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Klinicka biochemie

Proteiny krevni plazmy

Krev je suspenze cervenych krvinek, bilych krvinek a krevnich desticek v krevni
plazmé. Jedna se o dilezitou soucast vnitiniho prostiedi organizmu, zajistujici pfivod Zivin a
kysliku tkanim, odsun metabolickych zplodin, udrZeni stdlych osmotickych pomért,
konstantnich proporci biologicky dilezitych iontl, pH a teploty. V krvi obsazené regulacni
molekuly umoznuji komunikaci mezi organy a tkanémi, slozky imunitniho systému zasahuji
proti nezadoucim substancim a parazitim. Rada faktorti se po piislusné aktivaci Gi¢astni srazeni
krve a odbourani krevnich srazenin.

Krev je pro svou snadnou dostupnost nejcastéji vySetfovanou tkani. Cela krev se
vysetfuje jen vyjimecné, napf. pfi analyze acidobazickych pomérit nebo pfi stanoveni
koncentrace glukézy. Daleko nejcastéji provadime rozbor krevniho séra, zlutavé vazké
tekutiny, ziskané odstfedénim krevni srazeniny, které odstrani spolu s krevnimi elementy také
koagulacni faktory. Je nezbytné, aby odstfedéni krve bylo provedeno bezprostfedné po odbéru
(nejpozdéji do 1 hodiny), aby se pfedeslo zménam biochemismu a integrity erytrocytu.
Viditelnym ptiznakem poskozeni cervenych krvinek je hemolyza, na které se ti¢astni teplotni,
mechanické a osmotické faktory. Pfi nespravném uchovéni a zpracovani vzorkil jsou nekteré
biochemické tdaje zkresleny, zejména hladina draslikovych ionti.

Funkce plazmatickych bilkovin

Plazmatické proteiny zajistuji celou fadu dulezitych funkci. Mezi specifické funkce
fadime napf.: UCast na imunitnich reakcich uimunoglobulinfi, UCast na srdZeni krve
U koagula¢nich faktort, transportni funkce bilkovin specializovanych na ptenos Zeleza, médi,
thyroxinu, kobalaminu, hemoglobinu, schopnost organizovat lipoproteinové castice a
umoznovat tak solubilizaci lipidi. Pozoruhodné je schopnost albuminové molekuly vazat a
pfenaset hydrofobni substance, jako jsou mastné kyseliny, steroidni hormony, bilirubin, ale 1
n&které ionty, jako Ca?*, Mg?', jedy a léky. V posledni dobé se vénuje velka pozornost fadé
bilkovin krevniho séra, které jsou schopny inhibovat proteolytické enzymy a tim paralyzovat
jejich  potencialné  destruktivni  G¢inek  (ar-antitrypsin,antichymotrypsin,  inhibitory
koagulacnich a fibrinolytickych faktort).

Svou diilezitost maji rovnéz nespecifické funkce plazmatickych bilkovin. Vzhledem ke
své hydrofilni povaze a omezené moznosti difuze mimo cévy jsou schopny udrZovat napli
cévniho fecisté prostfednictvim vody na n€ vazané, a tim zajiStovat zivotné dileZitou cirkulaci
krve. V tomto ohledu jsou molekuly albuminu u¢inné;jsi nez globuliny. Pti Sokovych stavech
nelze dobte nahradit bilkoviny roztoky soli. Ur¢itym vychodiskem jsou vysokomolekuldrni
polymeru typu dextranu. Bilkoviny maji amfolytovy charakter, podileji se tedy na pufrovaci
kapacité krve. Jako proteinaty nesou pii fyziologickém pH negativni néboj, jsou tudiz partnery
ekvimolarnimu mnozstvi kationtt (viz iontogram). Bilkoviny jsou biopolymery vzniklé
polykondenzaci asi dvaceti zékladnich aminokyselin. Funkéni skupiny nékterych aminokyselin
(Asp, Glu, Lys, Arg, His) nachézejici se v postrannim fetézci proteinu mohou pti vhodném pH
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disociovat a bilkovina tim ziska urcity iontovy naboj. Za fyziologickych podminek pti pH krve
7,40 je v plasmé& 15 az 17 mmol/l zapornych proteinatovych nabojt. Pii uréitych malnutri¢nich
stavech a pfi ndhlych zatézich dochazi ke zvySenému odbourdvani krevnich proteinti, coz se
laboratorné projevi jako hypoproteinemie. V ptipadech karence aminokyselin se vSak dava
pfednost parenteralnimu podavani aminokyselinovych smési pfed infuzemi plazmatickych
proteini, vzhledem k relativné pomalé degradaci proteinovych molekul.

Vzhledem ktomu, Ze krevni plazma je roztokem bilkovin o rizné molekulové
hmotnosti, vyjadiujeme celkovou koncentraci jako hmotnostni, tj. v g/l. Jedna se o pomérné
koncentrovany roztok v rozmezi 63-80 g/l. VétSina plazmatickych proteind je vytvarena
Vv jaternich buiikach. Hlavni vyjimkou jsou imunoglobuliny produkované plazmatickymi
buitkami. Vzhledem k tomu, ze vice nez 80% proteint syntetizovanych v jatrech je urceno pro
export do plazmy, maji zadvaznéjsi jaterni poruchy za nasledek pokles hladin jednoho nebo vice
proteint krevni plazmy. V plazmé kvantitativné ptfevazuje jednotna frakce albuminu, zatimco
hmotnostné méné zastoupené globuliny piedstavuji pestrou skupinu, sestavenou az na malé
vyjimky z glykoproteinii a lipoproteinti. Glykoproteiny obsahuji cukernou slozku, kterd se
v tfad¢é pfipadi uplatiuje pfi funkci proteinu a miize také prodlouZzit polocas degradace
prislusného proteinu.

V praxi je Castéjsi vySetieni krevniho séra, kde jiz nenajdeme fibrinogen a koagulacni
faktory.

Déleni bilkovin krevniho séra, funkce jednotlivych proteint

Sérové proteiny jsou obvykle rozdélovany elektroforézou.

Elektroforéza je metoda umoznujici déleni latek na zaklade jejich rizné pohyblivosti v elektrickém poli.
Smés délenych latek se nanese do prostoru mezi elektrody, které jsou pak pfipojeny ke zdroji elektrického napéti.
Vzniklé elektrické pole zptisobuje pohyb elektricky nabitych ¢astic. DElit Ize obecné riizné smési nabitych Castic,
ale prakticky se elektroforéza nejvice vyuziva k frakcionaci bilkovin a nukleovych kyselin. Je pouzivana jak
v kvalitativnim, tak i kvantitativnim provedeni (slozeni délené smési), a také jako metoda preparativni (izolace
slozky délené smési).

Rychlost migrace nabitych Castic zavisi na hodnoté jejich ndboje, na velikosti ¢astic (molekulové
hmotnosti) a na jejich tvaru. Rychlost pohybu ¢astic dale zavisi na vlastnostech prostiedi a na vlozeném napéti.
Pouziti vy$siho napéti, pfi némz probihd déleni rychleji, je limitovano maximélni pouzitelnou hodnotou
elektrického proudu. Protékajici proud po pfipojeni elektrického napéti zavisi podle Ohmova zakona (I = %) na

elektrickém odporu elektroforetického prostredi. Pfi prichodu elektrického proudu vodi¢em (i kapalnym) se
uvoliiuje tzv. Jouleovo teplo, které je imérné protékajicimu proudu (Q = R X 12 X t ). MliZe byt tedy pouZit pouze
takovy elektricky proud, ktery nezplsobi piehrati prostiedi, coz by zvysilo diftizi ¢astic (a tim zhorsilo kvalitu
déleni), zptisobilo by rychlé odpatovani elektrolytu a precipitaci délenych latek.

Podle provedeni se elektroforéza déli na volnou a zénovou. Pii volné elektroforéze déleni probiha piimo
v roztoku volného elektrolytu, ale vzhledem k rugivym vlivim (proudéni kapaliny) je provedeni technicky velmi
narocné a krome kapilarni elektroforézy se bézn¢ nepouziva. Pti zonové elektroforéze, provadéné na nosicich, k
volnému pohybu elektrolytu nedochézi. Nosi¢ mlze byt inertni (napf. acetat celulosy) nebo muize s délenymi
molekulami vykazovat specifické interakce (napt. agarovy, agarosovy nebo polyakrylamidovy gel).

Elektroforéza na acetdtu celulosy, jejiz vyhodou je ostré déleni, kratky ¢as provedeni (15 - 30 minut),
pouziti malého mnozstvi vzorku, snadna piiprava nosic¢e (komerc¢né dodavana folie se pouze nasyti elektrolytem)
a moznost densitometrického vyhodnoceni.

Elektroforéza na agarovém gelu vyuziva jako nosi¢ agar izolovany z motskych fas (smés polysacharid
agarosy a agaropektinu). Agar obsahuje vazané zaporn¢ nabité skupiny, s kterymi nasledné asociuji kationty
elektrolytu. Tyto vazané kationty se v elektrickém poli uvoliiuji a zplisobuji tok elektrolytu smérem ke katode,
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elektroendoosmozu (EEQ). Tento d¢j pisobi proti pohybu zaporné nabitych ¢astic a u pomalu migrujicich ¢astic
miZe zpusobit i jejich piesun za start (,,pohybuji* se ke katod¢).

elektroendoosmoza

_-so, —-Co0"

Siroce pouzivanou analytickou metodou je elektroforéza na agarosovém gelu, kteri méa nizkou
elektroendoosmozu a ve srovnani s acetatem celulosy vyssi rozliSovaci schopnost pfi zachovani ostatnich vyhod.
Délici schopnost gelu se ovliviiuje koncentraci agarosy (obvykle 0,5 - 6%), ¢emuz odpovida velikost port od 300
do 100 nm. Chemicky je agarosa polykondenzatem agarobiosy, disacharidu tvofeného B-D-galaktropyranosou

(1,3-vazba) a 3,6-anhydro-a-L-galaktopyranosou (1,4-vazba).
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Zakladni strukturni jednotka agarosy
Vysokou rozliSovaci schopnost ma elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGE). Gel vznika

polymeraci zdkladniho monomeru - akrylamidu (CH,=CH-CO-NHy>) a sit'ovaciho monomeru - N, N -methylen-
bis-akrylamidu (CH,=CH-CO-NH-CH,—-NH-CO-CH=CH,).

Il Il Il
(I:_NHZ + CH2:CH—C—NH—CHZ—NH—C—CH:CH2

CH,—CH
l SO, *

i i i i
C—NH, C—NH, C—NH C—NH,
—CH;CH—CH;-CH—CH;-CH—CH;~CH—CH-CH—CH;CH—

O:C—l}lH O:C—I?IH
A i G+
O:?—NH (I:—NH2 CIZ—NH2 O:CIZ—NH 3 ’
—CHz~CH—CHyCH—CH;~CH—CH;-CH—CH;-CH—CH;-CH— Zesitovany polymer
C—NH C—NH, polyakrylamidového gelu
g i



Slozenim polymeracni smési lze ovlivnit zesitovani polymeru, tedy velikost ok v gelu. Pomoci PAGE lze
délit mensi proteiny, RNA a krat§i useky DNA. Vyhodou polyakrylamidového gelu je snadné pfiprava, dobré
mechanické vlastnosti, prihlednost, absence elektricky nabitych skupin, z ¢ehoZ vyplyva nizkd adsorpce a
elektroendoosmoza. Poskytuje nejlepsi rozliseni (lidské sérum déleno az na 35 frakei). Nevyhodou gelu je jeho
toxicita.

Modifikaci metody pfi d€leni proteint je elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s laurylsiranem
sodnym (SDS-PAGE). Laurylsiran sodny (dodecylsulfat sodny, SDS) je detergent, ktery zpusobuje silnou
denaturaci proteinll (méni tvar do valcovité podoby) a navic se vaze s proteiny v konstantnim hmotnostnim poméru
(1,4 g SDS/1 g proteinu, tj. 1 molekula SDS na 2 aminokyselinové zbytky). Vzhledem k vysokému néboji
vazaného SDS lze zanedbat vlastni naboj proteinu. Protoze maji v§echny molekuly pfiblizné stejny tvar a naboj
odpovidajici velikosti proteinu (vlivem vazaného SDS), pouzitim SDS-PAGE se rozdéli podle své molekulové
hmotnosti.

Podle usporadani se elektroforéza déli na horizontalni, vertikalni a kapilarni (CE). Horizontdlni
elektroforéza se pouziva pro detekce na agarosovych gelech, polyakrylamidovych gelech vétsi tloustky s nizkym
zesit'ovani a pro izolaci rozdélenych frakci na preparacnich gelech. Vertikdlni elektroforéza se pouziva predevsim
pro analytické ucely. Vyhodou je homogenni polymerace gelu, tenkost gelu a tedy potfeba malého mnozstvi
vzorku a moznost paralelniho provedeni ve vice drahach. Kapildarni elektroforéza se provadi ve velmi tenkych a
dlouhych kapilarach (primér 0,05 - 0,1 mm, délka az 1 m) plnénych polyakrylamidovym gelem nebo analytickym
pufrem. VVzhledem k vy$§imu elektrickému odporu prostiedi se déleni provadi pti vysokém napéti. K detekci se
pouziva nejcastéji UV-fotodetektor umistény na konci kapilary. Vyhodou je rychlost, vysoka rozliSovaci
schopnost, nizka spotieba vzorku a moznost znacné automatizace.

Pro lepsi rozliSeni frakci vzorku v gelu (ostrost zon) se pouziva tzv. diskontinualni (diskova) elektroforéza,
pfi niz se soucasné pouzivaji dva typy gelt. V prvnim gelu se vzorky zkoncentruji do uzkych prouzki, ve druhém
gelu probiha vlastni déleni.

Dalsim vylepsenim elektroforetickych metod je pouZiti gradientovych geli — gelt, v nichZ se uréita vlastnost
postupné méni. VyuZivaji se gely s gradientem hustoty gelu (velikosti port), gely s gradientem iontové sily gelu
(méni se pohyblivost ¢astic v elektrickém poli) nebo (pro proteiny) gely s gradientem pH, tzv. izoelektricka
fokusace (IEF). Pfi izoelektrické fokusaci se délené latky pohybuji od katody (-), kde je nejvyssi pH, k anodé (+),
kde je pH nejnizsi. Pti dosazeni izoelektrického bodu jsou navenek elektroneutralni a ztrati pohyblivost.
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Izoelektricka fokusace

Kombinaci SDS-PAGE a IEF je dvourozmérna elektroforéza. Nejprve se pomoci IEF slozky rozdéli podle
izoelektrického bodu, pak se v kolmém sméru pomoci SDS-PAGE rozdéli podle molekulové hmotnosti.

Detekce elektroferogramu se provadi selektivnim barvenim. Vhodné zvolené barvivo je pevné adsorbovano
Vv misté vyskytu vzorku a pfi nasledném odbarvovani se barvivo uvolni pouze z okoli. Barvivo tedy zlstava
zachyceno pouze v misté vyskytu vzorku a intenzita zbarveni odpovida mnozstvi vzorku. Elektroferogram lze
vyhodnocovat jak kvalitativng, tak i kvantitativné a to densitometricky. Densitometr je fotometr specidlng
konstruovany pro méteni intenzity zbarveni jednotlivych zon (,,prouzkti®) elektroferogramu na pruthledném nosici.

Elektroforéza je zékladnim nastrojem metod molekularni biologie a studia proteinti. V klinické biochemii se
elektroforéza pouziva predevsim k analyzam proteini (vySetfeni plasmatickych bilkovin, vySetfeni lipoproteint,
déleni izoenzyml, analyza moci pii proteinurii, vySetfeni bilkovin mozkomi$niho moku).



Vétsina klinickych analyz sérovych proteint je provadéna v barbitalovém pufru pii pH
8,6. P1i této slab¢ alkalické reakci jsou vSechny sérové proteiny nabity zaporn€ a pohybuji se
proto k anod¢. Nejvyssi negativni naboje, a tim i nejvétsi anodalni mobilitu, vykazuje albumin
(pl = 4,8), nejpomaleji se pohybuji gama-globuliny. Zpravidla se v tomto systému docili
rozdéleni na pét hlavnich frakci. Pomérné zastoupeni téchto frakci se urcuje denzitometricky
po obarveni vhodnym barvivem.

Jednotlivé  proteiny uvniti frakci mohou byt stanoveny specifictéjSimi
imunochemickymi metodami, jako je imunodifuze, imunoelektroforéza, imunofixace,
enzymové¢ imunochemické analyzy, imunobloty atd.

Pii bézné analyze sérovych bilkovin zondlni elektroforézou je obtizné zachytit a
kvantifikovat malou frakci bilkovin, ktera se pohybuje pied albuminem, a byla proto nazvana
prealbumin. Tato bilkovina se ucCastni transportu thyroxinu a navazuje se na ni také
nizkomolekularni protein ptenasejici vitamin A. Klinicky je vSak zajimava zejména tim, ze
obsahuje zna¢ny podil strategické aminokyseliny tryptofanu a ma kratky polo¢as odbouravani.
Hodi se proto ke sledovani aktudlniho stavu vyzivy. Pfi malnutrici zaznamenavame rychly
pokles, normalizace diety vede k navratu na normalni hodnoty.

Albumin je hlavnim proteinem lidské plazmy, tvoii 53-65%. Je produkovan jatry, ktera
na produkci albuminu vynakladaji 25% své proteosyntetické kapacity. Syntéza albuminu je
snizena u nekterych jaternich chorob, takZze se u postizenych snizi podil albuminu ke
globulinim (A/G koeficient). Snizeni albuminové frakce je také vyvolano jeho ztratami
ledvinou nebo odbourdnim pfi katabolickych stavech. Je zajimavé, ze albumin je hojné
zastoupen Vv intersticiu a je ptitomen i v fad¢ jinych télesnych produkti, jako jsou travici stavy,
slzy, pot, ve zna¢né koncentraci je nachdzen v exudatech. Vzacné se setkdvadme s nepiitomnosti
albuminu (analbuminemie). Kupodivu je tento stav provazen jen mirnymi edémy, vzhledem
ke kompenza¢nimu vzestupu koncentrace globulini. Vzacné zdvojeni vrcholu albuminu,
bisalbuminemie, mize byt projev genetické strukturni odchylky u heterozygota, nebo takeé
nasledkem navazani cizorodé substance (napf. penicilinu) na ¢ast molekul.

Molekula albuminu je tvofena jednim souvislym fetézcem o 585 aminokyselinach a
molekulové hmotnosti 69 000. Na povrchu zhruba elipsoidni molekuly byl prokazan velky
pocCet vazebnych mist pro ¢etné ligandy. Témito ligandy je fada béznych metabolitt, jako jsou
volné mastné kyseliny a bilirubin, které jsou $patné rozpustné ve vodném prostiedi, ale 1 dalsi
endogenni (napf. kalcium, magnesium, vitamin C) i exogenni substance (1éCiva, jako je
acylpyrin, digoxin, penicilin, kumarinova antikoagulancia a barbituraty). Albumin tak v Krvi
plni Glohu jejich pfenasece. Vzhledem ke své relativné nizké molekulové hmotnosti, vysoké
koncentraci a vazebné kapacité pro anorganické ionty, zajistuje albumin 75-80 % onkotického
tlaku lidské plazmy. Albumin je také pokladan za soucast mimobunééného antioxida¢niho
systému.

Globuliny tvoti 35-47% proteinii krevni plazmy. V porovnani s albuminy maji
globuliny relativné niZ§i rozpustnost, a tim také vétsi pohotovost k precipitaci. Tato precipitacni
schopnost je ovSem v pfitomnosti pfebytku albuminu minimalizovdna — albumin ptisobi jako
,ochranny koloid*, a tim zvySuje stabilitu roztoku. Globulinova frakce je neobycejné
heterogenni, bylo charakterizovano mnoho desitek typi molekul, vétSinou v podobé
glykoproteinovych komplexti. Kvantitativné vyznamné jsou i lipoproteiny, transportni forma



tuka. I kdyz bézna zonalni elektroforéza poskytuje jen velmi hrubou ptedstavu o distribuci
téchto proteintl, ¢asto i tato orientacni data lze vyuzit ke stanoveni diagnozy. Je proto vhodné
ziskat predstavu o kvantitativné nejdtlezitéjsich proteinech tvotici zakladni globulinové frakce
(viz tabulka). Distribuce bilkovin mezi frakce neni vzdy pfesna, n€které proteiny prechézeji
Z jedné frakce do druhé.

