, Clexan). Oba mají rychlý nástup účinku a jejich 

predikovatelné (mající předpovídatelný průběh) vlastnosti umožňují fixní dávkování. 

Nevýhodou je nutnost podávání parenterální cestou (parenterální = mimostřevní) např.: 

Fraxiparin s.c. - podkožně. Účinnost terapie heparinem lze kvantifikovat pomocí času aPTT 

(activated partial thromboplastin time). Toto vyšetření odráží stav vnitřní a společné cesty 

koagulačního sytému. Terapii nízkomolekulárním heparinem obvykle není nutné kontrolovat, 

lze ji však v případě potřeby posoudit vyšetřením aktivity anti Xa.  

Skupinu perorálních antikoagulancií reprezentují moderní xabany nebo gatrany 

a především, stále ještě nejpoužívanější, warfarin. Warfarin je kumarinový derivát, původně 

používaný jako jed na krysy, který má schopnost inhibovat enzym vitamin K reduktázu. Tento 

enzym obnovuje redukovanou formu vitaminu K, která je nezbytná pro karboxylaci několika 

koagulačních faktorů.  Za nedostatečné nabídky redukovaného vitaminu K nejsou jaterní buňky 

schopné syntetizovat vitamin K-dependentní koagulační faktory (II, VII, IX a X). Výsledkem 

je menší množství na vitaminu K závislých faktorů kolující v krvi, a tím i menší pohotovost ke 

koagulaci. 

Účinky warfarinu se začnou projevovat až za několik dní po zahájení terapie a jsou 

velice variabilní jak interindividuálně, tak v rámci času (například v závislosti na obsahu 

vitaminu K v potravě). Proto je léčbu warfarinem nutné průběžně monitorovat stanovením 

protrombinového času (PT). K plazmě antikoagulované citrátem se přidá tkáňový faktor 

(F III) spolu s dostatkem iontů Ca2+  a změří se čas do vzniku koagula. Zjištěný čas v sekundách 

dobře odráží funkčnost zevní cesty koagulačního systému. Aby ale bylo možné porovnávat 

hodnoty z různých laboratoří, ukázalo se jako praktičtější vyjádřit výsledky jako hodnotu INR 

(International Normalized Ratio). Zjednodušeně jde o poměr protrombinového času pacienta 

ke kontrolnímu (zdravému) protrombinovému času. 

 

Hodnota INR u zdravého pacienta se pohybuje mezi 0,8 -1,2. Pacient je účinně koagulovaný 

při hodnotách mezi 2,0 - 3,5. 

 

 

 

INR = PTpacient / PTnorma 



75 

v_01-2024 

Metodická část 

Izolace nukleových kyselin 

Nukleové kyseliny lze izolovat z jakéhokoli biologického materiálu, který obsahuje 

buňky se zachovanými jádry. Běžným zdrojem DNA jsou leukocyty nesrážlivé krve. Obvykle 

se odebírá 0,5 – 10 ml žilní krve nejlépe uzavřeným odběrovým systémem do sterilních 

zkumavek s K2-EDTA. V prenatální diagnostice jsou obvyklým zdrojem amniové buňky 

a choriové klky. Pokud je třeba získat materiál pro izolaci DNA neinvazivním způsobem, 

provádí se odběr DNA z bukání sliznice. DNA lze získat dokonce i ze skvrn zaschlé krve. 

Zdrojem RNA bývá nejčastěji tkáň získaná biopticky nebo nesrážlivá žilní krev.  
 

Kvalita výchozího materiálu významně ovlivňuje výtěžek, kvalitu 

a neporušenost/celistvost izolované nukleové kyseliny. Nejlepších výsledků se dosahuje 

s čerstvým materiálem. Vzorek by měl být okamžitě zpracován nebo neprodleně zamrazen 

(v případě DNA do tří hodin po odběru) a dále skladován při -80°C, aby nedošlo ke štěpení 

DNA na kratší fragmenty nebo k degradaci RNA (především mRNA). Materiál musí být 

přechováván ve vhodném obalu zbaveném příslušných nukleas. Toto je důležité hlavně 

v případě RNA, která je daleko méně odolná, navíc ribonukleázy jsou všudypřítomné a velmi 

odolné enzymy. 
 

V poslední době lze pro izolaci obou nukleových kyselin využít vzorky tkáně fixované 

formaldehydem a zalité v parafínu (FFPE = formalin-fixed parafin embeded), které byly 

původně odebrány pro histologická vyšetření. Přestože takto zpracované vzorky neposkytují 

ideální výsledky (dochází k fragmentaci nukleových kyselin) jsou velmi cenné, protože jsou 

mnohdy jediným zdrojem biologického materiálu, zvláště v případě retrospektivních studií 

u zemřelých pacientů. 
 

Se vzorky pro stanovení genové exprese je nutné zacházet obzvláště pečlivě, aby 

naměřené hodnoty odpovídaly skutečným hladinám přítomným in vivo a ne aby odrážely 

změny, které nastaly během zpracování vzorku. Vzorky proto musí být neprodleně po odběru 

zamraženy v tekutém dusíku a dále skladovány při -80°C. Pro případy, kdy toto není možné, 

jsou komerčně dostupné stabilizátory. 
 