Hlavni plazmatické proteiny %

Albumin 53 -65

az-antiproteaza (antitrypsin)
Alfa-1 orosomukoid 2.4
az-lipoprotein
transkortin (CBG)
az-makroglobulin
Alfa-2 haptoglobiny 8-13
ceruloplazmin
transferrin

Globuliny B-lipoprotein

Beta C-reaktivni protein 9-16

slozky komplementu
(fibrinogen)

IgG 80%
IgA 12%

Gama IgM 7% 11.5-19
IgD <1%
IgE <1%

Frakce a1-globulinii:

ai-antitrypsin je tradiéni nazev pro inhibitor nékolika proteolytickych enzymu
serinového typu. Je proto vhodné&j$i nazyvat jej as-inhibitor protedz. Tvoiti 80-90% této prvni
globulinové frakce. Jeho fyziologickym posldnim je vytvaret proteolyticky inaktivni komplexy
s nékterymi protedzami, zejména s leukocytarni elastdzou. Tento vysoce aktivni proteolyticky
enzym, ktery je uvoliiovan pfi zanétlivé reakci, mize pii nedostatku zminéného inhibitoru
destruovat 1 vlastni tkané, coz se projevi zejména porusenim jemné elastické tkané plic.
Postizené osoby jsou ohroZeny ¢asnym vyskytem rozedmy plic (juvenilni emfyzém). Byly
zjiStény i geneticky vazané patologické varianty tohoto inhibitoru, které kromé poruSené
inhibicni funkce maji sklony k tvorbé nerozpustnych komplexi, deponovanych v misté
biosyntézy, tj. v jatrech. Hladina ai-inhibitoru protedz se zvySuje u akutnich stavil, sniZeni
provazi tézké hepatopatie.



Orosomukoid je kysely a1-glykoprotein s mimofadné vysokym podilem cukerné slozky,
stoupajici pii akutnich zanétech.

ai-Lipoprotein je totozny s lipoproteinem vysoké hustoty (HDL), coZ je dano vysokym
podilem proteint s porovnani s jinymi lipoproteinovymi tfidami.

Transkortin neboli kertikosteroidy vazajici globulin (CBG) je hlavnim proteinem
plazmy transportujicim glukokortikoidy.

ai-mikroglobulin (MW 26 000) inhibuje migraci leukocytd, spolu s ostatnimi
mikroproteiny se nachéazi v mo¢i pii tubuldrni proteinurii.

Vzacné se v prvni globulinové frakci setkame ai-fetoproteinem (AFP). Tato alouminu
podobna bilkovina je takika vyhradné produkovana v jatrech béhem fetdlniho obdobi. Po
narozeni vSak jeho hladina rychle poklesne. Pokud se najde v dospélosti, signalizuje zhoubné
bujeni (hepatom, maligni teratom). Nékdy ale provazi i virovou hepatitidu. Pritomnost AFP
vV amniové tekutin€ provazi rozSt€py neuralni trubice zarodku a jiné fetalni defekty.

Frakce a>-globulinii:

az-makroglobulin, jehoz nazev je odvozen od mimoiadné velké molekuly (MW
=725 000), je dal§im proteinem, ktery je schopen vytvaret komplexy s proteolytickymi enzymy
a tim neutralizovat jejich destruktivni u¢inky. Mimo jiné ma také urcitou antithrombinovou
aktivitu. Koncentrace makroglobulinu se zvySuje pii nefrotickém syndromu vzhledem ke
Spatnému pruniku glomerulem, fyziologicky je zvySen u déti. Pokles provazi akutni
pankreatitidu.

Haptoglobiny patii do kategorie proteinti schopnych vazat volny hemoglobin. Zatimco
volny hemoglobin vzhledem ke své mens$i molekule (MW 65 000) muize proniknout
glomerulem, komplex s haptoglobinem (Hb-Hp) je piilis velky (MW 155 000) na to, aby
glomerulem prosel. Zd4 se tedy, Ze funkci haptoglobinu je brénit ztraté cenného Zeleza. Polocas
rozpadu komplextt hemoglobin-haptoglobin je mnohem krat§i nez polocas haptoglobinu
samotného, takZe pfi zvySeném uvolnovani hemoglobinu, napf. u pacientii s hemolytickou
anémii, dochazi ke snizeni hladiny haptoglobinfi. Na druhé stran€ koncentrace haptoglobinu
stoupa pti zanétech a jinych akutnich stavech, proto jej fadime mezi proteiny tzv. akutni faze.

Haptoglobin je tetramer typu a2z, pficemz existuji tfi typy fetézct a, davajici moznost
riznych kombinaci, které lze separovat pomoci elektroforézy. Geneticky rozliSujeme tfi
polymorfni formy, oznaované jako 1-1, 2-1 a 2-2. Jsou produkty dvou gend, pficemz Hp 2-1
oznacuje heterozygotni fenotyp. Dosud nebyly zjistény fyziologické rozdily mezi témito
polymorfnimi typy.

Ceruloplazmin je zodpovédny za transport 90% plazmatické médi (zbylych 10% je
vazano na albumin). Vysoky obsah médi zplsobuje jeho modrou barvu. Nizké hladiny
ceruloplazminu jsou nachazeny u Wilsonovy choroby (hepatolentikularni degenerace), coz je
toxikdza z prebytku médi, zplisobend neschopnosti vyluovat tento kov. Ceruloplazmin ma
oxidazovou aktivitu, kterd miize byt vyuzita na konverzi Fe?" na Fe3*, coz snizuje riziko vzniku
Skodlivych hydroxylovych radikalt.

Frakce p-globulinii:
Transferin hraje centralni roli v metabolismu zeleza vzhledem ktomu, ze
zprostiedkovava pienos zeleza do mist jeho potieby, tj. ze stieva do kostni diené a ostatnich
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organi. Volné zelezo je toxické, vazba na transferin sniZuje jeho potenciadlni toxicitu.
Koncentrace v plazmé je asi 3 g/l. Toto mnozstvi je schopno pfenaset Zelezo az do koncentrace
3 mg/l, coz predstavuje celkovou vazebnou kapacitu pro Zelezo. Vazebnou kapacitu urCujeme
umélym vysycenim plazmy zelezem. Transferin je normalné vysycen jen asi do tfetiny, u
chudokrevnosti z nedostatku zeleza jesté mén¢. Naopak vyssi syceni je nachazeno pii stavech
sttadani Zeleza, napt. u hemochromatozy. Je nutné si vsak uvédomit, ze zelezo, které se nachéazi
ve vazbé na transferin, reprezentuje jen asi 1% celkového zeleza pfitomného v téle. VéEtSina je
obsazena v hemoglobinu, ¢ast v ostatnich porfyrinovych derivatech, zhruba 35% je pak
deponovano v zasobni formé, vazano na ferritin, a to pfevazné v jatrech. Hladina transferinu
stoupa pii nedostatku zeleza, klesa u jeho nadbytku a pii porusené proteosyntéze v jatrech.

p-Lipoprotein odpovida plazmatickym lipoproteiniim s nizkou hustotou (LDL). Podile;ji
se zejména na transportu volného a esterifikovaného cholesterolu, ktery se na celkové
hmotnosti ¢astice podili zhruba 45%. Tato frakce obsahuje vétSinu celkového cholesterolu
V plazmé.

C-reaktivni protein (CRP) je sérovy protein pojmenovany podle schopnosti vazat se na
C-polysacharid pouzdra pneumokokt. Jeho hladina se vyrazné zvySuje pii akutnim zanétu,
zejména bakteridlnim. U zdravych jedinci je jeho hladina velmi nizka. Syntéza je stimulovana
interleukinem 6 (IL-6).

P2-mikroglobulin (MW 11 800) je soucasti HLA systému, a protoze je produkovan
hlavné myeloidnimi a lymfoidnimi buiikami, patii mezi nddorové markery. V moci je nachazen
pfi tubularni proteinurii.

Slozky komplementového systému se UiCastni 1yzy cizich bun¢k a hraji diillezitou roli pii
zanétlivych procesech. Maji proteolytickou aktivitu. Tento systém ma devét hlavnich frakei,
slozky C3 a C4 se vSak nejsndze kvantitativné urci imunochemickymi metodami, protoZe tvori
95% celku. Informativni je zejména ndlez jejich snizeni, protoze signalizuje bud’ zvySenou
spotiebu, nebo snizenou syntézu. Tyto bilkoviny patii také mezi reaktanty akutni faze.

Pii elektroforéze plazmy ve frakci B nachazi i fibrinogen (1.5-4.5 g/l). Fibrinogen je
citlivy indikator nékterych poruch pojivovych tkani, jako je napt. reumatoidni arthritis. Radi se
také k proteinim akutni faze a je rizikovym faktorem pro vznik kardiovaskularnich chorob.

Frakce y-globulinii:

V této frakci se nachazi imunoglobuliny (1g), bilkoviny s protilatkovou aktivitou. Mala
¢ast imunoglobulint se vyskytuje 1 ve frakei . Vznikaji v plazmatickych buiikach lymfatické
tkan¢ a kostni dfené. Protilatky obecn€ maji schopnost se specificky vazat na antigen (nejcastéji
bilkovinného charakteru), a vyvolat tak jeho vysrazeni (precipitaci). V ptipadé¢ bunék nebo
subcelularnich ¢astic zptisobi vazby jejich shlukovani (aglutinaci). V pfitomnosti komplementu
dochazi nasledné az k lyze cizorodého agens. Imunoglobuliny jsou proteiny uniformni stavby,
zékladem je komplex dvou tézkych a dvou lehkych fetézctl, propojenych disulfidovymi mustky.
Jednotlivé molekuly se odliSuji jednak svou antigenni specifitou, danou strukturou variabilnich
usekit molekul, jednak urcitymi rozdily ve struktufe konstantnich tseki. Podle struktury
konstantnich domén tézkych fetézcli rozliSujeme pét zakladnich tfid, oznacenych velkymi
pismeny: G, M, A, D a E. Tyto tfidy maji odliSné funkce v imunitnim systému, napf. tfida IgM
zajistuje Casnou protildtkovou odpoveéd, tfida IgG pozdni protilatkovou odpoveéd’. Nejvice
protilatek nalezi pravé do této tfidy. Na sliznicich se setkdvame se sekre¢nimi IgA a IgE,
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piicemz IgE ma uzky vztah k alergickym reakcim. Existuji metody testovani vazby IgE na
konkrétni alergeny. IgM jsou pentamery, maji tedy nejvétsi molekuly (MW 8,7-9,7x 10°), IgA
se na sliznicich vyskytuji jako dimer, v plazm¢ jako monomer. Zmnozeni IgA se projevi,
vzhledem K jeho lokalizaci pti elektroforéze, ¢asteCnym splynutim beta a gama viny. Tento jev
byva Casty u jaternich cirhdz.

Schéma molekuly IgG, tvorené dvéma tezkymi (H = heavy, tézky) a dvema lehkymi retézci
(L = light, lehky). VL a V' jsou variabilni useky (V = variable, proménny) lehkého a tézkého
Fetezce, reagujici s antigenem, Cr a Cnl-3 jsou konstantni useky lehkych a teézkych retezcii.

Ze slozek nespecifického obranného systému obsahuje y-frakce jest¢ malda mnozstvi
properdinu a lysozymu.

Vzhledem Kk vyjimeénym vlastnostem imunoglobulin si této frakce vSimneme
podrobnéji. Na elektroforéze ji reprezentuje za normalnich okolnosti difizné zabarveny, Siroky
pas snejmenSi anodovou mobilitou. Tento obraz je vysledkem vyrovnané syntézy
imunoglobulini vSech tfid a typl. V piipadé nutnosti mobilizovat protilatkovy systém, jak je
tomu u chronického zadnctu, zmnozuji se zejména imunoglobuliny tfidy G, ale i jinych tfid,
takze dochazi k difiznimu vzestupu y-globulinti. Tento stav se nazyva polyklondlni gamapatie,
protoze se zvysuje tvorba riznych molekul, byt’ ¢asto zamérenych vici jedinému infekénimu
agens. Setkdvame se 1 s pripady, kdy se na elektroforéze objevi uvniti y- nebo B-globulinového
pasu uzky, intenzivné zabarveny pruh, tzv. paraprotein, ktery odpovida velkému mnozstvi
molekul svou strukturou zcela identickych. Tento stav nazyvdme monoklondlni gamapatie.
V tomto piipadé nelze zjistit zadny antigenni podnét a cCasto zde dochazi k redukci
imunoglobulinti jinych tfid. Ne¢kdy jsou produkovany jen lehké fetézce imunoglobulint.
Vzhledem ke své malé molekule (MW 22 000) ptechédzeji snadno do moci a mohou tam byt
detegovany jako Bence-Jonesova bilkovina, reverzibilné precipitujici pii teploté¢ 50-60°C.
Pfitomnost paraproteinu je zavazny nalez, protoze provazi plazmocytomy (myelomy), tj.
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nadory z plazmatickych bunék, produkujici uniformni imunoglobuliny. Je vSak nutno dodat, ze
existuji 1 benigni paraproteinemie, jejichz vyskyt roste zfeteln€ s vékem.

Opakem nadprodukénich gamapatii jsou vrozené poruchy syntézy vy-globulint,
agamaglobulinemie. Postizené déti nevytvareji B lymfocyty, a pokud nejsou zajistény zcela
mimotadné Zivotni podminky, umiraji nasledkem infekci pyogennimi bakteriemi. Odpoveédny
faktor je vazan na X-chromozomu, vyskyt je omezen na muzské pohlavi. Podobné projevy
nedostatku nebo uplné absence jsou zndmy i u jinych frakci, napf. jiz zminéna analbuminemie,
podobné u jednotlivych proteinti a1 a B-frakce, u fibrinogenu. Thromboplastické faktory chybéji
u hemofilii a jinych koagulopatii.

Metody vySetieni plazmatickych bilkovin a jeho hodnoceni

Stanoveni celkové bilkoviny a albuminu

Ke stanoveni celkovych bilkovin séra pro potieby klinické biochemie postacuji relativné
jednoduché barevné reakce. Vzhledem k vysoké koncentraci bilkovin v séru je vhodna i reakce
biuretovd, pii které vyuzivame vzniku modrého komplexu mezi atomy peptidové vazby
proteinu a méd’natymi ionty v alkalickém prostiedi. Lze ovSem pouzit i jiné metody, vétSinou
bicinchoninové (BCA).

Normalni plazmatické hodnoty jsou 63-80 g/l. Hodnoty pod touto hranici oznacujeme
jako hypoproteinemie, vzacnéjsi zvySené hodnoty jako hyperproteinemie. Pii zjisténych
odchylkach je nutno zjistit, kterd bilkovinna frakce je za tento stav odpovédna. Pokud se jedna
o rovnomérné postizeni vSech frakci, je nutno vyloucit zahusténi nebo zfedéni intravazalni
tekutiny. Pti dehydrataci se koncentrace proteint zvysuje, nahly pfisun vody do krevniho feciste
se naopak projevi jako hypoproteinemie.

Vzhledem k tomu, Ze néktera barviva maji vétsi afinitu k albuminu nez ke globuliniim,
1ze této vlastnosti vyuZit ke stanoveni albuminové frakce. Mezi rutinni metody patii stanoveni
s bromkresolovou zeleni nebo bromkresolovym purpurem. Existuji vSak 1 jiné metody, napft.
zékalova imunoprecipitacni metoda s protilatkou proti lidskému albuminu.

Koncentrace albuminu se miZe ménit Castéji, nez koncentrace globulin. Syntéza
albuminu je napt. daleko vice ovlivnéna dostupnosti proteinli ve vyzivé, ztrata glubulinli po
krvaceni se daleko rychleji doplituje. Lze fici, Ze frakce albuminu zfidka pfevySuje normalni
hodnoty, zatimco globuliny jen vzacné klesaji pod fyziologickou hranici. Pfi dehydrataci miize
dojit ke zvySeni koncentrace albuminu. Za takovych podminek budou globulinové a
albuminové frakce umérné zvySeny. Pokles albuminu nastdva pfedevSim nasledkem ztrat
(proteinurie pii nefritidé a nefroze, pfechod do vypotku, ztraty pii popaleninach a krvaceni) a
pfi snizeném piivodu bilkovin. Vyrazné je postizena syntéza albuminu pii jaterni cirhoze, pii
cukrovce se mtize uplatnit zvySeny katabolismus bilkovin.

Elektroforetické déleni plazmatickych bilkovin

Elektroforéza plazmatickych proteini ndm poskytne piehlednou informaci
0 eventudlnich zménach v 5-6 zékladnich elektroforetickych frakcich. Jednotlivé proteiny pak
je mozno analyzovat specidlnimi metodami, nejcastéji imunochemickymi. Metodicky se
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nejlépe osvedcila elektroforéza v mirné alkalickém prostredi, jako nosi¢ se nejcastéji pouziva

agarozovy gel nebo acetat celulézy. Prednosti gelové elektroforézy je uplatnéni ultrafiltrace
Vv sitoviné gelu, coz napomaha separaci rtizn¢ velkych molekul. Dal§i moznosti je kapilarni
elektroforéza, kdy dochazi k déleni v tenké kapilafe naplnéné bud’ gelem, nebo roztokem
elektrolytu. K déleni v tomto ptipadé piispiva také elektroosmoticky tok, coz je tok kapaliny

kapilarou v dasledku néaboje, ktery se tvoii na vnitini stén¢ kapilary po vlozeni napéti na
elektrody. Vyhodou kapilarni elektroforézy je zrychleni analyzy a moznost automatizace.
Kvantitativni hodnoceni je zalozeno na optické denzitometrii po obarveni bilkovin
vhodnymi barvivy. Elektroforeogram je prosvécovan svétlem vhodné vinové délky, vystup je
jednak jako denzitometricka kiivka, jednak ciselny, odpovidajici poméru ploch jednotlivych

vrcholu.

Elektroforéza plazmatickych bilkovin (elektroforeogram, denzitometricka krivka)

Rada chorob se projevuje odchylkami v koncentracich jednoho nebo vice proteint, které
je mozno postihnout pii standardnim elektroforetickém vySetieni. Praxe ale ukdzala, Ze existuje
jen omezeny pocet typti poruseného bilkovinného spektra, ozna¢ovanych jako dysproteinemie,
takZe pro potvrzeni diagnézy jsou nezbytnd dal§i vySetfeni. Hlavni typy demonstruje
nasledujici tabulka (upraveno podle Jollifa):

Poruchy sloZeni plazmatickych bilkovin (dysproteinemie)

Celkovy . globuliny

Typ protein albumin ai az p 14
malnutri¢ni L ! N/7 N/1 ! I(N)
nefroticky H W mn T WNTT)
hepaticky J/N W ! ! ! T
zanét akutni ! 1 1 N
zanét chronicky l 1 i )
hypergamaglobulinemie 0 ! 0
analbuminemie L
agamaglobulinemie L

1 = zvyseni | = snizeni N = normalni hodnoty

13




Elektroferogram — normdini ndlez

Elektroferogram — akutni zanét

Elektroferogram — chronicky zdanét

Plasmatické bilkoviny

vzorek: 1
A/G: 1,35
Nézev % Normadlni hodnoty
alb 57,4 53-65
al 2,6 2-4
o2 9,7 8-13
B 11,8 9-16
Y 18,5 11-19

Plasmatické bilkoviny

vzorek: 2
A/G: 0,76
Nazev % Normalni hodnoty
alb 43,2 53-65
al 6,5 2-4
o2 17,9 8-13
B 14,2 9-16
Y 18,2 11-19

Plasmatické bilkoviny

vzorek: 3
A/G: 0,69
Nazev % Normalni hodnoty
alb 40,9 53-65
al 3,4 2-4
o2 8,7 8-13
B 4,8 9-16
Y 42,2 11-19

Plasmatické bilkoviny

vzorek: 4
A/G: 1,39
Nazev % Normalni hodnoty
alb 58,1 53-65
al 2,6 2-4
o2 10,1 8-13
B 10,1 9-16
Y 19,1 11-19

Elektroferogram — monoklondlni hypergamaglobulinémie (myelom)
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Plasmatické bilkoviny
vzorek: 5
A/G: 0,48
Nézev % Normadlni hodnoty
alb 32,5 53 - 65
al 2,2 2-4
a2 5,59 8-13
B 5,8 9-16
y 54,0 11-19

Elektroferogram - monoklondini hypergamaglobulinémie (myelom — pokrocilé stadium)

Plasmatické bilkoviny
vzorek: 6 datum: 26.2.1999
A/G: 0,30
Nazev % Normalni hodnoty
alb 23,0 53-65
al 4,8 2-4
a2 31,6 8-13
B 17,3 9-16
Y 23,3 11-19

Elektroferogram — nefroticky syndrom

Imunochemické metody

Pro identifikaci a kvantifikaci individudlnich sérovych proteini se nejcastéji uziva
imunochemickych metod. Imunotechniky jsou vysoce specificka stanoveni zaloZena na reakci
mezi antigenem a protilatkou.

Pronikne-li cizoroda latka (antigen) do Zivého organismu, vyvola tvorbu specifické protilatky, ktera se na
antigen navaze. Tvorba protilatek probiha vyhradné in vivo, avSak reakci antigenu s protilatkou Ize vyvolat i mimo
organismus (in vitro).

Vazba antigenu s protilatkou nema chemickou povahu. Je tvofena hlavn¢ van der Waalsovymi silami a
pravdépodobné i vodikovymi mistky. Aby doslo k interakci, musi dojit ke kontaktu na pomérné velké plose.
Vlastni reakce se uskutecni v tzv. vazebném misté, které ma odpovidajici strukturu u obou latek. Tim je dana
vysoka specifita probihajicich déja.

Antigenem je vySetfované lidské sérum, Castéji jeho frakce. Protilatky jsou obsaZzeny
Vv séru zvifete, imunizovaného bud’ kompletnim humannim sérem (= antisérum polyvalentni),
nebo konkrétni plazmatickou bilkovinou (= antisérum monovalentni). 1 monovalentni
antisérum obsahuje vice variant imunoglobulinovych molekul, v§echny jsou vSak schopny se
véazat na pfislusny antigen. V posledni dobé pfevazuje vyuZiti protilatek, tvofenych jedinym
klonem 1dentickych imunoglobulinovych molekul, které se zisk4vaji z hybridomovych
bunéénych linii (monoklondlni protildtky).

Setka-li se antigen se specifickou protilatkou, dojde za ptedpokladu optimalnich
koncentraci obou partnert k propojeni antigennich molekul bivalentnimi molekulami
protilatek, coz se projevi vytvorenim srazeniny neboli precipititu (zoéna ekvivalence na
obrazku), ktery miizeme detegovat jako zakal v roztoku, nebo jako precipitaéni obloucek v gelu
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Je-li antigen v nizké koncentraci vzhledem k protilatkam, nemize se uplatnit jejich bivalentni
charakter (na obrazku ptebytek protilatky), precipitace je minimalni. Vznikaji malé rozpustné
komplexy. Se vzristajici koncentraci antigenu mnozstvi precipitatu postupné stoupa. Tvofi se
velké nerozpustné komplexy, tvorba precipitatu je maximalni. Pokud se ale mnozstvi antigenu
nadale zvysuje, velké propojené imunokomplexy se rozpadaji, vSechna vazebnd mista na
protilatkach se postupné vysyti vazbou antigenu. Proto pfi nadbytku antigenu ¢i nedostatku
protilatek (piebytek antigenu) neodpovida intenzita zakalu mnozstvi antigenu.

Pfebytek protilatky Zbna ekvivalence Pfebytek antigenu
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=X
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4
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Antigen (mg)

Schéma imunoprecipitace

Metody, které pro stanoveni antigenu vyuZivaji tvorbu precipitatu, tj. pracuji s takovym
pomérem Ag/Ab, ktery odpovida zoné ekvivalence, nazyvame metody imunoprecipitacni.
Precipitace miZe nastat v roztoku nebo v gelu. Pro kvantitativni stanoveni zakalu roztokd je
mozné vyuzit dvé metody - turbidimetrii nebo nefelometrii, které jsou zalozeny na méfeni
intenzity rozptylu svétla. Lisi se v poloze detektoru, ktery je umistén bud’ v jedné piimce se
zdrojem zareni v pfipadé turbidimetrie nebo kolmo ke zdroji zafeni, v ptipad¢ nefelometrie,
ktera je citlivéjsi. Tyto metody patii k velmi uzivanym.

Gelové imunochemické mikrotechniky, dnes vétSinou zastaralé, byly rozpracovany do
celé fady modifikaci. Mohou byt zalozeny na prosté difuzi molekul protilatek a antigenti do
gelu. V gelu diky difuzi vznika koncentra¢ni gradient antigenu, protilatek, nebo obou typt
molekul (dle konkrétni metody). V misté gelu, kde je dosazen optimélni pomé&r koncentraci
antigenu a protilatky dojde k vytvofeni nerozpustného komplexu, tzv. precipita¢ni linie nebo
zOny, ktera umozni kvalitativni nebo i kvantitativni hodnoceni analyzovaného proteinu. Mezi
tyto metody patii dvoji difuze podle Ouchterlonyho — zalozena na difuzi protilatky proti
antigenu (kvalitativni metoda), linedrni imunodifuze vyuzivajici difuzi antigenu do gelu
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s rozptylenym antisérem, kde vznikaji precipitacni prstence s polomérem umérnym koncentraci
antigenu nebo Manciniho radialni imunodifuze, kde dochazi k difuzi sérovych proteind
z centralni jamky do agarového gelu obsahujiciho specifickou protilatku, pfi¢emz pramér
vysledné precipitacni zony je umérny koncentraci analyzovaného proteinu.

-2

protilatk

precipitaéni
linie

Vznik precipitacni linie metodou dvojité difiize
jamky v gelu X

Dalsi skupina metod vyuziva urychleni pohybu molekul antigenii a protilatek pomoci
elektroforézy, napt. imunoelektroforéza a imunofixace. lmunoelektroforéza kombinuje
elektroforézu s imunodifuzi. Nejprve se provede elektroforetické déleni, pii némz se bilkoviny
krevniho séra rozd¢li na zékladni frakce slozené z tfady bilkovin stejné elektroforetické
pohyblivosti. Poté se necha krozdélenym frakcim difundovat antisérum. Pro kaZzdou
bilkovinnou slozku se objevi charakteristicky precipitaéni oblouk. Je-li pouzito polyvalentni
antisérum, je mozné identifikovat v lidském séru kolem dvou desitek proteinu, lze zjistit

I bilkoviny, které se vyskytuji jen za patologickych stavi.
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Imunochemické metody jsou dnes pouzivany nejCastéji pro stanoveni klinicky
vyznamnych sérovych proteini. Jako piiklad uvedeme bilkoviny, které se zmnozuji v ptipadé
nahlych zatézi, jako je napft. akutni zanét, t€z8i Grazy, operace, pii nekr6zach tkani z jakéhokoli
diivodu. Souborné se nazyvaji reaktanty akutni faze. Patfi sem C-reaktivni protein, o1-
antitrypsin, haptoglobiny, komplement, fibrinogen a dalsi. Je zajimavé, Ze je mezi nimi nékolik
inhibitord proteolytickych enzymu. Pii elektroforéze se jejich pfitomnost projevi mirnym
zvySenim frakei oi-a az-globulinil za souc¢asného slabého poklesu jinych proteint (albumin,
prealbumin, trasferin, cholinesteraza), které proto mizeme nazvat ,, negativni reaktanty*.
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Imunochemické metody se znacenymi molekulami

Imunochemické metody vyuzivaji reakce antigenu s protilatkou, kdy vznika
imunokomplex antigen-protilatka. Kterakoli z téchto dvou zakladnich slozek mutze byt
oznacena radioaktivnim, enzymovym, nebo fluorescencnim markerem, eventualné se muze
ptipojit k ¢astici o vysoké hmotnosti. Touto modifikaci Ize vyznamné zvysit citlivost metod.
Co se tyce specifity stanoveni, je vzdy rozhodujici specifita pouzité protilatky. V soucasné dobé
pievazuje pouzivani monoklonalnich protilatek, ¢asto v kombinaci dvou protilatek zamétenych
na dv¢ vazebna mista antigenu.

Nejcastéji je uzito principu kompetitivni inhibice nebo sendvicové metody. Pii
kompetitivni inhibici se jedna o stanoveni antigenu, kdy o vazebna mista protilatky (zpravidla
imobilizované) soutézi i oznaceny antigen. Po oddéleni komplexu se hodnoti mnozstvi znacky
bud’ v komplexu, nebo v supernatantu, kde je zbytek oznaceného antigenu. Pti sendvi¢ové
metodé (nekompetitivni) je nutno, aby mél stanovovany antigen dvé riizna vazebna mista.
V prvnim kroku dojde k imobilizaci veskerého analyzovaného antigenu na piebytek neznacené
protilatky, kterd je zakotvena na pevné fazi. V dalSim kroku reaguje imobilizovany antigen
prostfednictvim druhého vazebného mista se znacenou protilatkou, kterd je v ptebytku. Volna
protilaitka se odstrani a intenzita znafeni imobilizovaného sendvie je piimo Umérna
koncentraci analyzovaného antigenu.

Radioimunochemickd stanoveni (RIA, radioinmmuniassay) pouzivaji jako znacku %I
(y-zafic, polocas 60 dnit) nebo 3H (B-zafic, polocas 12 let). V prvnim ptipad¢ se bilkoviny znaci
iodaci aromatickych aminokyselin, adi¢nimi nebo vyménnymi reakcemi Vv piipadé druhém.
Existuji zde urcité ekologické problémy, proto je snaha vyuzit pokud mozno znaceni
neradioaktivni, zejména enzymoimunochemicka stanoveni (EIA, enzyme immunoassay). Zde
jako znacky jsou nejcastéji vyuzivany peroxidédza, alkalicka fosfataza, nebo (-galaktosidaza.
Imunokomplexy jsou v tomto ptipadé rozpustné, pro separaci je tedy nutno zafadit jesté dalsi
krok. Prvni moZnosti je vyuZiti precipitace pomoci dalsi protilatky s naslednou centrifugaci.
Dalsi, v soucasnosti asi nejvice pouzivanou metodou je imobilizace antigenti ¢i protilatek na
pevné fazi. Tou mohou byt plastové nebo magnetické kulicky, ale také vnitini povrch zkumavek
¢1 mikrotitranich desti¢ek. K oddé€leni navdzanych komplexti je v piipadé imobilizace na
kulicky vyuzivana centrifugace nebo magneticka separace, v piipad€¢ zakotveni na sténu
nadobek staci nenavazané nadbyte¢né znacené molekuly protilatky nebo antigenu odmyt.

Pii fluoroimunochemickych stanovenich (FIA, fluorescence immunoassay) se uziva
fady principt, zdkladem kvantifikace je v§ak vzdy méfeni na fluorimetrech. Oblibené je znaceni
enzymovym markerem, ktery pasobi na fluorogenni substrat. Chemiluminiscenéni analyza je
zalozena na uZiti luminofori, jejichz detekce je usnadnéna zesilovaci (napft. luciferinem). Jako
luminometr slouzi napft. scintilacni pocitac. Uvedené metodiky jsou dnes ptrednostné uzivany
pro rutinni stanoveni diagnosticky vyznamnych molekul pfitomnych v submikrogramovych
mnoZstvich na litr.
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Sacharidy a lipidy krevni plazmy

Hladina glukozy v krvi a jeji regulace

Zakladnim parametrem pii vySetiovani poruch sacharidového metabolismu je hladina
glukozy v krvi — glykemie. V celé krvi je hladina glukézy ponékud nizsi (asi o 10-15 %), nez
V séru nebo plazmé. V krvi arterialni a kapilarni nachdzime naproti tomu hodnoty vyssi nez
Vv krvi vendzni. Vzestup hladiny nad referen¢ni rozmezi se nazyva hyperglykemie, pokles pod
tuto hranici hypoglykemie.

Zatimco zvySena hladina je rizikem z hlediska dlouhodobé prognézy, nahly pokles
krevniho cukru piedstavuje akutni nebezpeci. To je dano zavislosti mozku na ptivodu glukézy.
Uvadi se, ze z 55 mmol glukoézy, ptivadéné kazdou hodinu z jater do krevniho obé&hu, zhruba
polovinu spotfebuje CNS. Nahly vyrazny pokles hladiny krevniho cukru vede k poruse védomi,
kfecim, a mlze vyustit v nevratné poskozeni mozkové tkané.

Relativné stala koncentrace glukézy v krvi (3,6 - 5,6 mmol/l) zavisi na rovnovaze mezi
jejim ptivodem a zpracovanim (utilizaci). Zdrojem glukézy je jednak potrava bohata
na sacharidy, dale rozklad glykogenu a glukoneogeneze zjednoduchych prekurzori,
pochazejicich ptedev§im z aminokyselin. Na druhé strané se glukoza spotifebovava oxidaci
zejména pii glykolyze, pfeménou na mastné kyseliny v tukovych tkanich, v anabolické situaci
kondenzuje na jaterni a svalovy glykogen. Pti vysoké glykémii piekracujici ledvinovy prah
dochazi k vylucovani ledvinami - glykosurie.

Krom¢ matabolické Cinnosti jater a extrahepatalnich tkani se na regulaci hladiny
glukozy podili fada hormont. Glukagon, ristovy hormon, adrenalin, glukokortikoidy a nepfimo
adrenokortikotropni hormon (ACTH) pfispivaji ke zvyseni hladiny glukézy v krvi. Glukagon
zvySuje krevni cukr stimulaci glykogenolyzy v jatrech a podporou glukoneogeneze. Ristovy
hormon snizuje utilizaci glukézy tim, ze ptfednostné mobilizuje volné mastné kyseliny
z tukovych tkani. Glukokortikoidy zvySuji glukoneogenezi a inhibuji utilizaci glukozy
Vv extrahepatalnich tkénich. Adrenalin, vyluCovany na zéklad€ stresovych podnétl, zvySuje
glykogenolyzu aktivaci fosforylazy, nepfimo aktivuje glukoneogenezi (stimulace ACTH a
nasledné glukokortikoidil), bokuje uvolniovani insulinu. Thyreoidalni hormony maji do jisté
miry také diabetogenni efekt.

Proti této mnohostranné zabezpecené schopnosti zvySovat koncentraci krevniho cukru
stoji jediny hormon - inzulin, ktery ma ucinky opacné, tj. hladinu glukézy snizuje. Inzulin,
produkovany B bunikami Langerhansovych ostrivkil pankreatu, jednak potlacuje produkci
glukozy jatry, jednak zvySuje jeji utilizaci celou fadou mechanismu. Inzulin predevsim zvySuje
pruchod glukézy do bunék mobilizaci glukézovych pienaseci. Dale zvySuje jeji utilizaci
aktivaci kli¢ovych enzymi glykolyzy (glukokinazy, fosfofruktokindzy a pyruvatkinazy).
V jatrech a ve svalech podporuje tvorbu glykogenu stimulaci glykogensyntazy, tlumi
glykogenolyzu. Inhibuje také iniciaci glukoneogeneze. Podporuje obecné proteosyntézu,
naopak potlacuje lipolyzu v tukové tkani. Inzulin plisobi také povzbudivé na proliferaci bun¢k,
podobné¢ jako ristové faktory, s nimiz sdili spolecné rysy.
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Uplavice cukrova (diabetes mellitus), jeji formy, sekundarni hyperglykemie

Absolutni nebo relativni nedostatek inzulinu zpasobuje cukrovku, diabetes mellitus
(DM). Jedna se o relativné Castou a zdravotnicky zavaznou metabolickou poruchu. Ve stfedni
Evrop¢ posihuje témét 10 % populace. Diabetes je asi v poloviné piipadi diagnostikovan
pozd¢, tj. jiz ve stadiu komplikaci. Hlavnim rysem diabetu je sice porucha glycidového
metabolismu s hyperglykemii a casto také glykosurii, zasahuje vSak vyrazné také do
metabolismu bilkovin a tukli. Nedostatek inzulinu se obecné projevuje nedostateCnou utilizaci
glukozy, coz vede k mobilizaci jinych zdroji energie, konkrétné ke zvySenému zpracovani
mastnych kyselin a k vyuziti aminokyselin a glycerolu k dalsi produkci glukézy.

Rozeznavame dva zakladni typy diabetu, které se 1i$i jednak svou etiopatogenezi, jednak
priabéhem a zplisobem 1écby. Prvni typ, vyskytujici se asi v 10 % piipadl, se vyznacuje
nedostate¢nou produkei inzulinu a je tedy zavisly na piisunu inzulinu exogenniho. Nazyva se
Insulin-Dependent DM (IDDM). Protoze se ¢asto projevuje jiz v détském veéku, oznacoval se
také jako ,,juvenilni“. Jedna se o onemocnéni autoimunitniho pivodu, vyvolané infekci anebo
oxidativni modifikaci produkénich bungk, které jsou poté destruovany cytotoxickymi
T-lymfocyty. Je zajimavé, ze 95 % nemocnych jsou nositeli totozné ,,diabetogenni HLA alely.
Pokud dochazi k pomalému rozvoji diabetu tohoto typu v dospélosti, oznacuje se jako LADA
(Latent Autoimmune Diabetes in Adults). Druhy typ, postihujici vétSinu diabetikli, nemusi mit
nezbytné snizenou produkci inzulinu. U tohoto typu nachdzime casto rodinny vyskyt,
akrozvoji diabetu dochazi az v pozdéjsim véku. Je znam pod pojmem Non-Insulin-
Dependent DM (NIDDM). Nejcastéji se jedna o rezistenci vaci inzulinu z pfi¢in poruchy
inzulinového receptoru nebo o poruchu v ptenosu inzulinového signélu do buiiky. Pfi¢inou vsak
miuize rovnéz byt snizena odpovéd’ B bunék pankreatu na snizenou hladinu glukozy v Krvi.

Hyperglykemické stavy a stavy se snizenou toleranci glukézy nemuseji byt zpisobeny
vyhradné diabetem, takZe miZeme mluvit o sekunddrnich hyperglykemiich. Jsou privodnim
jevem endokrinnich chorob jako Cushingiiv syndrom, thyreotoxik6za a akromegalie, chorob
pankreatu, chorob jater, setkdme se snimi pii stresujicich srde¢nich a mozkovych
onemocnénich a u nékterych infekci. Hyperglykemie mize byt vyvolana i Iéky jako jsou
thiazolova diuretika, kortikoidy, salicylaty, nebo pfi podavani kontraceptiv. Diabetes téhotnych
matek, ktery je rizikem pro vyvoj plodu, je nutno odlisit od snizené tolerance glukézy ve druhé
poloviné téhotenstvi, kdy fyziologicky dochdzi ke zvySené produkci kontraregulac¢nich
hormonti, coz zvyhodiluje zasobeni plodu glukézou. Mimoto miize v t€hotenstvi dojit
ke glykosurii nasledkem zvySené ledvinové filtrace, pii které se snadno piekro¢i resorpéni
kapacita tubuld.