DNA byla poprvé izolována roku 1869 Friedrichem Miescherem, v současné době se jedná 

o rutinní techniku molekulární biologie. 

 
 

Friedrich Miescher (1844-1895)  
 

byl švýcarský lékař, který v roce 1869 izoloval z buněčného jádra 

leukocytů neznámou látku, kterou nazval „nuclein“. Že se jedná 

o novou látku, usoudil z toho, že svými vlastnostmi neodpovídala, 

v té době známým proteinům ani lipidům. Nuclein byl rezistentní 

k proteázám, neobsahoval síru, ale obsahoval velké množství 

fosforu. Miescherovo pojmenování zůstalo zachováno v dnešním 

názvu DNA - deoxyribonukleová kyselina. 
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Izolační metoda závisí jednak na povaze biologického materiálu, ze kterého má být 

nukleová kyselina získána, jednak na metodě následné analýzy získané molekuly. Ve všech 

případech je prvním krokem lýza buněk, ze kterých chceme nukleové kyseliny získat. U 

krevních buněk obvykle stačí k rozrušení biomembrán detergent. Pro rozrušení pevných tkání 

musí být použita mechanická síla, např. drcení tkáně zmrazené tekutým dusíkem v třecí misce, 

protřepávání s kuličkami z různých materiálů, speciální homogenizátory. Do lyzačního roztoku 

se přidává také chelatační činidlo - etylendiaminotetraoctová kyselina (EDTA), která s ionty 

vápníku vytvoří nedisociovatelné komplexy. Tím zabrání štěpení čerstvě uvolněné DNA 

nukleázami (DNázy), které se při lýze buněk také uvolňují. Ionty vápníku totiž slouží jako 

kofaktory nezbytné pro jejich funkci. Aby bylo zajištěno rozštěpení proteinů, včetně histonů 

vázaných na DNA, přidává se enzym proteináza K (jedná se o bakteriální enzym s teplotním 

optimem kolem 60 °C, který nevyžaduje vápenaté ani hořečnaté ionty a který neinhibují ani 

koncentrované tenzidy. Navíc velmi účinně štěpí DNázy). Při izolaci RNA se do lyzačního 

roztoku přidává guanidin thiokyanát a β-merkaptoethanol jako inhibitory ribonukleas 

lokalizovaných na membránách organel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Příprava buněčného lyzátu pro izolaci DNA 

 

Ze získaného lyzátu je nutno odstranit balastní látky. Získaná čistá nukleová kyselina se 

ředí na optimální koncentraci pro další použití ve vhodném rozpouštědle, nejčastěji ve vodě 

nebo pufru.  
 

V současnosti se k odstranění balastních látek nejčastěji používají dvě metody:  
 

 Kolonková metoda 
 

Kolonková metoda obecně pracuje na principu iontově výměnné chromatografie. Molekuly 

DNA i RNA nesou záporný náboj. V přítomnosti vysoké koncentrace tzv. chaotropních solí se 

nukleové kyseliny navážou na silikát, zatímco většina kontaminujících látek kolonkou proteče. 

Obvykle se pro zlepšení vazby nukleové kyseliny na silikátovou kolonku přidává k lyzátu 

ethanol nebo izopropanol. Poté se postupně kolonka promývá různými pufry, aby se navázané 

kontaminanty odstranily. Na závěr se čistá nukleová kyselina vymyje zředěným pufrem nebo 

destilovanou vodou.  
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Extrakce DNA z buněčného lyzátu kolonkovou metodou 

Chaotropní soli = iontové sloučeniny, které narušují svou přítomností pravidelnou strukturu 

vodíkových můstků ve vodě v tekutém skupenství. Při izolacích nukleových kyselin se 

nejčastěji používá jodid sodný, guanidin hydrochlorid nebo guanidin thiokyanát. 

 

Princip vazby DNA na silikátovou membránu v přítomnosti chaotropních solí  
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 Fenol-chloroformová metoda 
 

Tradiční spolehlivá, levná metoda, která poskytuje velmi čisté nukleové kyseliny. Jejími 

nevýhodami jsou pracnost a zdlouhavost postupu (celý postup izolace zabere cca. 3 dny), práce 

s toxickými, žíravými, hořlavými a zapáchajícími látkami. K lyzátu se přidává s vodou 

nemísitelná směs fenolu a chloroformu, která denaturuje přítomné proteiny. Denaturací se 

proteiny stávají hůře rozpustné ve vodě a přecházejí do organické fáze nebo zůstávají na 

rozhraní fází, zatímco nukleové kyseliny zůstávají ve vodné fázi. Lipidy se rozpouštějí 

v chloroformu. Někdy se přidává izoamylalkohol, který brání tvorbě pěny zvláště u vzorků 

bohatých na proteiny. Vzniklá směs se důkladně protřepe a poté se odstředí, aby došlo 

k oddělení fází - horní vodné a dolní fenol-chloroformové. Na rozhraní těchto fází obvykle 

vzniká mezifáze tvořená bílým prstencem sražených proteinů. Vodná fáze obsahující nukleové 

kyseliny se opatrně přenese do nové čisté zkumavky. Pro dokonalé odstranění proteinů je 

většinou nutné extrakci několikrát opakovat (na rozhraní se už neobjeví bílá sraženina 

proteinů). I pouhé stopy fenolu mohou ovlivnit následnou analýzu izolované nukleové kyseliny, 

např. fenol inhibuje PCR. Proto se pro poslední extrakci používá samotný chloroform nebo 

směs chloroformu s izoamylakoholem, který usnadňuje odstranění fenolu z vodné fáze tím, že 

zvyšuje jeho rozpustnost v chloroformu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Extrakce DNA z buněčného lyzátu fenol-chloroformovou metodou 
 