Casné a pozdni komplikace diabetu

Vzestup hladiny krevni glukdézy mize vyustit az v hyperglykemické koma. Jde
0 vystupniovani patobiochemickych mechanismt, pfiznacnych pro diabetes, piesahujici
kompenzac¢ni moznosti diabetika. Absolutni nebo relativni nedostatek inzulinu je prohlouben
vlivem stresujiciho faktoru jako je interkurentni onemocnéni, operace, atd. Disponuje k nému
hlavné typ I, ale mize se obcas vyskytnout i u typu II. Hyperglykemie ma za nésledek glykosurii
s osmotickou diurézou. Tim se ztraci voda s dulezitymi elektrolyty jako je K¥, vyplaveny
Z bunék, Na" a fosfaty. Nasledna dehydratace a hypovolemie vede k centralizaci ob&hu a vzniku
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Sokového stavu, provazeného laktatovou acidoézou. V burikach je nedostatek glukozy, energie
se ziskdva prednostné Stépenim mastnych kyselin. Tento stav ma za nasledek hromadéni
kyselych ketolatek, coz dale prohlubuje laktatovou acidozu (,koma s ketoacidozou ). Je tieba
si uvédomit, ze pii bézném vysetfeni ketoldtek detegujeme pouze acetoacetat a aceton,
B-hydroxymaselna kyselina detekci unika. Pfitom za této situace mnohonasobné prevySuje
koncentraci stanovovanych analyti. Tento nepomér, odpovidajici redukénimu prostiedi bunék,
je ptechodny. S upravou stavu se B-hydroxymaselna kyselina oxiduje zpét na kyselinu
acetooctovou, coz miize vyvolat mylny dojem zhorSeni ketoacidozy.

Zvyseny katabolismus bilkovin provazeny glukoneogenezi vede ke ztratdm dusiku
moci, tj. negativni dusikové bilanci. Snizena perfuze ledvin z hypovolemie mtize v pokrocilych
stadiich jeS$t¢ zhorSovat acidozu. Vyplavené kontraregulacni hormony (STH, glukagon,
kortizol, katecholaminy) déale stimuluji glukoneogenezi a lipolyzu. Acidoza je zC&asti
kompenzovana hyperventilaci, védomi je zastieno. Vzacnéji se vyskytuje hyperosmolarni koma
bez acidozy, v poptedi je hyperglykémie a dehydratace nemocného s hyperosmolaritou
télesnych tekutin. Pfes pokroky v 1é€bé je diabetické koma stale potencidlné letalni ptihodou.
Pfti terapii acidotického komatu je tieba jen zdrzenlivé rehydratovat pro hrozbu edému mozku,
a opatrné nahrazovat K* navracejici se do bunék z ECT. Je nutné peélivé kontrolovat pH krve
vzhledem k hrozici alkaléze z nadbytku hydrogenkarbonatu nahrazujictho metabolizované
anionty kyselin.

Hypoglykemické koma nastava nejen pii predavkovani inzulinem, ale i pti podani bézné
davky nenasledované odpovidajicim pfijmem potravy, ¢i pii zvySené utilizaci glukdzy
nasledkem nadmérné fyzické ndmahy. Nastup ptiznakt je tim dramatictéjsi, ¢im rychleji klesa
glykemie. Klinicky obraz je dotvaten vyplavenim adrenalinu v reakci na hypoglykemii (poceni)
a nedostate¢ny ptivod gluk6ézy do mozku (poruchy védomi az koma).

Pozdni diabetické komplikace zahrnuji predevS§im postizeni velkych i malych cév.
Postizeni velkych cév (diabetickd makroangiopatie) v podstaté odpovida ateroskleroze
postizenych osob bez diabetu. Je urychlena poruchou lipidového metabolismu, typickou
pro cukrovku. SniZena utilizace glukézy vede k mobilizaci mastnych kyselin a jejich
metabolickému zpracovani. Neesterifikované mastné kyseliny jsou z¢asti vyuZity k resyntéze
triacylglycerolii, ptebytek acetylkoenzymu A je pies PB-hydroxymetylglutarylkoenzym A
vestavén do cholesterolu. Vysledkem je hyperlipoproteinemie.

Jednim z hlavnich patogenetickych mechanismi pozdnich diabetickych komplikaci jsou
glykace proteinit jako nasledek chronické hyperglykemie. Zatimco bilkoviny s kratkym
poloc¢asem jsou postupné odbouravany, bilkoviny s dlouhym polo¢asem podléhaji zménam,
které postupné postihuji jejich funkce. K bilkovindm s dlouhym polo¢asem patii
napf. bilkoviny cévniho endotelu, jejichz postizeni vyvolava diabetickou mikroangiopatii.
Poruseni proteinti sitnice zpusobuje diabetickou retinopatii, ktera muze vést az ke slepoté.
Glykace myelinovych vrstev zptsobuje polyneuritidu a modifikace glomerularni membrany
diabetickou glomerulosklerozu.

K rozvoji téchto zmén pfispivaji také oxidativni poskozeni volnymi radikély, proto
mluvime o glykooxidaci. Glukéza mize rovnéz byt redukovana aldézovymi reduktazami na
sorbitol (glucitol), ktery zpisobuje nezddouci osmotické jevy, ¢imz se vysvétluje napt. zakal
CoCky (diabeticka katarakta).
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Kongenitalni galaktosemie

Pti¢inou vrozené galaktosemie je nejcastéji defekt enzymu galaktoza-1-fosfit-
uridyltransferdzy. Postizeny jedinec neni schopen pieménovat galaktozu na glukozu, v Krvi se
hromadi galakt6za-1-fosfat (gal-1-P). Sekundarné je postizen i metabolismus glukézy, gal-1-P
inhibuje fosfoglukomutidzu, coZ je enzym nezbytny pro vyuziti glukézy z glykogenu.
Priivodnim jevem je tedy vedle galaktosurie i hypoglykemie po podani galaktdzy nebo laktdzy.
Na galaktézu v mo¢i nas upozorni pozitivita redukCénich testi pfi soucasné negativni
glukozooxidazové reakci (viz indikatorové prouzky pro stanoveni glukdzy v moci).

Uvedena patogeneze se uplatiiuje hlavné u novorozenct a u malych déti, dospéli diky
své dokonalejsi enzymové vybavé mohou enzymovy blok ¢astecné obejit. V raném détstvi je
proto vysoké riziko privodnich organovych poruch a zpomaleni télesného a dusevniho vyvoje.
Chorobu je tieba diagnostikovat co nejdiive, aby bylo mozno zahgjit bezgalaktézovou dietu.
Chybéni tohoto cukru v potravé nikterak neohrozuje riist a vyvoj téchto déti, nebot’ UDP-
galakt6za se vytvati epimerazovou reakci z glukdzy.

Galaktosemii muze zpusobit i deficit enzymu galaktokindzy. V tomto, méné Castém
ptipadé€, se v organismu hromadi galaktdéza a zejména jeji redukovany produkt, galaktitol.
Galaktitol nemize byt dale metabolizovan ani vylou¢en. Poklada se za pfi¢inu zakalu ¢ocky
Z hydratace proteoglykant. Rovnéz deficit uridyldifosfatgalaktoza-4-epimerdzy zpisobi vznik
galaktosemie.

Laboratorni vySetieni u poruch metabolismu sacharidi

Zakladnim vySetfenim, které musi byt provedeno pohotové, je stanoveni glykemie.
Existuje celd Skdla metod a pfistrojii na stanoveni krevniho cukru. Zde se omezime jen
na zékladni biochemické principy méfeni. V minulosti uzivané oxidoredukéni metody byly
zdlouhavé a nepfesné. Dnes se vyuZivaji diky své specifi¢nosti vyhradné metody enzymové.
Nejrozsitenéjsi je reakce glukozoxiddzovd. Glukoza je oxidovana na glukonolakton a peroxid
vodiku, ktery reaguje v pfitomnosti peroxidazy s vhodnym chromogenem:

glukozooxiddza
————— glukonolakton + H,0,

glukéza + H,O
peroxiddza

H,O, + chromogen ———— > H,0 + barevny produkt

Vysledné zabarveni produktu se méfi spektrofotometricky. Druhou moznosti je
detegovat vznikly peroxid vodiku elektrochemicky.

Na principu kombinace gluk6zooxidazové reakce s peroxidazovou s vyuzitim
chromogenu jsou zalozeny i indikatorové prouzky vhodné k analyze moci. Jak jiz bylo feceno,
Vv pfipad¢ galaktosurie je vysledek negativni. Z tohoto hlediska oxidoredukéni reakce jako
Fehlingova nebo Benediktova maji stale své opodstatnéni.
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Dalsi moznou enzymovou reakci je hexokindazova reakce:

hexokindza
glukéza + ATP —— > glc-6-P + ADP

glc-6-P-dehydrogendza
gle-6-P + NADP* NADPH + glukonolakton-6-P

Hexokinazovou reakci je mozno vyhodnocovat piimo v UV oblasti pomoci Warburgova
optického testu. Pfimé méteni poskytuji biosenzory se zakotvenymi enzymy.

Pro stanoveni diagnézy je nezbytné stanoveni glykemie ve vzorku zilni krve,
pro kontrolu 1é¢by diabetika se uptednostituje vySetieni kapilarni plné krve (vyuziti osobnich
glukometr(). Pokud jednorazova glykemie v plazmé zilni krve pfesahne na lacno 7 mmol/Il
nebo 11,1 mmol/l kdykoli béhem dne a jsou piitomny znamky diabetu (polyurie, polydipsie,
ketonurie, ibytek hmotnosti), povazuje se to za potvrzeni diagnézy. Pokud se naméfi takto
zvysena glykemie na la¢no nejméné dvakrat, byt’ bez klinickych piiznaki, je zavér stejny.
V piipad¢é hodnot mezi refen¢ni hranici a zminénym limitem, tj 5,6 — 6,9 mmol/l, je na misté
ordlni glukozovy toleranéni test (0GTT). Toto vySetieni ma zjistit, jak je pacient schopen
vyrovnat hladinu krevni glukézy po zatézi standardni davkou 75g hroznového cukru per os
v daném c¢asovém useku. Oralni cesta umoziuje zapojeni gastrointestindlnich hormondalnich
regulaci, zejména glukagonu stfevni stény. Napodobuje vlastni reakci organismu na ptivod
sacharidi potravou ve standardnich podminkach. Odrazi se v ném nejen stav inzularniho
aparatu a antiinzulinovych hormont, ale také rychlost vyprazdnéni zaludku, pasaz stievem,
schopnost reabsorpce a stav jaternich funkei. VySetfeni se provadi na la¢no, glukéza se podéva
ve 300 ml vody, krev se odebira bezprostiedné pted piijmem cukru a za 2 hodiny po jeho
podani. Pokud se provadi tento test jako soucast screeningu na gestacni diabetes, obebira se
krev navic i po 1 hodin€ po podéani cukru.

oGTT - interpretace
Hladina glukézy v plazmé Zilni krve za 2h po zatézi:

vylouceni diabetu < 7,8 mmol/l
porusena gluk6zova tolerance 7,8 — 11 mmol/I
diabetes mellitus >11,1 mmol/l

U vétSiny zdravych jedinch se po poc¢ateénim mirném vzestupu vraci glykemie do dvou
hodin na normdlni hodnoty. Jak vyplyva z ptedchozi tabulky, snizend schopnost zvladnout
zatéz glukdzou u diabetikil se projevuje neschopnosti k navratu k vychozi hladiné za 2 hodiny
od zacatku testu. Mezi hodnotami prokazujicimi diabetes a hodnotami fyziologickymi lezi
oblast tzv. porusené glukozové tolerance (impaired glucose tolerance, IGT). Takovéto hodnoty
dosahuji osoby, které maji zvySené riziko rozvoje diabetu, nékdy se tento stav oznacuje jako
prediabetes. U téchto pacientl je obvykla mirn€ zvysena glykémie na la¢no 5,6 — 6,9 mmol/I,
tzv. hranicni glykemie nalacéno (impaired fasting glucose, IFG).

Je-li piekrocen renalni prah, normélné odhadovany na 10 mmol/l, po dobu 15 minut,
objevuje se glukdza v moci. Tam, kde je individualné snizen, pronika gluk6za do moci jiz pii
normalnich hodnotach glykemie (rendlni diabetes). Naopak u starych diabetika
s glomeruloskler6zou dochazi ke glykosurii pfi hodnotach daleko vyssich nez 10 mmol/I.
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Modifikaci oGTT je intravenozni glukozovy tolerancni test, provadény ve specidlnich
ptipadech. Pti rozhodovani o zptisobu inzulinové 1€cby se sleduje tzv. glykemicky profil, ktery
spociva v opakovaném meéteni glykemie béhem dne, na la¢no i po jidlech. V urcitych piipadech
je vyhodné vyuzit specialni pfistroje umoznujici kontinualni méteni glykemie (méteni kazdych
5 minut).

Pro hodnoceni kompenzace diabetu se pouziva méteni glykovaného hemoglobinu.

Glykace je obecné neenzymova reakce mezi molekulou sacharidu a aminoskupinou jiné
biomolekuly, nejcastéji proteinu. Glykovany protein vznikd neenzymovou reakci mezi
aldehydovou skupinou glukézy a volnou aminoskupinou proteinu (zejména lyzinového
zbytku). Glykace probiha ve dvou krocich (viz nasledujici schéma). Prvni je vznik labilni
Schiffovy baze (aldiminu). Tato reakce je reverzibilni. Rychlost tohoto procesu zavisi
na hlading glukozy. Pti hyperglykémii pfevazuje vznik aldiminu, pfi poklesu glykemie dochazi
naopak kjeho hydrolyze. Pokud ovSem hyperglykemie pietrvava po delsi dobu, dojde
ke stabilizaci vazby druhou reakci, ktera je jiz nevratna.Tato reakce se nazyva Amadariho
ptesmyk. Vznikd ketoamin — aminoderivat fruktdzy (vznikéd ketoskupina na druhém uhliku
cukru, charakteristicka pro fruktézu). Jednou glykovany protein zlstava v této formé po celé
obdobi své existence.

+NH2—CH2— 'N /N—CHZ— (IDHZ—NH—CHZ
c Cc=0

H O T |
NaF reverzibilni A ]
? neenzymovd H c|: OH Amadoriho HO—C—H
H—Cll—OH reakce . HO—(II—H presmyk H*C:)*OH
HO—C—H X "o - H—C—OH
AV H,0 H—C—OH CH;—OH
H—C—OH CH;—OH
CI:H —OH glykovany protein
2 ketoamin
glukéza aldimin (labilni) aminoderivat fruktosy

Schéma glykace proteinii

Glykaci hemoglobinu v erytrocytech vznikaji tii produkty, ale pouze jeden z nich je
dostatecné stabilni. Oznacuje se HbA1c. Jeho hladina ndm poskytuje informaci o praimérné
glykemii za poslednich cca 8 tydnd, coz odpovida biologickému polo¢asu hemoglobinu. Udava
se v jednotkdch mmol/mol vyjadifujicich mnozstvi molekul fruktosaminu navazanych na
molekulu hemoglobinu. Stanovuje se bud’ kapilarni elektroforézou, afinitni nebo ionexovou
kapalinovou chromatografii, nebo pomoci specifické monoklonalni protilatky. Referencni
rozmezi je 20 — 42 mmol/mol. Hodnoty do 53 mmol/mol odpovidaji dobré kompenzaci diabetu,
hodnoty nad tuto hranici jsou neuspokojivé a vyzaduji zahajeni 1écby nebo piehodnoceni
dosavadniho 1é¢ebného rezimu.

Zpusob lécby diabetu by mél odpovidat jeho kategorii. Jak bylo zminéno vyse,
rozhodujici pro zarazeni do jednotlivych typl je zejména intenzita produkce inzulinu a dale
stupeni rezistence vuci tomuto hormonu. Ve spornych ptipadech je na misté pfimé stanoveni
hladiny inzulinu nebo jeho produkce v pankreatu za standardnich podminek. Ukazalo se, ze
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u ptimého stanoveni inzulinu ma nejvetsi informacni cenu vySetieni po zatézi glukdzou, napt.
pii oGTT. Tak se vylouéi interference s exogennim inzulinem, vliv protilatek, atd. U typu | je
hladina snizend, opozdéna reakce s hypersekreci je typicka pro diabetes druhého typu. Jedna se
tedy o projev inzulinové rezistence, ktery spolu s dalsimi klinickymi pfiznaky je vyznamnym
rizikovym faktorem pro rozvoj aterosklerdzy.

Hladina pfimo stanoveného inzulinu neodpovida jeho exogenni produkci, protoze velka
¢ast je po sekreci z B bunék pankreatu vychytana v jatrech (50-60 %). Jatra vSak propoustéji
¢ast puvodniho polypeptidu — proinzulinu, v mnozstvi odpovidajici skute¢né produkci. Tento
31 ¢lenny tsek se nazyva spojujici (connecting) peptid, kratce C-peptid, protoze v proinzulinu
spojuje fetézce A a B definitivniho inzulinu do souvislého polypeptidu.

PREPROINZULIN

C peptid

fetézec A

e

signalni peptid

PROINZULIN
C peptid

INZULIN

C peptid

fetdzec A

Schéma tvorby inzulinu

Hladina C-peptidu v periferni krvi se stanovuje imunochemicky a je mirou skute¢né
sekrece inzulinu, protoZe injekéné poddvany inzulin C-peptid neobsahuje. Toto vySetieni
dovoluje posoudit i funkci transplantatu slinivky bii$ni, event. Gplnost pankreatektomie.

Pro posouzeni inzulinové rezistence je nejuznavanéj$i metodou stanoveni mnozstvi
glukozy, které jesté¢ nevede k hyperglykemii pii uméle udrzované koncentraci exogenniho
inzulinu tzv. clampovou technikou. Cim mensi mnozstvi glukézy narusi euglykemii, tim je
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Pro diferencialni diagnostiku typu diabetu Ize rovnéz vyuzit fakt, Ze diabetes prvniho
typu je autoimunitni onemocnéni a vyuzit stanoveni protildatek. Vyuziva se zejména stanoveni
protilatek proti Langerhansovym ostrivkiim, proti enzymu glutamatdekarboxyldze nebo
tyrosinfosfatdze, pfipadné protilatek proti inzulinu. Protildtky se mohou objevit jesté pred
vypuknutim diabetu.

Jednou z obavanych komplikaci diabetu je poSkozeni ledvin diabetické nefropatie.
Moznost kontrolovat pocatecni faze poSkozeni dava citlivé stanoveni albuminu v moci
V koncentracich nezjistitelnych béznymi indikacnimi prouzky pro stanoveni moci (citlivost
od 150 mg/l). Stanoveni tzv. mikroalbuminurie citlivéj$imi imunochemickymi metodami je
vlastné zachyceni koncentraci mezi fyziologickou hodnotou - zhruba 30 mg/l a bézné
stanovovanou hranici 150 mg/1.

Charakteristika sérovych lipoproteini

Dulezité nepolarni lipidy krevni plazmy, tj. estery cholesterolu a triacylglyceroly mohou
byt sice chemicky stanovovany jako ucelené plazmatické frakce, jsou vSak ve vodé
nerozpustné, a proto v krvi nemohou existovat jako samostatné molekuly. Jejich transport ve
vodném prostiedi je umoznén teprve vestavénim do komplexnich ¢astic sférického tvaru
S hydrofobnim jadrem a hydrofilnim povrchem, zvanych lipoproteiny (LP). Biologickou funkci
lipoproteint je tedy pfenos ve vodé nerozpustnych tukt vodnym prostiedim télesnych tekutin
do tkani, kter¢ je potfebuji ke splnéni svych metabolickych narokt, a soucasn¢ odbér od téch
tkani a bunék, které je nejsou schopny samy katabolizovat.

Jak nédzev napovida, konstantni stavebni i funkéni soucasti jsou bilkoviny nazyvané
apolipoproteiny, zkracené apoproteiny. Apoproteiny spolu s polarngjsimi lipidy, jako jsou
fosfolipidy a volny cholesterol, tvoii obal LP. Uvnitf ¢astice jsou lokalizovany vysoce
hydrofobni triacylglyceroly a estery cholesterolu. Jak jiz bylo uvedeno, apoproteiny se t¢astni
nejen vystavby lipoproteinovych Castic, ale zajistuji dulezité funkce jako je aktivace enzymu
metabolismu LP nebo vazba s bunéénymi receptory, které umoziuji vstup LP do bunék.
Periferni apoproteiny na rozdil od integralnich jsou volné pfipojeny na povrch Céstice, coz
usnadnuje jejich pfesun z jednoho LP na druhy. Pfesun apoproteini je jednim z hlavnich
principl interakci mezi LP tfidami. Apolipoproteiny jsou velmi heretogenni skupina proteind,
které ¢lenime do tfid, oznacovanych velkymi pismeny jako apo A, apo B atp. Ke ¢lenéni uvnitf
tiidy se pouzivaji fimské ¢islovky napt. apo A I, apo A 1l atd.

Plazmatické lipoproteiny je mozno rozdélit do ¢ty hlavnich rodin, zahrnujicich
chylomikrony (CHM), velmi lehké lipoproteiny (Very Low Density LP, VLDL), lehké
lipoproteiny (Low Density LP, LDL) a #¢Zké lipoproteiny (High Density LP, HDL). Mimoto
se Vv plazmé vyskytuji sekundarni produkty téchto Castic (viz dale). Kazda rodina obsahuje
Siroké spektrum ¢astic s podobnym sloZzenim a podobnymi metabolickymi funkcemi. Tyto
rodiny je moZno separovat na zakladé jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti jako je hustota
nebo schopnost migrace v elektrickém poli. Hustota (denzita) lipoproteind je ur¢ena pomérem
proteint k lipidiim v dané castici. Nejleh¢i lipoproteiny obsahuji nejmensi procentualni podil
proteintl, se vzristem proteinového zastoupeni roste i hydrata¢ni denzita.
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periferni povrchovy apoprotein
(npf. apo C)

povrch: polarni slozky (apoproteiny,
r fosfolipidy, volny cholesterol)

jadro: nepolarni slozky
(triacylglyceroly, esterifikovany
cholesterol)

integralni povrchovy apoprotein
(napf. apo B)

Schéma stavby lipoproteinoveé cCdstice

Nejleh¢i lipoproteiny jsou také objemové nejvétsi a obsahuji nevy$$i mnozstvi
triacylglycerolii (chylomikrony, VLDL). V krvi se chylomikra objevi po poziti tu¢né potravy a
projevi se makroskopicky mlé¢nym ,,chyléznim* zakalenim séra, zatimco VLDL ve vétSim
mnozstvi zpusobi pouze opalescenci séra. Naproti tomu HDL, nejtézsi lipoproteiny, jsou také
nejmenSi a obsahuji vice fosfolipidd a apoproteini nez kterékoli jiné LP. Volné
(neesterifikované) mastné kyseliny (NEMK) jsou transportovany navazané na molekuly
albuminu krevni plazmy, takze pti fyzikalnich analyzach sleduji albumin.

Pro separaci lipoproteinti na zakladé hustoty je mozné vyuzit ultracentrifugaci, pii které
se LP rozfadi podle rychlosti, jakou vzlinaji k povrchu zifedéného roztoku NaCl, nebo
elektroforetické rozdéleni, obdobné déleni plazmatickych bilkovin, pouze s rozdilnou metodou
barveni. Rychlost migrace pfti elektroforéze LP je umérnd rychlosti sedimentace (a je opakem
rychlosti flotace) s vyjimkou stfednich frakci. Elektroforetické pofadi je zndzornéno na
obrazku, spolu s lokalizaci zakladnich bilkovinnych frakci. Nejrychleji se pohybuje frakce
a-lipoproteinii (odpovida frakci HDL), v oblasti zhruba az-globulini se nachazi tzv. pre-f#
frakce (odpovida VLDL), jest¢ pomalejsi jsou p-lipoproteiny (odpovida frakci LDL).
V ptipadé, ze sérum obsahuje chylomikra (u zdravych jedincli by se vSak na lacno nemély
vyskytovat), setrvavaji na misté startu. Po strance kvantitativni prevladaji p-LP (asi 50 %
veskerych LP), a-LP a preB-LP frakce jsou pfitomny zhruba v polovi¢nich mnozstvich. Ani
jedna z metod se dnes pro rutinni analyzu jiz nepouziva, vyuzivaji se ve vyzkumné praci.

Ultracentrif. sedimentacni elektroforetickd Elfo LP © Elfo bilk.
separace separace ]

chylomikrony — chylomikrony
VLDL B-LP

LDL — % pre-LP

HDLL ———» o-LP

Porovnani delent lipoproteinii ultracentrifugact a elektroforézou
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Jak demonstruje tabulka slozeni lipoproteinovych ¢astic, procentudlni podil proteint
vzrusta od chylomikronti K HDL, tj. nepifimo tmérné¢ k rozmérim komplext. Nejbohatsi na
triacylglyceroly jsou frakce chylomikroni a VLDL, nejvice cholesterolu je ve frakci LDL.
Nezanedbatelny podil choleterolu vSak obsahuji i HDL, a z kvantitativniho hlediska je
vyznamny 1 piisun cholesterolu z potravy prostiednictvim chylomikronl. Z proporci
apoproteinid uvnitf jednotlivych tfid 1ze odvodit, Ze stanoveni apo B-100 je obrazem zejména
mnozstvi LDL, zatimco apo A-I kvantitativné charakterizuje HDL frakci.

Charakteristika lipoproteini krevniho séra:
Trida: CHM VLDL LDL HDL
Elfo mobilita: start pre-p B a
Velikost (nm): 10%-10* 30-70 15-70 ‘ 7,5-10,0
Slozeni (%):
PROTEINY 1 10 22 50
FOSFOLIPIDY 4 15 23 30
CHOLESTEROL 5 15 45 18
TRIACYLGLYCEROLY 90 60 10 2
Hlavni apolipoproteiny: apo A apo A apo B-100 apo A |
apo B-48 apo B-100 apo A ll
apo C I-11l apo C I-111 apo A IV
apo E apo E apo D

Do vy¢tu biomedicinsky dulezitych lipoproteint je tieba zahrnout také lipoprotein (a).
Je nachdzen v riizné koncentraci v plazmé a je zjiSténo, Ze je vysoce aterogenni - pii jeho
zvySeni nad 0,3 g/l stoupa vice nez dvojndsobné vyskyt kardiovaskularnich onemocnéni. Tento
rizikovy faktor je nezavisly na jinych hyperlipoproteinemiich. Na elektroforéze je hybnosti
nejblize prefB-LP (,,sinking pref*), tj. VLDL, svou velikosti vS§ak odpovida spiSe LDL ¢asticim.
Jeho proteinova soucast je zajimava — obsahuje apo B-100 disulfidicky vazany na protein
podobny plazminogenu. Tento fakt naznacuje i patologicky mechanismus jeho ptisobeni.
Predpoklada se, ze brani vazb& plazminogenu na monomery fibrinu a vyvazuje aktivator
plazminogenu, takze naruSuje koagulaéni rovnovahu ve smyslu zvySené tvorby krevnich
srazenin.

Metabolismus lipoproteini
Chylomikrony (CHM) vznikaji v intestinalnich epitelidlnich buikach po poziti tukd
v rekonstituénim procesu, pii kterém jsou delSi mastné kyseliny uvolnéné travicimi enzymy

reesterifikovany na triacylglyceroly, pfipojen cholesterol, apoproteiny, a kompletni Castice jsou
exocytozou transportovany do lymfy. Ackoli cholesterol pfispiva k hmotnosti Castice jen
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nepatrnou mérou (5 %) jednd se o hlavni cestu, kterou je piijiman do téla. V krvi jsou
chylomikra obohacovéna o dal$i apoproteiny, zejména apo C Il a apo E, a to ptenosem z HDL.
Apo C Il aktivuje lipoproteinlipdzu, enzym zakotveny na endotel kapilar, ktery hydrolyzuje
triacylglyceroly na volné mastné kyseliny (NEMK). Zajimavy tkaz vycefeni séra po podani
heparinu je zpisoben vytésnénim lipdzy z vazby na kapilarni sténu, kam se pfipojuje
prostiednictvim heparansulfatu. Lipaza se tak uvolni do krevniho ob&hu a masivné hydrolyzuje
triacylglyceroly lipoproteini. Chylomikrony jsou za normalnich okolnosti pomérné rychle
odbouravany (poloc¢as asi 30 minut), plazma se vycetfuje, a neesterifikované mastné kyseliny
jsou odebirany tkanémi pro energetické zpracovani (svaly), biosyntézu triacylglyceroli (jatra,
tukova tkan), v pfipadé nenasycenych mastnych kyselin pro biosyntézu eikosanoidu, atd.

Po odbourani vétSiny triacyglyceridového podilu castice disociuji z vazby na
lipoproteinlipazu jako chylomikronové zbytky (chylomicron remnants, CHR). Ty jsou pak
rychle odstranény z cirkulace jaternimi buiikami prostfednictvim povrchovych receptor pro
apo E.

Velmi lehké lipoproteiny (VLDL) jsou produkovany predev§im jatry jako cCastice
obsahujici velké mnoZstvi triacylglycerolil, z apoproteini zejména apo B-100 a apo C, z¢asti
pfesunuté z HDL. Obdobné jako chylomikrony, také VLDL reaguji s lipoproteinlipazou
kapilarnich stén za odbourani podstatného podilu triacylglyceroli. Hromé toho piijimaji od
HDL estery cholesterolu vyménou za triacylglyceroly. ZmenSenym casticim se fika
lipoproteiny stiedni hustoty (intermediate density lipoproteins, IDL, VLDL remnants).
Mohou mit dvoji osud. Vétsina je po vychytani jatry kompletné metabolizovana - coz je jednou
z moznych forem pfesunu cholesterolu do jater, zna¢ny podil je vSak jaterni lipazou zbaven
dalgich triacylglycerolt a tim pfeménén na Castice dalsi kategorie, tj. lehké lipoproteiny, LDL.

Hlavni ulohou lehkych lipoproteinii (LDL) je zasobovat tkané cholesterolem.
Cholesterol je pro vSechny buniky zcela nezbytny. VéEtSinou jsou schopny jeho syntézy
z acetylkoenzymu A. Pokud odebiraji lipoproteinovy cholesterol, déje se to prostiednictvim
bunéénych receptord, které reaguji s apo B-100 na povrchu LDL. Apo B-100 je kompletni
polypeptidovy produkt genu pro apo B, produkovany jaternimi buikami, a jako takovy reaguje
sreceptorem, na rozdil od zkracené varianty apo B-48, produkované v enterocytech a
zabudované do chylomikroni. Podle typu tkan¢ a momentalnich potieb je cholesterol vyuzit na
vystavbu membran nebo produkci steroidnich hormonti (ovaria, testes, nadledvinky), ptipadné
vyloucen v podobé Zlu€ovych kyselin (jatra). Ukazalo se, Ze vysoka koncentrace LDL, zejména
vysokodenzni frakce LDLs, koreluje se zvySenym vyskytem koronéarni ateroskler6zy. Pokud
bunka odebrala adekvatni mnozstvi externiho cholesterolu, dochazi za normalnich okolnosti
k omezeni vlastni bunécné syntézy. Dé&je se tak piedevsim snizenim aktivity kli¢ového enzymu
biosyntézy, hydroxymethylglutaryl-CoA-reduktdzy, dale je omezena produkce receptorovych
bilkovin, a konec¢né je zvySena aktivita acyl-CoA:cholesterol-acyltransferdzy. Posledné
jmenovany enzym esterifikuje pfebytek cholesterolu do zadsobni formy.

Kromé ptisunu cholesterolu buiikam musi byt zajiStén také odsun nadbyte¢ného
cholesterolu, protoze nase buiiky nejsou schopny odbourat steranové jadro. Cholesterol jsou
schopny vyloucit pouze jaterni buniky. Cholesterol je odstraniovan jen z mensi ¢asti jako takovy,
hlavni odpadni formou jsou zlu¢ové kyseliny. Pfesun cholesterolu do této ,.konecné stanice®,
tj. reverzni transport, maji za Ukol #éZké lipoproteiny (HDL). Nové vytvoiené HDL
(“nascent HDL*) jsou produkovany jatry, ¢astecné také stfevni sliznici, a to jako diskovité
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utvary, které teprve po odbéru cholesterolu z bunéénych membran, eventualné z lehc¢ich LP,
a po jeho esterifikaci nabyvaji sférického tvaru. Esterifikace, ktera je velmi dulezita pro dalsi
osud cholesterolu, je umoznéna dalsim kliCovym enzymem lipidového metabolismu,
lecitin:cholesterol-acyltransferazou (LCAT). Aktivatorem tohoto plazmatického enzymu je
apo A I. LCAT esterifikuje cholesterol na povrchu disku, pfenasi mastnou kyselinu z polohy 2
lecitinu (fosfatidylcholinu). Tim se cholesterol stava nepolarni a putuje do stiedu Castice.
Rozlisuje se n¢kolik klinicky vyznamnych subfrakci zralych HDL. Cholesterol z HDL muze
byt odebran jatry piimo, ale miize byt predan i jinym LP. Jsou-li t€émito akceptory zbytky
chylomiker (CHR), putuje cholesterol rovnéz do jater. V ptipad¢ IDL je mozny jak transfer do
jater, tak do riznych tkani ve form¢ LDL. Z toho je patrno, Ze reverzni transport cholesterolu
za pomoci HDL nemusi byt pfimy, ale mize zahrnovat také lipoproteiny jiné tiidy nebo bunky
nejaterniho puvodu. V protikladu k LDL je koncentrace HDL v plazmé, a to zejména HDL>,
nepiimo imérna vyskytu korondrni ateroskler6zy.

tenké strevo

TG, CHOL

» VLDL CHM
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CHOL - cholesterol LPL - lipoproteinlipiza
CHOL - E cholest. estery ~ VLDL - velmi lehké LP
MK - mastné kys. IDL - LP stfedni hustoty
CHM - chylomikrony LDL - lehké LP

. CHR -~ zbytky chylomiker HDL - tézké LP

Zucovod

HL - hepatilni lipiza

Zjednodusené schéma transportu lipidit (podrobnosti v textu)
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Pokud bychom méli na zavér zhodnotit hlavni funkce jednotlivych kategorii
lipoproteind, je mozno uvést, ze:

e chylomikra a VLDL jsou zdrojem energeticky bohatych mastnych kyselin, véetné
esencialnich

e LDL poskytuji cholestrol, coz je dilezit¢ zejména pro bunky, které si jej samy
nevytvareji

e HDL reguluji pfesuny a vylucovani cholesterolu a katabolismus lipoproteinii
s vysokym obsahem triacylglyceroli poskytovanim apoproteinti (Apo C, Apo E).

Laboratorni stanoveni sloZek lipoproteint

Vysetteni lipidového metabolismu patii mezi nejzadanéjsi laboratorni testy vzhledem
ke kli¢ové roli, kterou lipidy hraji v patogenezi aterosklerotickych cévnich onemocnéni,
predevsim ischemické choroby srde¢ni. Mezi zékladni stanoveni patfi hladina celkového
cholesterolu, jeho distribuce mezi HDL a LDL frakci, a hladina triacylglycerolt. Dale je mozno
stanovit Apo A | a Apo B, tj. hlavni apoproteiny HDL a LDL, a LP(a).

Stanoveni cholesterolu (CHOL) je zahajeno hydrolyzou jeho esterd, tj. formy, ve které se
vétSina cholestrolu v plazmé nachézi. Kvantitativni analytické metody vyuZzivaji specifickych
enzymovych reakci, zejména trojice enzymi: cholesterolesterazy, cholesteroloxidazy a

peroxidazy:
cholesterolesterdza
CHOL-ester + H,O CHOL + mastné Kys.
cholesteroloxiddza
CHOL + O, + H,0 — cholestenon + H,0,
peroxiddza
H,0, + chromogen barevny produkt + H,O

vewr

rizikovych faktort aterosklerézy. U osob stfedniho v€ku by se hladina méla pohybovat
vV rozmezi 3,8 — 5 mmol/l. ZvySeni na 6,5 mmol/l jiz zdvojnasobuje riziko, pii jesté dalSim
vzestupu roste riziko exponencidlné. Je vSak tfeba dodat, Ze fada pacientd se srde¢nim
infarktem ma hodnotu cholesterolu uvnitt referenéniho rozmezi. Je tedy ziejmé, ze je nutné
hodnotit distribuci cholesterolu v jednotlivych lipoproteinech.

HDL cholesterol v krevnim séru je mozno stanovit stejnou analytickou metodikou, po
odstranéni (napf. precipitaci fosfowolframovou kyselinou s Mg?* ionty a néslednou
centrifugaci) nebo zamaskovani (napf. protilatkami proti Apo B) ostatnich frakci obsahujicich
cholesterol. Co se ty¢e LDL cholesterolu, je mozno kromé piimé metody stanoveni pouZzit
I vypocet pomoci Friedewaldovy rovnice:

1
CHOLLDL = CHOLCEUCO‘U}” - CHOLHDL - E TAG

Index u sérové hladiny triacylglycerolti (TAG) je zdiivodnén ptitomnosti cholesterolu ve
frakci VLDL (viz tabulka sloZeni lipoproteinti). Tuto rovnici nelze pouzit pii vzestupu TAG
nad 4,5 mmol/l.
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Zjisténi koncentrace hlavnich apoproteini se provadi imunochemickymi metodami, které
jsou nakladnéjsi. Jeho vyhodou je piesnéjsi ur€eni molarni koncentrace klicovych LP. Apo A |
je ukazatelem mnozstvi HDL, Apo B-100 je méfitkem LDL frakce. Oba apoproteiny se
vyskytuji v poméru jedné molekuly na LP ¢astici. Tedy nemuze dojit ke zkresleni kolisavym
podilem lipidickych slozek. Jako vyjadieni hladiny tzv. non-HDL cholestrolu (= celkovy
cholestol — HDL cholesterol) 1ze vyuzit hladinu Apo B. Pomér Apo B ku Apo A I pak vyjadiuje
pome¢r aterogennich a antiaterogennich (protektivnich) LP Castic.

Stanoveni triacyglycerolit (TAG) je rovnéz nékolikastupniovy proces. Jako v ptipadé
cholesterolu je zahdjen hydrolyzou esterovych vazeb, nejcastéji pomoci lipazy. Pti vlastnim
stanoveni Se Vyuzivaji enzymové metody, napif. kombinace glycerolkindzy a
glycerolfosfatoxidazy s peroxiddzovym zakoncenim. Pti hodnoceni se pfihlizi k pohlavi a véku,
zvySené hladiny se nachazeji u mnoha pacientti s ischemickou srde¢ni chorobou.

Dyslipidemie a ostatni rizikové faktory se vztahem k rozvoji aterosklerozy

Poruchy lipoproteinového metabolismu se projevuji piedev§im jako zmnoZeni
jednotlivych frakci. Ubytek nebo chybéni LP jsou vzacné a jsou zplisobeny vrozenymi defekty
apoproteind. Diive pouzivany termin hyperlipoproteinemie je dnes nahrazen terminem
dyslipidemie, nebot’ nezahrnoval skutecnost, ze i snizeni frakce HDL-cholesterolu zvysuje
rychlost aterosklerdzy a patii tedy mezi poruchy lipidového spektra.

Dyslipidemie provazi ¢asto choroby a patologické stavy jako je diabetes, hypothyre6za,
nefroticky syndrom, choroby jater a pankreatu, chronicky alkoholismus, nebo zvySeny piivod
estrogenti a gukokortikoidi. Tyto poruchy klasifikujeme jako sekunddrni dyslipidemie. Kromé
toho se vSak vyskytuji primarni dyslipidemie, které vznikaji nasledkem vrozenych dispozic,
k nimz pfispiva i nevhodny zivotni styl. Jak primarni, tak sekundarni stavy jsou vyznaénym
rizikovym faktorem pro vznik ateroskler6zy a jejich komplikaci.

Pti vySetieni lipidového metabolismu vychdzime ze zékladnich ukazatell, tj.
Z koncentrace cholesterolu a triacylglycerolli v séru. Jejich odchylky nam dovoli zafadit
dyslipidemii do jedné ze tii zakladnich kategorii:

Klasifikace dyslipidemii dle hladin CHOL a TAG:

I. | Hypercholesterolemie Izolované zvyseni celkového CHOL, prevazné v LDL
Il. | Kombinované hyperlipidemie | Soucasné zvySeni CHOL a TAG
I11. | Hypertriacylglycerolemie Izolované zvyseni TAG

Ctvrtou kategorii miiZe byt izolovana snizena hladina HDL-cholesterolu, ktera se oviem
vyskytuje velmi ziidka samostatné. Obvykle byva pfidruZzena k nékteré z vySe uvedenych
kategorii dyslipidemii.