Z čisté vodné fáze je nutno nukleovou kyselinu precipitovat, nejčastěji absolutním 

ethanolem nebo isopropanolem. Zvýšení účinnosti srážení lze docílit snížením teploty 

a přídavkem solí (např. acetát sodný, chlorid sodný chlorid litný nebo acetát amonný). Soli 

precipitaci usnadňují tím, že nukleové kyselině odebírají hydratační obal, neutralizují náboj na 

cukr-fosfátové kostře a tím snižují její rozpustnost ve vodě. Ethanol je méně polární 

rozpouštědlo než voda.  Nukleová kyselina je tedy v ethanolu ještě méně rozpustná a vypadává 

z roztoku. Přítomnost solí zabarvuje peletu do běla.  

Po odstranění supernatantu a promytí 70% etanolem (rozpouští přítomné soli) je získaná 

čistá nukleová kyselina rozpuštěna ve vhodném rozpouštědle, nejčastěji ve vodě nebo pufru.  
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Precipitace DNA z vodné fáze získané fenol-chloroformovou metodou 

 

Podle toho, kterou nukleovou kyselinu potřebujeme získat, volíme extrakční pufr. pH 

použitého extrakčního pufru značně ovlivňuje, zda ve vodné fázi bude převažovat DNA nebo 

RNA. V neutrálním nebo mírně alkalickém prostředí (pH ≈ 7-8) převažuje DNA. Kyselé 

prostředí je naproti tomu vhodnější pro izolaci RNA. Důvodem je rozdílný náboj, který nesou 

tyto molekuly v kyselém prostředí. Cukr-fosfátová kostra nukleových kyselin nese na svém 

povrchu v neutrálním prostředí záporný náboj. Pokud ale molekula DNA je v prostředí 

s nízkým pH, a tedy vysokou koncentrací iontů H+, fosfátové skupiny jsou neutralizovány.  To 

vede ke ztrátě polárního charakteru DNA a jejímu přechodu do nepolární organické fáze. Oproti 

tomu jednovláknová RNA má obnažené dusíkaté báze, které zachovávají její polární charakter 

a udržují ji tak ve vodné fázi. 

V každém případě, ale získáme požadovanou nukleovou kyselinu kontaminovanou tou 

druhou. Pokud je nutné pracovat s čistou DNA, kontaminující RNA se odstraní působením 

RNázy a DNA se znovu přečistí fenol-chloroformovou extrakcí a následnou precipitací 

etanolem. Pokud potřebujeme získat pro další práci čistou RNA, odstraníme přítomnou DNA 

působením DNázy. RNA reprecipitujeme isopropanolem a promyjeme ethanolem. 

Popsaným postupem získáme celkovou RNA. Někdy je výhodné izolovat pouze mRNA, 

protože celková RNA obsahuje vysoký podíl tRNA a rRNA. Po lýze a homogenizaci vzorku a 

denaturaci celkové RNA se provede selektivní zachycení poly(A)RNA = mRNA na 

imobilizovaném afinantu oligo(dT)20, nežádoucí složky se odstraní, navázaná mRNA se 

promyje a následně uvolní z afinantu do roztoku. 

V současnosti existuje celá řada komerčně dostupných kitů pro izolaci genomické DNA, 

plasmidové DNA, celkové RNA i jednotlivých typů RNA (mRNA, rRNA, miRNA, snRNA 

atd.) z různých biologických materiálů. Pro rutinní klinické laboratoře jsou dokonce dostupné 

automatické izolátory nukleových kyselin. Protože pro automatické linky je obtížné zařadit 

centrifugace, využívají se k oddělování jednotlivých složek např. magnetické kuličky. Tyto 

kuličky mají silikátový povrch, na který se nukleová kyselina specificky naváže. Při promývání 

jsou kuličky přidrženy magnetem.  Nakonec se čistá nukleová kyselina eluuje z povrchu 

oddělených kuliček. 
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Uchovávání izolované nukleové kyseliny 

DNA je relativně stabilní molekula, přesto je nutné ji chránit před degradací nukleázami. 

Vzhledem k tomu, že se jedná o velmi dlouhou molekulu, je náchylná k tvorbě zlomů. Proto je 

nutné se při izolaci a další manipulaci se vzorkem DNA vyvarovat hrubého pipetování (příliš 

prudkého nasávání a vypouštění pipetované kapaliny) a nadměrného prudkého vortexování. 