Geneticka slozka vystupuje do poptedi hlavné u familiarni hypercholesterolemie. Zde
se jedna o postiZzeni funkce LDL receptort, at’ uz je nasledkem konkrétni mutace, nedostatecna
syntéza nebo porucha transportu tohoto proteinu. Podobné se jevi i defekt Apo B-100, ktery
neni schopen vazby na receptor. Nasledkem je zvySena koncentrace LDL Vv krvi, ale 1 zvySena
syntéza cholesterolu v bunikdich. Homozygoty miize postihnout srde¢ni infarkt jiz ve treti
dekade Zivota. K diagnostice se vyuZzivaji metody molekularni biologie.
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Na vzniku aterosklerdzy se vSak mohou podilet i faktory jiného druhu, casto
kombinované. Apoprotein B-100 miize byt totiz sekundarné chemicky pozménén, ¢imz vazne
jeho rozpoznani LDL-receptory. Jedna se o modifikace dvojiho druhu. Apo B miize byt v cévni
sténé, kam pronikd zejména pii poskozeni endotelu, jednak oxidovan volnymi radikaly, jednak
muze podléhat glykaci, cemuz napomahé zvysené koncentrace glukézy. Synergické ptisobeni
téchto dvou procesii se nazyva glykooxidace. Tim se stavd modifikovany Apo B inicidtorem
zanétu cévni stény, ktery dnes poklddame za zaklad kornaténi tepen. V této souvislosti je tieba
se zminit o protektivni funkci HDL. HDL brani totiz oxidaci LDL jednak likvidaci oxidac¢nich
faktorti, jednak vyménou oxidovanych slozek LDL, za vlastni neoxidované, a jejich
vyloucenim.

V piehledu klinicky vyznamnych LP byl jiz zminén lipoprotein (a). Jedna se
0 kombinovanou molekulu, kde je k fetézci Apo B-100 disulfidickou vazbou pfipojen protein
s vysokou homologii vic¢i plazminogenu, zédkladni bilkoviné fibrinolytického systému. Jak je
ziejmé, pusobeni se tyka hlavné zvyseni rizika trombotickych komplikaci aterosklerozy. Lp(a)
vSak navic podnécuje proliferaci bunc¢k hladkého svalstva cévni stény, jeden z dilezitych
Ciniteld v patogenezi aterosklerdzy. ZvysSeni LP(a) nad 0,3 g/l se nachazi u osob s infarktem
myokardu, mozkovymi cévnimi ptithodami a sklerotickymi chorobami dolnich koncetin.

Dalsim rizikovym faktorem pro vznik predéasné ateroskler6zy a jejich komplikaci je
zvySena hladina homocysteinu v plazmé. Z metabolismu aminokyselin vyplyva, ze na
mnozstvi homocysteinu maji vliv enzymy methylentetrahydrofolatreduktaza, cystathionin-f-
synthaza a methylentetrahydrofolat:homocystein-methyltransferaza, a ptislusné koenzymy
(tetrahydrofolat, vitamin B12, pyridoxalfosfat). Teoreticky postizeni aktivity kteréhokoli
enzymu nebo deficit koenzymu muize vést k hromadéni homocysteinu, ev. homocystinu.
U latentnich poruch je mozno sledovat jeho hladinu po podani methioninu.

Fibrinogen je protein akutni faze, soucasné také nezavisly faktor aterogeneze.
Uplatiiuje se zvySenou viskozitou krve, infiltraci arteridlni stény, vazbou lipoproteintl, stimulaci
bunécné proliferace a agregace trombocyta.

C-reaktivni protein (CRP), bilkovina uzivana jako ¢asny marker zanétu, lze rovnéz uzit
jako marker ateroskler6zy, nebot’ jakykoli chronicky zanét vede k rozvoji aterosklerdzy a s tim
zvySenému riziku kardiovaskularnich onemocnéni.

Mikroalbuminurie rovnéz predisponuje ke kardiovaskularnim chorobam. Signalizuje
zvySenou propustnost endotelu, a to nejen glomeruldrnich kapildr, ale i vétSich tepen
koronarnich a mozkovych.
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Nizkomolekularni sloZky krevni plazmy

Bilirubin: vznik, transport, degradace

Hem je degradovan mikrosomalnimi enzymy retikuloendothelialniho systému (RES),
pievazné ve sleziné. Zdrojem hemu jsou prevazné zaniklé erytrocyty, Cast ale pochazi i
Z myoglobinu a cytochromt. Prvni krokem je otevieni porfyrinového prstence v pfitomnosti
hemoxygendzy, molekularniho kysliku a NADPH. Uvolnuje se pfitom atom zeleza a molekula
oxidu uhelnatého, produkt oxidace methylenového mistku mezi isopyrrolovymi kruhy.
Vznikly linearni tetrapyrrol byl nazvan biliverdin, vzhledem ke své zelené barve. Nasleduje
redukce centrdlniho methylenového mustku biliverdinreduktazou za vzniku oranzového
bilirubinu. Denni produkce bilirubinu je za normalnich okolnosti 250-300 mg. Barevnou
preménu hemu na bilirubin vSichni zname z vyvoje krevnich vyront.

COO COO

i |
H,C CH:  CH; H,C
HC. D HsC CH, CH, CH3 HsC

Bilirubin

Z bunék RES je bilirubin uvolnén do krevniho ob¢hu. Transport ve vodé Spatné
rozpustného bilirubinu je umoZnén ptipojenim k albuminu krevni plazmy. Vazebna kapacita
albuminu pro bilirubin je zna¢n4, ale ne neomezena. Asi 250 mg bilirubinu se mize vazat na 11
plazmy relativné pevnou vazbou, piebytek ma vSak jen velmi nizkou vazebnou schopnost, takze
snadno prechazi do tkani. Cetné latky, mezi které patfi i salicylaty, sulfonamidy a antibiotika,
soutézi s bilirubinem o vysoce afinitni mista na molekule albuminu. Infiltrace tkani, zeyména
CNS, bilirubinem je obavanou komplikaci novorozenecké hyperbilirubinemie, které je nutno
zabranit.

Navzdory své vazbé k albuminu je bilirubin snadno piebiran povrchovymi strukturami
jaternich buné€k, které maji k bilirubinu mimotddné vysokou afinitu. Odbérovy systém
hepatocytu ma tedy za normalnich okolnosti dostate¢nou kapacitu vzhledem k nabidce
bilirubinu, coz neplati vZdy pro jeho nasledné zpracovani a vylucovani. Pro nitrobunécny
transport maji vyznam bilkoviny Y a Z. V jatrech probihd navazani (konjugace) jedné az dvou
molekul kyseliny glukuronové estericku vazbou na zbytky propionové kyseliny bilrubinu.
Konjugovany bilirubin je slaba kyselina, pti fyziologickém pH ve formé soli. Touto modifikaci
se zvySuje rozpustnost ve vode a jsou vytvoieny piedpoklady pro vylouceni do zluci. Cely
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proces katalyzuje enzym glukuronyltransferdza, donorem Kkys. glukoronové je UDP-
glukuronid. Indukce glukuronyltransferdzy miize byt vyvolana i urcitymi farmaky, napft.
barbituraty. Sekrece bilirubin-bis-glukoziduronatu (diglukuronidu) do zIuci je zprostiedkovana
aktivnim transportem, ktery ma vSak na rozdil od absorpce kapacitu omezenou, a je proto
rychlost urcujicim faktorem odstrafiovani bilirubinu.

Zjednodusené schéma tvorby a premén bilirubinu

RES
HEMOGLOBIN

(Cerveny)
globin
co
Feld+

BILIVERDIN
(zeleny)
l

redukce

BILIRUBIN
(oranzovy)

KREV Y
BILIRUBIN « ALBUMIN

JATRA

konjugace

BILIRUBIN-BIS-GLUKURONAT

STREVO

—— glukuronit

redukce

UROBILINOGEN-STERKOBILINOGEN
(bezbarvé)

oxidace

UROBILIN-STERKOBILIN
(Zluté)

Rozpustnost konjugovaného bilirubinu usnadiiuje jeho analytické stanoveni. Je schopen
s ¢inidly reagovat ,,pfimo*, na rozdil od bilirubinu nekonjugovaného, ktery je nutno nejprve
uvolnit z vazby na albumin a solubilizovat, aby mohl reagovat s diazo¢inidlem. Proto se uziva
pro konjugovany bilirubin nékdy synonymum ,piimy“ bilirubin, pro nekonjugovany
whepiimy*. ProtoZe konjugovany bilirubin neni vazan na bilkovinu, miZe pronikat glomerulem
do moci.

Konjugovany bilirubin je Spatné vstiebavan sttevni sliznici. Béhem stfevni pasaze vSak
jsou odstépeny zbytky glukuronové kyseliny bakteridlnimi hydroldzami a bilirubin je
redukovan na fadu produktd, zejména bezbarvy urobilinogen a sterkobilinogen. Tyto
tetrapyroly se jiz vstfebavaji 1épe, takze vétsi Cast je reabsorbovana (asi 70%), zachycena
jaternimi butikami a znovu vylouéena do zlu¢i. Uastni se tedy enterohepatdilniho obéhu. Pii
poskozeni hepatocytu nebo pii jeho pfetizeni mnoZstvim produktd pronikaji tyto latky do

35



velkého obéhu a jako bezprahové latky se vylucuji ledvinami, takze je prokazujeme v moci.
Urobilinogen a sterkobilinogen se vzdusnym kyslikem oxiduji na zluté pigmenty urobilin a
sterkobilin, k ¢emuz dochazi v distalni ¢asti traviciho traktu. I tyto produkty se ¢astecné Gcastni
enterohepatalniho ob&hu. Malé mnozstvi uvedenych produktti se vyluCuje i za normélnich
okolnosti do moci, coz byvd vysvétlovdno mj. prunikem do velkého obéhu cestou
haemorrhoidalniho plexu. Souborné¢ mtizeme degrada¢ni produkty bilirubinu, vyskytujici se ve
stiev¢, nazvat urobilinoidy.

Cast urobilinoidi je degradovana na dipyrrolové fragmenty, které mohou polymerizovat
na hnédé mesobilifusciny. Tyto produkty, spole¢né s oranzovym urobilinem a sterkobilinem,
zabarvuji stolici. Je-li v§ak zablokovan odtok zluci do stfeva, napt. zaklinénym kamenem, ma
stolice béloSedou barvu pro neptitomnost Zlucovych barviv a vysoky obsah nestravenych tuki
(acholicka stolice). V tomto piipadé nemohou byt degradacni produkty bilirubinu pfitomny ani
Vv moci. Jiny vzhled ma stolice v piipade chybéni nebo pfi poruse stievni bakterialni flory, ktera
se ucastni redukénich pfemén bilirubinu. Tento stav se nachéazi fyziologicky u novorozenct,
pfipadné je navozen lécbou Sirokospektrymi antibiotiky. Zde je vyluCovan nezménény
bilirubin, eventuané dochazi k jeho oxidaci na zeleny biliverdin, jak vidime na meconiu
novorozencl. Podobny efekt ma i velmi rychlé pasaz stievniho obsahu.

Stanoveni bilirubinu v krvi

V krvi stanovujeme bilirubin kvantitativné po pievedeni na diazobarvivo (Van den
Berghova diazoreakce). Cinidlem je diazotovana kyselina sulfanilova, piipravena
bezprostiedné pied stanovenim ze sulfanilové kyseliny a dusitanu sodného v prostfedi HCI.
Barevny produkt ma povahu indikatoru: v silné kyselém prostfedi je modry, v neutrdlnim
cerveny a v alkalickém zelenomodry. Bilirubin konjugovany (,,pfimy*) vstupuje do reakce
okamzité, bilirubin nekonjugovany (,,nepfimy*) reaguje kvantitativné az po piidani
urychlovace, akceleratoru, ktery zajisti vytésnéni z vazby na albumin a solubilizaci, coz je
pfedpoklad pro kvantitativni reakci s diazoCinidlem. Akceleratorem mohou byt organicka
rozpousStédla misitelnd s vodou (methanol, ethanol), nebo cyklické organické slouceniny
(kofein, benzoan, salicylat). Pfi stanoveni vétSinou postupujeme tak, Ze jednak v pfitomnosti
akceleratoru stanovime obé slozky najednou, jako celkovy bilirubin, jehoz koncentrace by
neméla piesahovat 25 umol/l. V obdobné reakci, ovSem bez akceleratoru, ur¢ime pak
koncentraci konjugovaného (,pFimého) bilirubinu, ktery by nemél piesahnout 8 umol/l.
Rozdil téchto dvou hodnot odpovida bilirubinu nekonjugovanému. Piesahne-li koncentrace
konjugovaného bilirubinu asi 34 pymol/l, tj. ledvinny prah, unika pigment do moci, ktera
tmavne, ptipadné po oxidaci nabyva zeleny odstin. Nekonjugovany bilirubin renalni bariérou
neprojde ani pii velmi vysokych koncentracich.

Pfi kvantitativnim stanoveni abnormalné vysokych sérovych hodnot, které ptichazeji
vV uvahu pii novorozeneckych Zloutenkach, je nejpraktictéj$i piimé fotometrické stanoveni
transkutannimi bilirubinometry. Vysetteni je dilezité vzhledem k hranici (asi 340 pmol/l), nad
kterou je jiz indikovdna vymeéna krve novorozence, tzv. exsanquinacni transfuze.
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Klasifikace hyperbilirubinémii

Vystoupi-li hladina bilirubinu v krvi zhruba nad 35 umol/l, za¢ne barvivo infiltrovat
skléry a sliznice, rozviji se #loutenka (ikterus). Zloutenka je piiznak, ktery provézi vice chorob
rizného puvodu. Ke zmnozeni bilirubinu dochdzi jeho nadmérnou tvorbou, porusenim
trasportu v hepatocytu, nedostate¢nou konjugaci, snizenym vylu¢ovanim do Zlu¢i, nebo
piekazkou odtoku (obstrukei) ve Zlucovych cestach. Na zéklad¢ centralniho postaveni jater pii
vyluovani bilirubinu byly dfive iktery ¢lenény na prenatalni, hepatalni a posthepatélni.
Sohledem na laboratorni nalez a patogenezi vSak dnes preferujeme rozdé€leni
hyperbilirubinemii na nekonjugované, smisené a konjugované.

Nekonjugované hyperbilirubinemie

Pii nékterych defektech erytrocytii vrozenych ¢i ziskanych (hemolytické anemie,
hemoglobinopatie, transfuze inkompatibilni krve) je produkovano takové mnozstvi bilirubinu,
ze je prekrocena vylucovaci kapacita jater a dochazi ke hromadéni nekonjugovaného bilirubinu
Vv Krvi (,,prehepatalni ikterus“). Masivni konverze na produkty typu urobilinogenu a urobilinu
se projevi jednak na zabarveni stolice (polycholicka stolice), jednak nalezem Ehrlich a
Schlesiger pozitivnich latek v moci. Bilirubin a zlucové kyseliny vSak v moci chybéji. Do této
kategorie tfadime i novorozenecky ikterus, na kterém se podili zvySeny rozpad fetdlniho
hemoglobinu, ale uplatiiuji se i dalsi mechanismy, jako nezralost konjuga¢niho systému a
nedostatek nitrobunéénych vazebnych proteini. ZvySena propustnost hematoencefalické
bariéry zvySuje riziko prostupu lipofilniho nekonjugovaného bilirubinu do CNS a jeho vazby
na citlivé struktury, zejména bazédlni ganglia (,kernikterus®) s néslednou encefalopatii.
Podobny laboratorni obraz miize vyvolat dédi¢né porucha glukuronyltransferazy, kde vSak neni
nadprodukce urobilinogenu a mocovy nalez je proto chudsi. Enzymovy defekt se klinicky
manifestuje jako benigni Gilbertiv syndrom nebo jako Crigler-Najjariv syndrom, u n¢hoz je
znama i letalni forma. Caste¢nou inhibici enzymu u kojencti miZe vyvolat pregnandiol
obsazeny v matefském mléce.

SmiSené hyperbilirubinemie

Jmenovana kategorie se piekryva s pojmem ,,hepatdlni iktery“, protoze je spojena
s poskozenim jaterniho parenchymu. Castou p¥i¢inou je virové infekce, miize se v§ak uplatnit i
jiny mikrobialni faktor a cela Skala toxickych latek (chlorované uhlovodiky, faloidin, ethanol,
atd.). Zloutenka je piitomna i v terminalnich stadiich cirhozy jater. U téchto stavi je zpravidla
postizeno jak vychytavani a transport bilirubinu v jatrech, tak jeho konjugace. Privodnim
jevem je tedy vzestup obou forem bilirubinu v plazmé a jeho piitomnost v moci, jakmile je
ptekrocen ledvinny prah. Velmi ¢asnym ndlezem je pozitivni Ehrlichova aldehydové reakce
Vv moci, kterd signalizuje pfitomnost urobilinogenu (diive nazyvaného ,,pigment nemocnych
jater®, 1 kdyz je, jak vime, bezbarvy). Urobilinogen v obdobi kulminace zanétu zmizi, aby se
znovu objevil pii poklesu bilirubinu. U hepatitid je narusen pomér albuminu a globulinii v séru,
coz se projevi poklesem A/G koeficientu. V plazmé se zvysSuje aktivita nekterych enzymd,
zejména aminotransferaz. Aktivita ALT je pfitom umérnd poctu postizenych hepatocyti,
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zatimco AST informuje o zavaznosti bunécného postizeni. Typické je i zvySeni LD izoenzymu
My a zeleza.

Konjugované hyperbilirubinemie

Nejcastéjsi pri¢inou této kategorie iktert, kterd zhruba odpovida ,,posthepatdilnimu
ikteru*, je preruseni odtoku zluci do stieva. Dochazi k tomu ve zlucovych cestatch mimo jatra
zaklinénim konkrementu — nejcastéji v distalni ¢asti choledochu, okluzi nadorem, parazitem,
jizevnatym zuzenim, ale také intrahepatalné (pfi cholangiolitis, cholestatické formé zanétu
jater, atd.). U novorozencii piichazi vzacné v uvahu i atresie zluCovych cest. Je postizen
transport bilirubinu z mista konjugace, coz ma za nasledek vzestup konjugované formy v Krvi.
Je-li uzdvér uplny, je stolice acholickd, a v moci se nevyskytuje urobilinogen a jiné
urobilinoidy. Typicky je v moc¢i nachazen konjugovany bilirubin a Zzlucové kyseliny.
Z enzymovych aktivit je vyrazny vzestup alkalické fosfatazy (ALP) a y-glutamyltransferazy
(GMT). Prlivodnim jevem obstrukéniho ikteru je hypercholesterolemie a pfitomnost
lipoproteinu x (Lpx), na ktery jsou uvedené enzymy zc¢asti vdzany. Tento obraz nemusi vzdy
zpusobit obstrukce. Zndme také dédi¢né syndromy postihujici ptenos konjugovaného bilirubinu
ptes zluCovy pol hepatocytu (Dubin-Johnsonliv a Rotortiv syndrom). Po odstranéni pficiny déle
trvajici hyperbilirubinémie mlze piekvapit pomaly ustup zloutenky; je nasledkem vytvoteni
kovalentni vazby mezi konjugovanym bilirubinem a albuminem (tzv. delta-bilirubin). Tento
komplex ma podstatné del$i polocas odstranovani nez konjugovany bilirubin.