DNA se uchovává rozpuštěná v pufru např. v TE (Tris/EDTA) pufru (roztok 10mM Tris-HCl 

(tris-hydroxymethylaminomethan hydrochlorid) a 1 mM EDTA (chelaton 3), pH 8,5), protože 

ve vodě hydrolyzuje. Složka Tris udržuje stabilní pH, EDTA chelatuje vápenaté a hořečnaté 

ionty, čímž blokuje nežádoucí činnost DNáz a do jisté míry i RNáz ve vzorku. Vyizolovaná 

DNA je skladována krátkodobě (dny) při 4°C a dlouhodobě (týdny – měsíce) při -20°C, nebo 

při -80°C. Je nutné vyvarovat se opakovanému zamrazování a rozmrazování, které také 

poškozuje DNA. RNA se obvykle uchovává ve vodě bez nukleas (RNase-free water) při -20°C 

nebo při -80°C.  

 

Kvantifikace a kontrola čistoty nukleových kyselin 

Pro stanovení koncentrace nukleových kyselin a kontrolu jejich čistoty lze využít 

několik metod - spektrofotometrii, elektroforetické vyhodnocení nebo stanovení pomocí 

fluorescenčních DNA-vazných barviv. 

V praktiku využijeme spektrofotometrické stanovení. Čistý roztok nukleové kyseliny 

(DNA i RNA) má absorpční maximum při 260 nm, proteiny maximálně absorbují při 280 nm, 

při 230 nm mají absorpční maximum nízkomolekulární látky (např. fenol, chloroform, EDTA, 

polysacharidy…). Absorbance při 320 nm znamená přítomnost nerozpuštěných pevných částic 

nebo znečištěnou kyvetu. 

Koncentrace nukleové kyseliny se počítá ze změřené absorbance při 260 nm. Vychází 

se z následujících vztahů: 

 

A260  = 1, pokud je v měřeném roztoku: 

 dvouřetězcová DNA (dsDNA) o koncentraci 50 µg/ml 

 jednořetězcové DNA o koncentraci 37 µg/ml  

 RNA o koncentraci 40 µg/ml 

 

Čistota vzorku se hodnotí podle poměrů absorbancí A260/A280 a A260/A230. Poměr 

A260/A280 by měl být pro čistou DNA okolo 1,8, u RNA okolo 2. Poměr A 260/A230 by měl být 

pro čistou DNA vyšší než 2,0. Pokud hodnota poměrů je výrazně nižší, je roztok kontaminován 

proteiny nebo fenolem. Není-li u vzorků splněna požadovaná čistota, je nutné provést 

reprecipitaci vzorku, což vede k výraznému snížení obsahu nečistot. 
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Absorpční spektrum DNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ukázka záznamu z přístroje DeNovix DS-11 
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Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Polymerázová řetězová reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction ) je 

enzymatická metoda umožňující in vitro zmnožení (amplifikaci) vybraného úseku DNA, 

ohraničeného krátkými oligonukleotidy, tzv. primery. Metoda pracuje na principu replikace 

nukleových kyselin. Umožňuje velmi rychle získat milióny přesných kopií z velmi malého 

množství vstupního materiálu, dokonce i z DNA z jediné buňky, tj. pouze z jediné molekuly 

DNA. Vlastní reakce je založena na cyklickém střídání teplot. Protože se jedná o řetězení těchto 

cyklů, nazýváme tuto metodiku řetězová reakce. 

Složení reakční směsi 

Do polymerázové řetězové reakce je nutné vložit:  

1. templát DNA – dsDNA  jako předlohu (templát) pro syntézu 

2. dNTP  = dATP, dGTP, dCTP, dTTP – směs deoxynukleosidtrifosfátů představující stavební 

kameny, z nichž se syntetizuje nový řetězec DNA. 

3. primery  - dva syntetické oligonukleotidy, které vymezují amplifikovaný úsek 

4. DNA polymerázu - enzym, který provede syntézu DNA 

5. pufr = prostředí vhodné pro aktivitu polymerasy, složením lze ovlivnit výtěžek i specifitu 

reakce.  

Celkový reakční objem se volí podle potřeby, nejběžněji 15 – 100 μl. 

Princip a průběh reakce 

Reakce, založená na cyklickém střídání teplot, se skládá ze tří periodicky se opakujících kroků:  

 

1. Denaturace - zvýšením teploty reakční směsi na cca. 95°C dochází k porušení vodíkových 

můstků mezi bázemi v dvouvláknové DNA.  Vzniknou tedy dvě jednovláknové molekuly DNA.  

2. Hybridizace (nasednutí) primerů - tzv. „annealing“ – ochlazení reakční směsi na teplotu, 

při níž se mohou primery specificky navázat na komplementární sekvenci templátového vlákna 

DNA. Teplota závisí na délce a nukleotidovém složení primerů. Nejčastěji se tato teplota 

pohybuje mezi 50 a 60°C. 