Orientacni schéma laboratornich nalezii u hyperbilirubinémii / Zloutenek:

Hyperbilirubinémeie nekonjugované smiSené (hepatalni konjugované
(icterus) (hemolyticky) poskozeni) (obstrukéni)
bilirubin = + +
5 urobilinogen + + -
mo¢ =
urobilin + + -
zluCové kyseliny - + +
konjugovany bilirubin - + +
nekonjugovany bilirubin + + -
krev | A/G koeficient = + -
ALP, GMT - - +
ALT, AST - + -
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Nebilkovinné dusikaté latky krevni plazmy

Obecna charakteristika nebilkovinného dusiku krevni plazmy, jeho piivod, sloZeni
a vylucovani

Nebilkovinné dusikaté slozky plazmy v tradi¢nim pojeti, tj. latky, které neni mozné
oddélit vysrdzenim precipita¢nimi ¢inidly pro bilkoviny, jako jsou kyseliny trichloroctova nebo
sulfosalicylova, byly souborné oznacovany jako nebilkovinny (zbytkovy) dusik. Tento pojem
byl aktualni v dobé¢, kdy pfimé kvantitativni stanoveni dusiku patiilo mezi bézna laboratorni
vysetieni. S rozvojem biochemické analytiky se ukazalo, Ze daleko vétsi diagnostickou hodnotu
mayji jednotlivé slozky nebilkovinného dusiku. Mezi nejcastéji analyzované dusikaté latky patii
mocovina, aminokyseliny, kyselina mocova, kreatinin a amoniak. Jedna se tedy prevazné
0 koncové produkty degradace dusikatych latek. Jejich celkovou hladinu proto ovliviiuje ptisun
dusikatych latek potravou a rychlost odbourdvani vlastnich bilkovin, nukleovych kyselin a
svalového kreatinu. Dulezitou roli zde hraje stav jater jako centralniho orgdnu metabolismu
dusikatych latek, ale zejména vylucovaci funkce ledvin, protoze uvedené latky se z téla
odstranuji pfednostn¢ rendlni cestou.

Zdrava ledvina pribézné vylucuje vyprodukovanou ,katabolickou ndloz*,
predstavovanou piedev§im slozkami nebilkovinného dusiku. Pti rendlni nedostatecnosti
(insuficienci) ledviny vyluéuji dusikaté katabolity jen v omezené mife, totéz plati o udrzovani
vodni, elektrolytové a acidobazické rovnovahy. Podminkou zachovani ptijatelného vnitiniho
prostiedi je ovSem vylouceni télesné namahy, minimalni pfijem bilkovin a regulovany piijem
tekutin a minerald. Tento stav muZze plynule piejit v chronické selhdani ledvin (renal failure),
kdy ani za shora uvedenych podminek nejsou ledviny schopny plnit svou funkci a laboratorni
nalezy se zacCinaji zhorSovat. Pfi¢inou je redukce poctu zdravych nefronid nasledkem
chronického onemocnéni, nejcastéji zanéti ledvin, nebo pii nezvladnuti akutnich stavi. Zvysuji
se dusikaté latky v krvi, vznikd dehydratace z polyurie, nastupuje acidéza. Prohlubuje-li se
zéanik nefroni, dojde nakonec ke vzestupu K* a mocoviny. Akutni selhdni ledvin vznika naproti
tomu nahle, béhem nékolika hodin az dnt, a to jako projev akutni glomerulonefritidy, vlivem
nefrotickych jedi, nebo pfi Soku. Zmény pii Soku spocivaji ve snizeném prokrveni kiry ledvin
a jsou zpoc&atku reverzibilni. Dochézi k retenci dusikatych latek a nékterych ionti (K*), a vznika
metabolickd acidoza nasledkem neschopnosti vyloucit netékavé zplodiny katabolickych
pochodt (sulfaty, fosfaty). Zejména je obavana hyperkalemie a hromadéni vody, které miize
vést k edému plic. Akutni i chronické selhdni ledvin je indikaci k dialyza¢ni 1écbé.

Chronické selhavani ledvin mize vyustit v klinicky syndrom uremie. Kromé jiz
zminénych biochemickych znamek ledvinného selhdni se navic projevi charakteristické
nervove, gastrointestinalni a respirani ptfiznaky. Neurologické ptfiznaky si vysvétlujeme
inhibi¢nim wc¢inkem tzv. uremickych toxinl (rizné derivaty guanidinu) na enzymové d¢je,
napf. transketolazovou reakci v CNS. Amoniak v mozku od¢erpava 2-oxoglutarat z Krebsova
cyklu. Byvé zhorSena utilizace sacharidii, v krvi stoupaji triacylglyceroly, cholesterol je na
rozdil od nefrotického syndromu normalni. Dlouhotrvajici porucha, hlavné u dialyzovanych
pacientt, vede K rozvoji uremického kostniho syndromu z vyplavovani kalcia, tzv. renalni
osteomalacii. V patogenezi tohoto stavu se uplatiuje pufrovani puvodni acidozy
hydroxylapatitem, nedostatek vitaminu D3, ktery se vytvaii v ledvinach, a sekundarni
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hyperparathyreoidismus. Remodelace kosti je provazena vzestupem sérové alkalické fosfatazy
a dalSich ukazateld, zejména vyluCovanim pficnych spojek kolagenu, ,.crosslinks®
(deoxypyridindolinu). Klinicky obraz doprovazeji krvacivé projevy z nedostatku koagula¢nich
faktorti a chudokrevnost ze snizené produkce erytropoetinu v ledvinach a z Gtlumu kostni diené.

Stanoveni mocoviny

Ve formé mocoviny (urea) je vyluéovano 80 —90 % celkového dusiku. U lidi je
mocovina hlavni kone¢ny produkt katabolismu proteinti a detoxifikace amoniaku. Vznika
V jatrech pfevazné z a-aminodusiku kyseliny glutamové a kyseliny asparagové, kam je
usmérnén — o-aminodusik z vétSiny katabolizovanych aminokyselin. Dal§imi zdroji jsou
amidicky dusik glutaminu a amoniak jako takovy, pfivadény portdlnim obéhem ze stfeva. Urea
je syntetizovana v ornithinovém cyklu z jedné molekuly amoniaku, aminodusiku kyseliny
asparagové a jednoho hydrogenkarbonatového iontu, za spotfeby 3 molekul ATP. Vlastni
biosyntéza probihd v nékolika stupnich.
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Schéma ornithinového cyklu

Vrozené metabolické pochody mohou postihnout kazdy z nich, coz vede k intoxikaci
amoniakem a vyvojem svéraznych klinickych pfiznakl, vcetné mentalnich poruch.
Neurologické ptiznaky jsou typické i1 pro zkratovy transport amoniaku ze stievniho traktu do
velkého ob&hu, jak vidime napt. u cirhdzy. Mocovina je mimotadné difuzibilni substance, a
jako takova se vyskytuje ve vSech télnich tekutinach ve srovnatelné koncentraci. Protoze je
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eliminovéna témet vyhradné ledvinami, jeji koncentrace v krvi je ovlivnéna piedevsim funkci
ledvin. Vylucuje se glomerularni filtraci, pficemz 40 % se v proximalnim tubulu opét vstiebava
s vodou. Vedle toho je ovsem hladina mocoviny zavisla také na pfijmu bilkovin, na intenzité
katabolickych dé&ji, a na stavu jaterni tkdn€. ZvySend produkce se pozoruje pii masivnim
krvaceni do traviciho traktu, ur€ité zvyseni mize byt nasledkem intenzivni sportovni ¢innosti.
Snizené¢ hladiny upozornuji na snizeny piisun bilkovin potravou nebo na selhdvani biosyntézy
mocoviny v jatrech.

Pro stanoveni mocoviny jSOU V soucasnosti upfednostiiovany nepiimé enzymové
metody pred uzitim piimé barevné reakce (napf. s diacetylmonooximem), kdy se stanovuje
amoniak po rozkladu mocoviny enzymem uredzou. Referencni rozmezi je relativng Siroké a lisi
se dle véku a pohlavi pacienta (s vékem stoupd, u muzii mirn¢ vyssi nez u zen). Pokud
vylou¢ime vliv zvySené¢ho katabolismu bilkovin, lze ze vzestupu hladiny mocoviny pfi
renalnich poruchach pomérné dobte odhadnout postizeni vylucovaci funkce ledvin.

Stanoveni mocoviny

Kyselina mocova se vyskytuje ve formé urdtu jednosodného, ktery je asi 20x
rozpustnéjsi nez vlastni kyselina, nicméné i jeho rozpustnost je velmi nizka. U ¢loveka a
primati je kyselina mocova koneénym degrada¢nim produktem katabolismu nukleovych
kyselin a jejich slozek, véetné nukleoproteinti exogennich, pfijatych potravou. Clovék
pramérné eliminuje 4,4 mmolu kyseliny moc¢ové denné. Asi dvé tietiny tohoto mnozstvi jsou
vylouceny ledvinami, zbytek stfevnim traktem, kde bakterie degraduji tento purin na alantoin a
COso. Zvysena hladina v séru nad limit referen¢nich hodnot, tj. u muza nad 450 umol/l a u Zen
nad 360 umol/l, se nazyva hyperurikemie. Na syndromu hyperurikemie se podili zvySeny
pfijem nukleoproteinii potravou, zvySeny rozpad vlastnich nukleoproteint, masivni zvySeni
pozorujeme u nadorovych chorob po ozateni nebo aplikaci cytostatik. Mezi dalsi pficiny se fadi
snizen¢ vyluCovani ledvinou a nadprodukce endogenni kyseliny mocové. Oba posledni
mechanismy se mohou uplatnit v patogenezi pomérn¢ ¢asté poruchy metabolismu purind, dny
(arthritis uratica). Na tomto misté je tiecba pfipomenout, Ze ne kazda hyperurikemie je dna, ale
kazdda dna ma alesponl v nékterém stadiu hyperurikemii. Vyznamnym momentem je
nedostate¢nd regulace prvniho, klicového kroku syntézy purinti, katalyzovaného
5-fosforibozyl-1-difosfat-amidotransferazou. V piipadé¢ porusené regulace tohoto enzymu
nukleosidmonofosfaty se zacne vytvaret nadbytecné mnoZstvi purinl, které je terminalné
pfeménéno xanthinoxid4dzou na kyselinu mocovou. Je-li tento mechanismus kombinovéan navic
s nedostate¢nou reutilizaci purinovych bazi, dostavame obraz debilizujiciho a termindlné
letalniho Lesh-Nyhanova syndromu. Dna je charakterizovana zachvaty krutych kloubnich
bolesti zptisobenych krystalizaci uratu jednosodného v kloubech, zejména v oblasti bazalniho
kloubu palcti dolnich koncetin. V dutém systému ledviny dochazi ¢asto ke vzniku uratovych
mocovych konkrementti, krystaly v ledvinovém parenchymu mohou vést az k rendlni
insuficienci.

Pti stanoveni kyseliny mocové se diive vyuzivalo reduk¢nich vlastnosti tohoto purinu.
Kyselina moc¢ova a uraty jsou totiz vyznamnymi antioxidanty krevniho séra! Dnes se vyuzivaji
enzymové testy s urikdzou, kde je kromé alantoinu a CO2 vedlej$im produktem peroxid vodiku,
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ktery lze stanovit peroxiddzovou reakci. Uraty je mozné prokazat i mikroskopicky ve dnavém
tofu nebo v leukocytech kloubni tekutiny.

Stanoveni kreatininu, amoniaku a aminokyselin

Kreatinin je anhydrid kreatinu, vznikajici ve svalech z kreatinfosfatu neenzymovou
dehydrataci a odpojenim fosfatu. Denné se na kreatinin pfeméni 1-2 % kreatinu. Jeho produkce
je za predpokladu fyzického klidu a bezmasé diety stabilni, iméma télesné hmotnosti.
Vzhledem Kk tomu, ze kreatinin je téméf vyhradné vylucovan glomeruly, je jeho hladina
ukazatelem glomerularni filtrace. Plazmaticky kreatinin se zhruba zdvojuje pii kazdé redukci
glomerularni filtrace o 50 %. Ptfesnéjsi informaci vSak poskytne, zejména v Casném obdobi
poruchy, az clearance endogenniho kreatininu (viz funk¢ni vysetfeni ledvin). Pii porovnani
s inulinovou clearanci je mozno vici této metod¢€ vyslovit urcité vyhrady, tykajici se ¢aste¢ného
vylucovani kreatininu tubuly pfi jeho zvySené hladin€ a relativni nespecifi¢nosti analytické
metody, jsou vSak vyvazeny jednoduchosti a nizkou cenou vysSetieni. Kreatinin se stanovuje
klasickou Jaffeho reakci s alkalickym pikratem, pti které vznika oranzovy podvojny pikrat,
ktery se kvantifikuje fotometricky. Vzhledem k tomu, ze pozitivné reaguji 1 jiné soucasti, jako
kyselina pyrohroznova, ketolatky aj., je vysledek casto nadhodnocen. Referenéni hodnoty se
1isi dle pohlavi (u muzt jsou vyssi hodnoty) a véku (zvysuje se s vékem).

Jednim z kone¢nych produktti degradace aminokyselin ve vétsin€ organt je amoniak,
NHz3. Amoniak je rovnéz absorbovan ze stfevniho lumen jako vysledek bakteridlni deaminace
proteinti potravy, odloupanych epitelii, a z rozkladu mocoviny bakteridlni uredzou. Tato
potencidlné toxickd substance miize byt detoxifikovana dvéma zpisoby. Prvni je pfedbézny,
spociva v pfenosu amoniaku na ketokyseliny (napi. 2-oxoglutarat) za tvorby aminokyselin,
nebo na glutamat za vzniku glutaminu. Ledviny pak mohou vylucovat amoniak glutaminu jako
amonny iont, coZ je soucasné proces zmiriujici acidozu vazbou H* iontl. Rozhodujici je vSak
detoxifikace v jatrech, prostifednictvim tvorby mocoviny (viz kapitola Stanoveni mocoviny).
Pti akutnim selhavani jater se zvySuje sérovy amoniak nad limit 50 pmol/l, vzhledem ke ztraté
enzymovych aktivit v destruovanych hepatocytech. U chronickych jaternich chorob je hlavnim
faktorem portovenozni zkrat, kterym amoniak obchazi jatra a pronika do systémového feciste.
Ktomu ovSem muZze pfistoupit snizena biosyntéza mocoviny v hepatocytech. Standardné
ptispivaji v k hyperamonemii vrozené defekty ornithinového cyklu. Vzhledem ke snadné
prostupnosti membranami se uplatiiuje zejména plisobeni amoniaku na CNS, kde pfispiva
k hepatogenni encefalopatii. Zpocatku jsou v poptedi funkéni poruchy, v terminalnich stadiich
jaternich chorob muze vyustit az v bezvédomi, coma hepaticum. Mechanismus toxického
pusobeni neni zcela objasnén, vime vsak, ze reaguje s kyselinou glutamovou a 2-oxoglutarovou
za vzniku glutaminu a 2-oxoglutaramidu, ¢imz je postizena utilizace pyruvatu v cyklu kyseliny
citronové, a tim sniZzena vyroba ATP. Proto chybi energie pro dilezZité procesy jako udrzovani
homeostazy iontli, coZ miiZze vést az k naruSeni pfenosu nervového vzruchu.

Stanoveni amoniaku je vzdy choulostivé vySetfeni a vyZaduje okamzité zchlazeni
vzorku a co nejrychlejsi zpracovani, aby nedoslo k faleSnému zvySeni hodnot. NejCastéji se
pouziva glutamatdehydrogenazovd enzymova reakce, pfipadné potenciometrické stanoveni
S vyuzitim iontové-selektivni elektrody.
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Vznik mo¢i a funkce ledvin

Ledviny jsou nejmohutnéjsi sekreéni orgdn lidského téla, jehoZ duleZitym tkolem je udrZovat stalé vnitini
prostfedi organismu. Ledviny vylucuji z téla nepotfebné litky, pfedevsim t.zv. ,,metabolicky odpad” (napf.
mocovina, kreatinin, kyselina mocova atd.), fadu 1€k a toxickych latek, soucasné prubézné vstrebdvaji Zivot-
né dalezité latky (napf. glukéza, aminokyseliny). Tvorba amoniaku v epitelu ledvinnych tubuld, regulace
vyluCovéni ur¢itych aniontd a kationti pfedstavuje dileZitou roli pii regulaci acidobazické rovnovahy.

KaZda ledvina se sklad4 asi z jednoho milionu funkénich jednotek — nefronii. Ty jsou tvofeny glomerulem
(klubko 2040 kapilar vchlipené do Bowmanova vacku), sto¢enym kandlkem 1. fadu (proximalni tubulus),
Henleovou klickou, sto¢enym kanalkem 2. fadu (distalni tubulus) a sbérnym kandlkem. Glomeruly a stoce-
né kandlky jsou umistény v kife ledvin, Henleovy klicky se zanofuji do diené ledvin, pravé tak, jako sbérné
kanalky. Cela ledvina je silné vaskularizovana a pfedstavuje z hlediska prokrveni, spotieby kysliku a Zivin
metabolicky neobycejné aktivni orgdn.

VZNIK A SLOZENi MOCI

V glomerulech dochazi k nepretrZité filtraci krevni plazmy pfes bazalni membranu kapilary do Bowma-
nova vacku, odkud se odvidi tzv. primdrni mo¢ neboli glomeruldrni filtrdat v mnoZstvi 2 ml/s (vice neZ
170 1/24 h), coZ piedstavuje /5 objemu krevni plazmy proteklé ledvinami. Primdrni mo¢ je ultrafiltrat krev-
ni plazmy, tj. ma stejné sloZeni jako plazma, ale téméf neobsahuje bilkoviny.

V tubuldrnim systému ledvin dochézi k dpravé primidrni moci resorpci dileZitych latek a vody, ale také
k exkreci nékterych latek do tvofici se moci.

V proximdlnim tubulu probiha resorpce Na*, K*, Cl-, HCO;", glukézy, aminokyselin a dalSich latek pro-
vizend isoosmotickou resorpci vody, takZe 80 % puvodniho filtratu je resorbovino.

Do Henleovy klicky tak vstupuje 0,4 ml/s tekutiny isoosmotické s krevni plazmou, zbavené glukozy
aobvykle kyselejsi neZ plazma. Henleova klicka sestupuje do dfefiové ¢asti ledviny, kde je zna¢né hypero-
smoldrni intersticialni tekutina (osmolarita vzrasta smérem k papile). V disledku toho dojde v sestupném
raménku klicky k pasivni resorpci vody, takZe ve vrcholu kli¢ky je mo¢ rovnéZ hyperosmolarni a ve znacné
zredukovaném objemu. Ve vzestupném raménku pak osmolarita moci opét klesd, oviem nikoliv pfijmem
vody, nybrZ aktivnim pienosem pfedev§sim Na* do intersticia. Vysledkem je tedy zredukovany objem opét
isoosmolarni tekutiny. Pfipomerime, Ze ne vSechny nefrony se podileji stejné na tomto procesu. Jen asi 1/,
nefrond obsahuje Henleovy kli¢ky tak dlouhé, Ze pronikaji do vyrazné hyperosmoldrni ¢asti diené (k papi-
le), zbytek klicek je kratkych a jejich pfinos k tpravé moci v této fazi neni tak podstatny.

V distdlnim tubulu a shérném kandlku dochazi k dal§im selektivnim ipravdm moci, z nichZ k nejpodstat-
néjSim patii aktivni vyluovani K+ nebo H* vyménou za Na* (fizeno aldosteronem) a dalsi acidifikace moci.
Ta se realizuje aktivnim pfenosem H* z tubuldrnich bunék do mo¢i, a to jednak ve formé& NH,* (rozkladem
glutaminu), jako H,PO,~ (z HPO,2") i jako volny H*. Koneéné viechny sbérné kanilky prochazeji hypero-
smolarnim prostfedim dfené, kde je moZné dosahnout znaéné resorpce vody a vytvofit tak hyperosmotickou
moC (fizeno antidiuretickym hormonem).
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Epitelialni buniky ledvinnych tubulii se chovaji riizné vii¢i jednotlivym latkam pfitomnym v glomeruldrnim
filtratu. Pro nékteré latky je st€na tubuld neprostupna (inulin, manitol, EDTA), takZe tyto latky se octnou
v definitivni mo¢i ve stejném mnoZstvi, jako byly v glomeruldrnim filtrdtu, 1 kdyZ v dusledku konec¢ného
zahu§téni moci se jejich koncentrace v definitivni mo¢i vyrazné zvySi. Tyto latky nazyvame bezprahové a jsou
pro nas cennym ukazatelem ledvinnych funkci, pfedev§im jsou méfitkem glomerulami filtrace. Jiné latky
mohou prostupovat sténou tubull pasivné podle koncentracniho nebo osmotického spadu (voda, mocovina,
aceton aj.) a kone¢né je fada latek aktivné resorbovdna nebo naopak secernovina tubularnimi burikami. Tran-
sportni tubuldrni mechanismy predstavuji z hlediska své celkové kapacity ur€ity ,,prdh*, do jehoZ vySse je urci-
ta latka zcela resorbovina a pfi jeho prekroceni se litka objevuje v moci. Tyto aktivné resorbované latky nazy-
vame prahové (napf. glukoza). Celkova schopnost ledvin resorbovat konkrétni latku v tubularnim systému se
nazyva tubuldarni resorpcni maximum (7,), napf. pro glukozu je 27-33 pmol/s. Analogicky vyjadiujeme tubu-
larni sekrecni maximum pro latky, které jsou aktivné v tubulech do mo¢i secernovany (p-aminohipurat).
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Koncentrace glukézy v plazmé
Vztahy mezi koncentraci v plazmeé, filtraci a resorpci v ledvinach

Lidské ledviny denné vyprodukuji vice neZ 170 I glomerularniho filtratu, pficemZ denni vydej definitivni
moci je 1-2 litry. V disledku tubuldrnich funkci doslo tedy ke stondasobnému zahudténi primdrni moci, ¢imz
se dosahlo i vyrazného zkoncentrovani latek urCenych k eliminaci z organismu, zatimco latky pro organis-
mus cenné byly zcela resorbovany.