3. Syntéza nových řetězců – v tomto kroku dochází k nasednutí DNA polymerázy prodlužování 

primerů (elongace) – zahřátí směsi na teplotní optimum DNA polymerasy (obvykle 72°C) 

umožní efektivní syntézu fragmentu požadované délky v daném čase. Doba trvání jednotlivých 

cyklů závisí na délce replikovaného fragmentu a na typu polymerasy. 
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Střídání teplot v průběhu PCR 

 

Cyklus se periodicky opakuje 15 – 40 krát, což vede k exponenciálnímu zmnožení 

zvoleného fragmentu. Jak je zajištěno, že vznikne právě zvolený fragment? Nové vlákno DNA 

syntetizuje DNA polymeráza, která nesedne v místě primeru a prodlužuje jej. V prvním cyklu 

by teoreticky mohla syntetizovat až do konce řetězce předlohy. Prakticky toto nenastává, 

protože dříve dojde k denaturaci v dalším tj. 2. cyklu. Ve 2. cyklu dojde k rozvolnění 

dvouvláknové DNA na jednotlivá vlákna. Na takto vzniklé 4 řetězce nasednou znovu primery 

a vše se opakuje a tím rozdílem, že je-li předlohou vlákno vzniklé v 1. cyklu, toto vlákno končí 

v místě prvního primeru, tudíž nový řetězec už má příslušnou délku. Tyto krátké specifické 

produkty přibývají exponenciálně, zatímco delší produkty (podle původního dlouhého 

templátu) se množí lineárně. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Průběh PCR 

1 cyklus 
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Aby nebylo nutno po každé denaturaci přidávat nový enzym, používá se termostabilní 

DNA polymerasa, která neztratí svoji aktivitu ani po zahřátí na 95°C. Nejčastěji se používá 

DNA polymerasa získaná z termofilní bakterie Thermus aquaticus, zvaná Taq polymerasa. Aby 

se zabránilo práci polymerázy při nízké teplotě, která může vést k nespecifické amplifikaci, 

používá se tzv. hot-start polymerázy. Tyto enzymy obvykle využívají monoklonální protilátky, 

které se vážou do katalytického místa enzymu, čímž reverzibilně blokují jeho aktivitu. Při 

prvním denaturačním cyklu dojde k ireverzibilní teplotní denaturaci protilátky a tím k 

odblokování enzymatické aktivity. 

Klíčovou podmínkou úspěchu je výběr správných primerů. Tyto oligonukleotidy 

obvykle o délce 17-25 nukleotidů, hybridizují s komplementární sekvencí opačných vláken 

templátové DNA a ohraničují tak amplifikovanou sekvenci. Musí být tedy komplementární k 

cílové DNA, ale nesmí být komplementární vůči sobě navzájem či uvnitř jednoho z primerů. 

Tyto oligonukleotidy jsou po hybridizaci na 3’-konci prodlužovány DNA polymerasou, která 

neumí začít syntézu komplementárního řetězce DNA de novo. Jejich sekvence se udává ve 

směru 5´- 3´ kopírovaného vlákna, první označujeme forward (upstream) a druhý reverse 

(downstream). Vybrané sekvence by měly být jedinečné, specifické pro amplifikovanou 

sekvenci, aby se nemnožil jiný úsek než požadovaný. Také by měly mít stejnou nebo alespoň 

podobnou teplotu annealingu. Teplotu annealingu lze různými metodami přibližně vypočítat, 

vždy však musí být empiricky optimalizována, aby amplifikace byla specifická při dostatečném 

výtěžku. Při příliš nízké teplotě mohou primery nasedat i na sekvence, se kterými nejsou zcela 

komplementární. Vytvoří se tak nespecifický produkt. Při příliš vysoké teplotě primery 

hybridizují nedostatečně a produkt se tvoří ve velmi malém množství. 

V neposlední řadě je účinnost amplifikace ovlivněna kvalitou a čistotou templátové 

DNA.  Nečistoty obsažené ve vzorku mohou působit jako inhibitory polymerázy, nebo 

polymerasovou reakci výrazně zpomalovat tím, že se váží na templátovou DNA 

a znepřístupňují ji pro vazbu polymerázy. 

Protože pro úspěšný průběh PCR je bezpodmínečně nutná dobře denaturovaná DNA, 

předřazuje se před blok cyklů úvodní denaturace (obvykle 95°C 2 – 3 min), která zabezpečí 

rozdělení dsDNA na dvě ssDNA. Po proběhnutí zvoleného počtu cyklů se standardně vkládá 

krok pro dosyntetizování fragmentů - 72°C, 5 - 7 min, pak se reakční směs zchladí na 4°C.  

 
 

Denaturace a renaturace DNA 

Stoupající teplota prostředí (stejně tak silně alkalické pH) vede k porušení vodíkových 

můstků mezi vlákny dvoušroubovice.  Hovoříme o denaturaci DNA. Tato změna je reverzibilní. 

Navrácení do původního dvouvláknového stavu, tzv. renaturace (= hybridizace) lze dosáhnout 

pomalým ochlazováním. Při prudkém ochlazení nenastává.  Za vhodných podmínek mohou 

takto vytvořit dvoušroubovici i vlákna různého původu pouze na základě komplementarity bází. 
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Denaturace DNA 

 
 

Charakteristikou stability fragmentu dsDNA je jeho teplota tání Tm (melting 

temperature).  Je to teplota, při které je dvouřetězcová DNA z poloviny denaturována. Tato 

teplota závisí na délce fragmentu, na jeho nukleotidovém složení (vyšší podíl GC párů zvyšuje 

teplotu tání) a na dalších faktorech jako pH nebo iontová síla roztoku. 

U oligonukleotidů kratších než 50 bp lze orientačně vypočítat podle vzorce:  

Tm = 2× (počet AT párů) + 4× (počet GC párů) 

Hybridizační teplota je o 5 °C nižší, než je Tm. 

 

Amplifikace RNA  

V případě amplifikace RNA se provádí reverzní transkripce s následnou polymerázovou řetězovou reakcí 

(RT – PCR). Při reverzní transkripci se reakční směs skládá z následujících složek:  

• templátová RNA  

• reverzní transkriptasa, což je enzym, který provede zpětný přepis RNA na jednovláknovou DNA  

• syntetický oligonukleotid  

- při reverzní transkripci mRNA se používá oligonukleotid oligo(dT)
12 – 24

, který se přichytí na polyadenylový řetězec, 

nebo směs oligonukleotidů (obvykle hexamerů) s různými sekvencemi, které se přichycují na náhodné 

komplementární sekvence RNA  

- při reverzní transkripci určité vybrané RNA se známou částí nukleotidové sekvence se používá genově specifický 

primer  

• inhibitor ribonukleas  
 

Běžná reverzní transkripce má tento průběh:  

1. denaturace RNA před přípravou reakční směsi  

2. příprava reakční směsi  

3. přichycení primeru při vhodné teplotě (pro oligo(dT)
15 

25°C 10 min)  

4. vlastní syntetická reakce (cca 42°C 60 min)  

5. teplotní inaktivace enzymu (při 99°C 5 min)  

6. zchlazení směsi na 4°C  

 

Následná PCR, při níž je reverzní transkriptázou syntetizované 1. vlákno cDNA amplifikováno na běžnou 

dvouvláknovou DNA, se již podstatně neliší od PCR výše uvedené. 
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Restrikční endonukleasy (restriktasy) 

Restrikční endonukleázy jsou bakteriální enzymy štěpící cizorodou dsDNA na kratší 

úseky, tzv. restrikční fragmenty. Bakteriím tyto enzymy slouží jako jakýsi „imunitní systém“, 

který je chrání před cizorodou DNA. Vlastní DNA bakterie je chráněna proti degradaci 

methylací v místech rozpoznávaných sekvencí. Tyto bakteriální enzymy lze izolovat a využít 

v molekulárně biologické laboratoři k fragmentaci DNA. 

Restrikční endonukleázy jsou podle svých vlastností rozdělovány do 4 typů. Praktické 

využití při analýzách DNA mají endonukleázy typu II. Tyto restriktázy neštěpí DNA náhodně, 

ale rozpoznávají specifické sekvence (restrikční místa) a DNA přímo v nich, nebo v jejich těsné 

blízkosti štěpí. Tato místa bývají obvykle dlouhá asi 4-8 nukleotidů, často mají charakter 

palindromů (obrácených repetic). Štěpení fosfodiesterové vazby probíhá současně na obou 

řetězcích. Pokud dochází ke štěpení přesně uprostřed restrikčního místa, vznikají tzv. tupé 

konce. Pokud dochází ke štěpení v jiném místě, vznikají konce s různě dlouhým přesahem, tzv. 

lepivé konce.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Způsob štěpení  

 
 

V současnosti je známo více jak 4 000 restriktáz, které rozpoznávají více jak 300 

různých sekvencí. Existují databáze, např. REBASE® (rebase.neb.com), ve kterých je možné 

vyhledávat  restriktázy např. podle rozpoznávané sekvence. 

Názvosloví restrikčních endonukleáz je poměrně specifické. První tři písmena názvu 

jsou odvozena z rodového (první písmeno), respektive druhového jména (druhé a třetí písmeno) 

organismu, ze kterého restriktasa pochází, např. Eco pro Escherichia coli nebo Hin pro 

Haemophilus influenzae. Následuje symbol pro označení kmene, Hind pro H. influenzae kmen 

http://rebase.neb.com/
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d. Poslední součástí názvu je římská číslice označující jednotlivé restriktázy produkované 

stejným kmenem, HindII a HindIII. Štěpení DNA pomocí restrikčních endonukleáz má široké 

využití např. restrikční analýza DNA, molekulární klonování, tvorba cDNA knihoven… 

 

Stanovení SNP 

Ke stanovení jednonukleotidových polymorfismů lze využít metodu nazvanou 

„polymorfismus délek restrikčních fragmentů“ (RFLP, restriction fragment length 

polymorphism) nebo její modifikaci  PCR-RFLP = AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism).  V praktiku využijeme modifikovanou metodu. 

V prvním kroku se izoluje DNA, která má být analyzována. Oblast s předpokládaným 

výskytem polymorfismu je amplifikována pomocí PCR.  Získaný PCR produkt je podroben 

restrikčnímu štěpení. Původní metoda používá k restrikčnímu štěpení přímo izolovanou 

genomovou DNA. Liší-li se dvě alely nukleotidovou sekvencí, která je na jedné z nich součástí 

místa rozeznávaného restrikční endonukleasou, je toto restrikční místo na druhé z nich 

porušeno, tj. DNA není v tomto místě danou restriktázou štěpena.  Po rozštěpení daným 

restrikčním enzymem se původně stejně dlouhé fragmenty liší svojí délkou. Získané fragmenty 

se analyzují pomocí gelové elektroforézy. 

Protože genomová DNA je kromě cílové sekvence štěpena danou restriktázou ještě 

v obrovském počtu dalších restrikčních míst, výsledkem štěpení je obrovské množství 

fragmentů, které tvoří na elektroforéze souvislou „šmouhu“. Pro zjištění polohy fragmentů 

sledované sekvence je proto nutné použít tzv. Southern blot. V případě metody PCR -RFLP je 

výsledkem štěpení jen několik málo fragmentů a proto na elektroforéze přímo vidíme výsledek. 

 

 

Southernův přenos (Southern blot/blotting) 

Southernův přenos je hybridizační technika, pojmenovaná podle E. Southerna, který daný postup zavedl.  

DNA se elektroforézou na agarosovém gelu rozdělí podle velikosti fragmentů a denaturací v roztoku NaOH se 

převede na jednovláknovou strukturu. Jednovláknová DNA (ssDNA) se přenese na nylonovou nebo 

nitrocelulosovou membránu. Přenos DNA z gelu na membránu (blotting) se uskutečňuje buď pomocí kapilárních 

jevů nebo pomocí elektrických sil (elektroblotting). DNA se na membráně zakotví (nejčastěji UV zářením).  Poté 

se membrána nechá inkubovat v roztoku, který obsahuje značené definované fragmenty DNA - sondy (próby). 

Tyto sondy hybridizují (vytvářejí dvouvláknové úseky) s komplementárními řetězci zakotvené DNA. Po 

hybridizaci se nenavázané sondy odmyjí a deteguje se poloha navázaných sond. Jsou-li sondy značeny 

radioaktivně, provede se autoradiografie – membrána se položí na rentgenový film a nechá exponovat. Po vyvolání 

filmu bude na místě hybridizované radioaktivní sondy signál. Existují však i komerčně dostupné sety pro 

neradioaktivní značení, např. fluorescenční nebo chemiluminiscenční. 

Existuje obdobná hybridizační technika pro analýzu RNA nazvaná Northern blot. 
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Elektroforéza  

 

Základní technikou dělení, identifikace a purifikace nukleových kyselin je elektroforéza 

na gelu. Nukleové kyseliny se v mírně zásaditém prostředí (pH ≈8,5) chovají jako polyanionty. 

Se zvyšujícím se počtem nukleotidů v molekule úměrně roste její náboj. Proto se v elektrickém 

poli pohybují směrem k anodě. Abychom docílili jejich rozdělení podle velikosti, používáme 

vhodný nosič, nejčastěji agarosový nebo polyakrylamidový gel, které slouží jako molekulové 

síto. Větší molekuly se jimi pohybují mnohem hůře než molekuly menší. 

Pro delší fragmenty (500 bp – 25 kbp) se používají agarosové gely, pro kratší fragmenty 

gely polyakrylamidové. Dělící schopnost agarosového gelu lze ovlivnit koncentrací agarosy, 

standardně používané koncentrace uvádí tabulka. 

 

koncentrace agarosy v gelu  

(%)  

délky efektivně dělených fragmentů DNA 

(kbp)  

0,5  30 – 1  

0,7  12 – 0,8  

1,0  10 – 0,5  

1,2  7 – 0,4  

1,5  3 – 0,2  

 

Elektroforéza na agarosovém gelu se provádí v horizontálním provedení. Připraví se gel 

s danou koncentrací agarosy v elektroforetickém pufru (TAE nebo TBE), který má tloušťku 0,5 

– 1 cm a na startu jamky pro nanesení vzorků. Gel se vloží do elektroforetické nádoby a zalije 

se elektroforetickým pufrem tak, aby nad gelem byla vrstva pufru 1 mm.  

Před nanesení na gel se vzorek smísí s nanášecím pufrem (loading buffer), což zvýší 

hustotu směsi a tím usnadní aplikaci do jamky. Nanášecí pufr obsahuje navíc i barvivo, které 

vlivem elektrického pole migruje stejným směrem jako nukleové kyseliny a poskytuje tak 

možnost odhadnout pozici dělených fragmentů. Nejčastěji se používá bromfenolová modř, 

která postupuje rychlostí stejnou jako fragment DNA o délce 500bp.  

Pro určení délek analyzovaných fragmentů je vhodné se vzorky nanést na gel i marker, 

tj. směs DNA fragmentů vhodných délek, jejichž velikost je známa.  

Po nanesení vzorků se elektroforéza připojí k elektrickému zdroji, nastaví se napětí 1 - 

10 V / cm délky gelu a podle délky dělených fragmentů se zvolí doba průběhu.  

Rozdělené fragmenty mohou být vizualizovány vybarvením gelu ethidiumbromidem, 

což je barvivo, které se interkaluje do DNA a pod ultrafialovým zářením oranžově 

fluorescenčně září. Barvení gelu může být provedeno po ukončení elektroforézy koupáním 

v roztoku ethidiumbromidu (0,5 μg/ml) nebo lze ethidiumbromid do gelu přidat již při jeho 

přípravě (konečná koncentrace ethidiumbromidu v gelu - 0,5 μg/ml). Ethidiumbromid je 

potenciální karcinogen. 
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Elektroforéza – princip 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Elektroforetická vanička 
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Interpretace výsledků  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Štěpení PCR produktu restrikční endonukleázou MnlI 
 

 

 

Proč vidíme právě proužky daných délek (158, 130, 93 a 37bp)? 

Restrikční endonukleáza MnlI rozpoznává určitou sekvenci. Součástí rozpoznávané 

sekvence je i místo, kde pokud je přítomna, nachází se Leidenská mutace. 

Pokud se jedná o wt homozygota, jsou v PCR produktu přítomna 2 restrikční místa. 

Produkt se rozštěpí na 3 části. Na elektroforéze tedy budou 3 proužky (158, 93 a 37bp). 

Změnou nukleotidu v případě mutace jedno z restrikčních míst zaniká a nedochází 

v tomto místě ke štěpení. Produkt se štěpí pouze na jednom místě. Tudíž vzniknou pouze 

2 části. Na elektroforéze uvidíme 2 proužky (158 a 130 bp). Toto je případ homozygota Leiden. 

U heterozygota, který zahrnuje obě varianty, uvidíme 4 proužky (1. je společný oběma 

variantám - 158bp, 2. nerozštěpený (alela L) - 130bp, 3. a 4. dvě části vzniklé štěpením 

(normální alela) 93 a 37bp). 
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Pomůcky a slangové termíny 

Eppendorfka (mikrozkumavka typu Eppendorf) 

Malá plastová zkumavka (nejčastěji o objemu 1,5 ml) s víčkem a s kónickým 

dnem. Je to snad nejuniverzálnější a nejvíce používaná "nádobka" 

v laboratořích biochemie a molekulární biologie. Uplatnění má všude tam, kde 

se pracuje s malými objemy (v řádu desítek až stovek mikrolitrů). Slouží nejen 

k provádění reakcí, ale i pro přípravu a skladování roztoků. Je vhodná i pro 

skladování hluboce zamražených vzorků (-80 °C). Při provádění reakcí odolá i 

teplotám 100 °C. Zkumavka je autoklávovatelná. 
 

Autoklávování je v laboratořích běžný a velice účinný způsob sterilizace vlhkým vzduchem za vysokého tlaku 

a teploty (parní sterilizace), typicky 120 °C po dobu 15 minut. 
 

Připojené víčko snadno umožňuje těsné uzavření, které brání kontaminaci během práce a dělá 

z eppendorfky nádobku vhodnou i na dlouhodobé skladování. 
 

Kónické dno umožňuje centrifugaci, navíc tento tvar zkumavky s úzkým prostorem dna 

usnadňuje práci s malými objemy, tj. i pokud je ve zkumavce jen minimální objem, pořád je 

odtud relativně pohodlně pipetovatelný. 
 

Slangový název eppendorfka pochází od názvu firmy, která tento typ zkumavky poprvé v roce 

1963 uvedla na trh (německá firma Eppendorf založená roku 1945 v Hamburku ve čtvrti 

Eppendorf, podle které si dala firma jméno). Zkumavky jsou vyráběny z polypropylenu, což je 

materiál chemicky velmi odolný, snese i extrémní teploty (-90 °C až +121 °C). Za více než 50 

let existence se v designu zkumavek projevila mnohá drobná vylepšení, která mohou zpříjemnit 

práci a některá směřují zkumavky k jednomu určitému typu použití. Dostupné jsou eppendorfky 

se "safe-lock" pojistkou víčka, která brání snadnému otevření, zkumavky s naprosto čirou 

stěnou, která umožní jejich přímé použití jako kyvet pro optické metody. Stěna zkumavek může 

mít hrubé měřítko objemu nebo plošku pro "nesmazatelné" označení. 

Vortex (vortex mixer) 

Přístroj určený k důkladnému promíchání obsahu malých zkumavek a nádobek. Když je 

zkumavka vtlačena do gumové části nahoře na přístroji, spustí se motor a gumová část rychle 

osciluje kruhovitým pohybem, pohyb se přenáší na tekutinu uvnitř nádobky a ta se vířivým 

způsobem (vortex = vír) velice efektivně míchá. Většina přístrojů má nastavitelnou rychlost 

pohybu a možnost volby, zda je motor spuštěný nepřetržitě nebo se zapne jen na dobu, kdy na 

gumovou část tlačíme zkumavkou. 
 

Je možných více způsobů, jak zkumavku na 

vortex přikládat (vtlačit do středu gumové části 

nebo jen opřít o hranu). Pro běžné promíchání 

roztoku stačí většinou jen krátké přiložení (5-10 

sekund), ale při některých procedurách je ale 

vyžadováno intenzivní míchání po delší dobu. 
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Při míchání obsahu eppendorfky je nutné, aby jeden prst ruky, ve které eppendorfku držíme, 

jistil víčko proti možnému otevření! Jinak hrozí vystříknutí obsahu. Z tohoto důvodu se 

nedoporučuje vortexovat žíraviny. 
 

zvortexovat = promíchat na vortexu 

Mikrocentrifuga 

Centrifuga určená k odstřeďování malých zkumavek (eppendorfek) 

 