Predstavu o sloZeni normdlni moci dospélého ¢lovéka dava nasledujici tabulka. Uvadi jen nejdaleZitéjsi
komponenty a z minoritnich sloZek jen ty, které maji diagnosticky vyznam.

Normilni souéisti mo¢i dospélého ¢lovéka

NejduleZitéj5i anorganické soucasti
Sodik 120-240 mmol/24 h
Draslik 45-90 mmol/24 h
Hof¢ik 0,6-5.0 mmol/24 h
Vépnik 0,6-5,0 mmol/24 h
Amonny iont 30-75 mmol/24 h
Vodikovy iont 1-10 pumol/24 h (pouze v kyselé moéi)
Chloridy 120-240 mmol/24 h
Fosfity 25-35 mmol/24 h
Hydrogenuhliéitan 0-50 mmol/24 h (pouze v alkalické moci)
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Vyznamné organické slozky
Mocovina 333-583 mmol/24 h
Kreatinin 9-16 mmol/24 h
Kyselina mocova 1,5-5 mmol/24 h
Jiné dusikaté latky 0,5gN/24h
Diagnosticky vyznamné soucasti
Vanilmandlova kyselina 8-30 umol/24 h
5-hydroxyindoloctova kys. 10-42 pmol/24 h
Porfobilinogen do 6 pmol/24 h
S-aminolevulova kys. 20+ 11 pmol/24 h
17-hydroxykortikoidy muZi 8-28 umol/24 h
Zeny 5-17 umol/24 h
17-ketosteroidy muZi 14-76 umol/24 h
Zeny 7-52 pmol/24 h
a-amyliza 17-33 umol/24 h
Objem 0,6-251/24 h Hustota 1003-1035
pH 4,7-8.0 (pramér 6,0) Osmolalita 50~1400 mmol/kg

Je tfeba pfipomenout, Ze jak mnoZstvi, tak vlastnosti a sloZeni mo¢i kolisaji pfedevsim podle mnoZstvi pii-
jaté vody a druhu potravy, méni se téZ podle metabolickych okolnosti.

800
mmol/L
Ostatni slofky|
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600 -
MoZovina
500 —
400 --200
Ereatinin —-—xzc°3
—G01lukoan IKI
300 7‘150 B.CO
B 2773
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¥at o1 xzrd;
100 —%50 HPOZ™
4 o aof'
x 86}
2 Org.Xys, 2+
:& tein| ::z';_’: Org.lyn
PLAZMA MOC
(pH 7,9) (pH 5,5-6,0)

SloZeni mo¢i v porovnani s krevni plazmou
(Vnéj§i stupnice hodnot slouZi k posouzeni celkové vySe koncentraci litek,
vnitini stupnice predstavuje hodnoty zvlast pro kationty a zv1aSt pro anionty.)
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Dobrou piedstavu o funkci ledvin pfi pfeméné glomerularniho filtratu na definitivni moc¢ davaji sloupcové
diagramy, které porovnavaji sloZeni krevni plazmy a moci. Nejnapadné;si rozdil je v extrémnim zvySeni kon-
centrace mocoviny, kreatininu a dalSich odpadnich metabolitd v moci pfi absenci glukézy a proteina. V ion-
tové oblasti je ndpadna retence sodiku, ktery je v mo¢i nahrazovan draslikem a amonnym iontem. Stejné tak
chloridové ionty jsou zadrZovany ve vnitinim prostfedi a nahraZeny fosforecnany a sirany. Kysela mo¢ neob-
sahuje hydrogenuhli¢itan. Z iontovych rozdilt vyplyva i mirné kysely charakter moci ve srovnani s plazmou.

FUNKCNI VYSETRENI LEDVIN

Pod timto pojmem rozumime vySetfovaci metody, které kvantitativné hodnoti jak glomeruldrni funkci
(filtraci), tak tubularni ledvinné funkce. Hlavni funk¢ni zkousky ledvin jsou clearance, vylucovaci zkousky
a koncentracni zkousky.

Glomerularni filtrace, clearance

Z mechanismu tvorby mo¢i vime (viz vySe), Ze filtraci krevni plazmy v glomerulech vznika primarni mot
(glomeruldrni filtrat) asi 2 ml/s. MnozZstvi tohoto filtratu v§ak zavisi na nékolika okolnostech:
a) filtra¢nim tlaku (tj. rozdil mezi kapilarnim tlakem a souctem tlakd intersticidlniho + intratubularniho +
onkotického tlaku bilkovin krevni plazmy)
b) permeabilité glomeruldrni membrany
c) velikosti filtracni plochy
Z mechanismu tvorby moci rovnéz vyplyva, Ze razné latky jsou eliminovany z krve do moci riiznou rychlo-
sti. Vyrazem rychlosti, s jakou latka prechazi z krve do moci je clearance doty¢né latky. Clearance je teoretic-
ky takovy objem plazmy, z néjz je béhem casové jednotky dand ldtka ¢innosti ledvin zcela odstranéna (neboli-
clearance je takovy objem plazmy v ml, ktery je tpIné ocistén od urcité latky pfi jednom prutoku ledvinami).
VyluCovani jakékoliv nizkomolekularni latky x, ktera volné prochdzi glomerulem a v tubulech je bud
resorbovana nebo secernovdna, muzeme vyjadiit nasledujici rovnici:

GF.PxT=U.V

GF...mnozstvi glomerularniho filtratu

.. koncentrace latky x v plazmé i v glomerularnim filtratu (latka voln€ prochdzi glomerulem)
.. mnozstvi latky x secernované (+T) nebo resorbované (=T) v tubulech

.. koncentrace latky x v definitivni moci

.. objem definitivni mo¢i

<c3v

Chceme-li zjistit glomerularni filtraci, musime zvolit takovou latku, kterd se bez omezeni filtruje v glo-
merulech a nepodléha pfitom ani tubularni sekreci ani resorpci, tzn., Ze T = 0. Pak plati vztah:

GF.P=U.V

a glomeruldrni filtraci vypocteme podle vzorce:

Pro zjisténi glomerularni filtrace stanovime tedy clearance takové latky, kterd spliiuje shora uvedené pod-
minky (pouze filtrace, T = 0). Témto podminkam vyhovuje fada latek: inulin,mannitol, kreatinin, thiosiran
a EDTA. Clearance téchto latek je 2 ml/s za standardnich podminek, které charakterizuje hlavné tzv. idedlni
télesny povrch, jehoZ primérna hodnota je 1,73 m?. Clearance téchto latek pak pocitdme podle rovnice:

Uu.v
GF=——
P

clearance (ml/s)

koncentrace latky v moci (mmol/l)
objem moci (ml/s)

koncentrace latky v plazmé (mmol/l)

v<aQ
]
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NejpouZivangj$im vySetfenim v oblasti funkénich zkousek ledvin je clearance kreatininu. NevyZaduje
totiz podavani Zadné cizorodé latky vySetfované osobé, nebot pii vyloucéeni kreatinu z potravy (omezeny pfi-
jem masa) a vylouceni svalové prace (klid na lizku) je hladina endogenniho kreatininu v krvi celkem stala.
Za klidovych podminek je kreatinin vylucovan filtraci v glomerulech, podle novéjSich ukazateld se nepatrné
vylu€uje i tubularni sekreci. MnoZstvi secernované tubuly roste se stoupajici koncentraci kreatininu v plaz-
mé. Pfi normdlni funkci ledvin odpovida clearance kreatininu glomerularni filtraci, pfi prohlubujici se renal-
ni insuficienci klesa clearance kreatininu pomaleji, neZ odpovida poklesu glomerularni filtrace.

Vlastni zkouska trva 24 h nebo 12 h, kdy se sbird veskera mo¢ do jedné nadoby (clearance jednordzovd), nebo
do riznych nadob vétsinou po 3 hodinich (clearance frakcionovand — ziskame 8 hodnot/24 h). Peclivé se vidy
zméfi objem moci a stanovi se v ni koncentrace kreatininu (Jaffeho reakce—alkalicky pikrat). Hladina kreatininu
v krvi vySetfované osoby se stanovi na zacatku a na konci pokusu a stanovi se pramérna hodnota. Vypodtem zji-
stime clearance, ktera normélné &ini /,33-3,34 ml/s/1,73 m?. Z této hodnoty lze vypo€itat tubularni resorpci, nor-
malni hodnota je 0,98-0,99 (98-99 %). Glomerularni filtrace a tedy i clearance kreatininu klesa s vékem.

Pro pfesnéjsi vyjadieni glomeruldrni filtrace se v indikovanych pripadech provadi clearance inulinu nebo
novéji clearance 3! Cr-EDTA (i jiného radioaktivniho kovu v komplexu s EDTA). Pomoci infuse je tieba zaji-
stit stalou hladinu inulinu nebo jiné latky v krvi po celou dobu vySetfeni. Inulin je polysacharid (polyfrukto-
sid), ktery se filtruje glomerulem a v8echno profiltrované mnoZstvi se bez dalSich zmén vylouci v definitiv-

v

21,82 +£0,23 ml/s u Zen.
Tubularni funkce

U vétSiny latek je jejich mnoZstvi v glomeruldarnim filtratu dile upravovidno v tubuldrnim systému resorp-
ci nebo sekreci té€chto latek. Clearance mnoha litek je nékolikanasobné vétsi, neZ glomeruldrni filtrace, jeli-
koZ dochazi k jejich sekreci v tubularnim systému. p-aminohippurova kyselina (PAH) v nizké plazmatické
koncentraci md extrémné vysoké clearance, je uplné vyloucena z krve do mo¢i pfi jednom pritoku plazmy
ledvinou, takZe jeji koncentrace ve venosni krvi se rovna nule. Clearance PAH nam ve skutecnosti udava
aktudlni prittok krve ledvinou. Fyziologické hodnoty jsou 10,9 + 2,7 ml/s/1,73 m? pro muZe a 9,9 + 2,6
ml/s/1,73 m? pro Zeny. Zname-li clearance inulinu, lze zdrovefi vypoéitat T pyy (tubularni sekre¢ni maxi-
mum PAH), jehoZ normélini hodnota je 8,83 + 1,43 pmol/s u muzi a 6,63 + 0,93 umol/s u Zen. Obé uvede-
né clearance nim umozni vy¢islit dalsi ukazatel ¢innosti ledvin, tzv. filtracni frakci (FF=Cl, ;. /Clps ), jejiz
hodnota je 0,194 £ 0,039. Mé&fi objem glomeruldrniho filtratu, k celkovému objemu plazmy proteklé ledvi-
nou (asi 20% plazmy je profiltrovino).

JestliZe Cl, je niZ3i neZ Clpy, vylucovani se déje filtraci a resorpei. V tom piipadé je mnoZstvi vyluCované
litky v mo¢i men$i, neZ mnoZstvi litky profiltrované za stejny cas.

Pro posouzeni rendlni funkce v minerdlnim metabolismu, v acidobasické rovnovize a pfi regulaci osmo-
tickych pomérd v organismu, slouZi stanoveni clearance Na*, clearance K*, osmoldlni clearance, clearance
bezsolutové vody, ev. bezelektrolytové vody. Viechna tato vySetieni vyZaduji zaroven stanoveni alespoii kre-
atininové clearance, aby mohla byt posouzena resorpce jednotlivych sloZek. Vedle vlastni hodnoty clearance
totiz vyjadifujeme, jakd st z celkového mnoZstvi iontu v glomerularnim filtratu se mo¢i vyloudi a jaka Cast
byla zresorbovéna.

Plati vztah, Ze profiltrované mnoZstvi (GF) se rovna mnoZstvi vyloucenému (frakcni exkrece, FE) plus
mnoZstvi vstiebanému v tubulech (tubuldrni resorpce, TR):

GF =FE +TR

TR = tubuldrni resorpce dané latky (podil z mnoZstvi glomerularniho filtratu vstfebaného v tubulech)
FE = frakéni exkrece dané latky (podil z mnoZstvi glomerulamiho filtratu, ktery je za stejnou Casovou jed-
notku vylou¢en v definitivni moci).

Logicky tedy plati: FE + TR = 1 nebo FE + TR = 100 %.
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Zakladni vySetieni moci

Ziakladnim vySetfenim moci rozumime fyzikdlni vySetfeni, vySetfeni mocového sedimentu a chemické vySet-
feni na bilkovinu, glukézu, aceton, bilirubin, Ehrlich pozitivni latky a krevni barvivo.

SBER MOCI A FYZIKALNI VYSETRENI

Moc sbirdme zdsadné do suché, ¢isté nadoby vymyté pouze horkou vodou, bez pfitomnosti saponati
a dezinfekcnich prostiedki. Pokud se vySetfeni neprovidi do 2 h, je Iépe moc¢ uchovavat v chladnicce, nejlé-
pe pfi teploté 2-8 °C, nadoba ma byt zakryta a pfi delsim skladovani je lépe mo¢ konzervovat (napf. thymol,
benzoan sodny, HCI, Na,CO; atd.). Je totiZ nutné zabranit bakteridlni kontaminaci a pomnoZeni bakterii,
nebot jejich metabolickou ¢innosti se vyrazné méni chemické slozeni moci. Kazdou konzervaci je nutno hld-
sit laboratori.

Na vySetfeni zasilame mo¢ ziskanou nejcastéji jednorazovym odbérem nebo mo¢ sbirime za urcité
¢asové obdobi. K jednordzovému odbéru pouzivime zdsadné Cerstvou l.ranni moc, kterd je nejkoncent-
rovanéjsi, a proto eventuelné pritomné patologické litky se snaze prokazuji. Pfi podezieni na pfitomnost
glukozy je 1épe odebrat mo¢ 1-2 h po jidle. Pro vyrazné zmény ve vylu€ovani v pribéhu dne zplisobené
fyzickou ndmahou, pfijmem potravy a tekutin apod. ddvame prednost 24hodinovému sbéru, zejména jed-
na-li se o kvantitaivni stanoveni. Moc¢ se sbira od 6,00 h do 6,00 h. Pacient se v 6,00 h rdno vymodi a od
té doby stfadd mo¢ do oznacené, Cisté a suché nidoby, umisténé v chladniéce a opatfené vikem. Sbér kon-
¢i nasledujiciho dne v 6,00 h. Mo¢ se musi velmi dikladné promichat, peclivé zméfit objem a do labora-
tofe zaslat nejméné 5 ml primérného vzorku/24 h s uvedenim piesné diurézy/24 h. Pro néktera vySetfe-
ni je nutno mo¢ acidifikovat nebo naopak alkalizovat. Je-1i nutny odbér moci pfi menstruaci, provadi se
cévkovanim.

Nikdy nevysetfujeme moc teplou ani pfili§ chladnou. Ochlazend mo¢ se pied vlastni analyzou necha ohfit
na laboratorni teplotu, ¢imzZ se také z¢asti rozpusti v chladu vznikly zakal. Masivni zdkal, ktery znemoZiiuje
analyzu se odstrani filtraci, aviak pak jiZ neni mozZné vysetiovat sediment.

Fyzikalni vysetreni moci

MnoZstvi moci kolisa, primérnd diuréza je 1000-1500 ml denné. Polyurie znamena zvy3eny objem moci
nad 2500 ml/den (Casta u dekompensovaného diabetu), pod 400 ml/den mluvime o oligourii, pod 100 ml/den
jde o anurii (napf. pii hypoxii ledvin, Soku, poklesu krevniho tlaku).

Barva moci je jantarové nebo slamové Zluta. Zbarveni vyvolavaji urochrom (Zluty) a uroerytrin (raZovy).
Intensita zabarveni zavisi pfedevi§im na koncentraci moci (ranni mo¢ byva nejkoncentrovanéjsi, tudiZ nej-
tmavsi). Abnormalni barvu moci zplsobuje nejcastéji krev, ktera dava moci Cervenou az hnédou barvu, stej-
né tak jako myoglobin. Bilirubin nebo methemoglobin zpiisobuje hnédé aZz tmavohnédé zabarveni modi,
podobné i urobilin, melaniny, kyselina homogentisovd (alkapton) a indikdn. Barva moci ovliviuji i néktera
lé¢iva, napf. antipyrin barvi mo€ riZové, chinin tmavohnédg€. Pfi podavéni t€chto léku je tfeba pacienta vidy
upozornit na zménu zabarveni moci.

Péna byva u Cerstvé moci béZné v malé mife. ZvySenou pénivost miZe zpusobit bilkovina nebo glukoza.
Zluta péna je charakteristicka pro bilirubin.

Zdkal se objevuje v moci, ktera chladne. Cerstva mo¢ je normalné Cird. Zakal zpasobuji jednak epitelie,
hlen, patologicky téZ bakterie a hnis. V chladnouci mo¢i vypadavaji z roztoku anorganické 1 organické latky.
V kyselé moci to byva kyselina mocova a jeji soli, které maji charakteristickou cihlovou barvu a lze je roz-
pustit pfidanim KOH. V neutrdlni moci byva zékal zpisobeny nejcastéji fosfaty, které se rozpusti pfidanim
kyseliny octové. V alkalické moci tvori zakal nejCastéji uhlicitany, které rovné€Z rozpousti kyselina octova,
pfi¢emZ Sumi uvolnény CO,. Zdkal, ktery se podafilo rozpustit aZ po pridani HCI, byl zpisoben oxaldtem
vapenatym (mo¢ byva kyseld nebo neutrdlni). Zdkal zplsobeny tuky se vycefi éterem nebo chloroformem,
hnis vytvori rosolovitou hmotu s koncentrovanym roztokem KOH. Zakal, ktery nejde rozpustit ani odstranit
filtraci, byva zptsoben bakteriemi.
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Zdpach muZze byt charakteristicky pro néktera onemocnéni napf. amoniak pii bakteridlni infekci (byva
doprovazen stoupajicim pH), aceton pfi ketonurii (hladovéni, dekompenzovany diabetes), maggi pti vyluco-
vani valinu, leucinu, isoleucinu (maple sugar disease).

Hustota mo¢i se pohybuje v rozmezi 1003-1035 (1,003-1,035) a je vyrazem zakoncentrovini moci. Sta-
noveni hustoty je dulezité pro posouzeni ledvinnych funkci (viz funkéni zkousky ledvin).

pH moci se pohybuje v rozmezi 4,7-8,0 pramérné byva 6,0. Pfi vyvazeném metabolismu je normélni sla-
bé kysela mo¢, vykyvy pH moc¢i jinak signalizuji lehi stavy acidézy nebo alkalosy. TéZ8i metabolicky roz-
vrat ve smyslu acidozy nebo alkalosy vSak nemusi byt sledovan adekvatnimi zménami pH moci. Méfit pH
mo¢i ma smysl jen pokud je mo¢ Cerstva, u star$i moci se bakterialnim rozkladem mocoviny uvolfiuje amo-
niak (pfi pokojové teploté nékdy jiZ za 2—4 h), takZe se mo¢ stava alkalickou. Nékdy se u kyselé moci sta-

novuje titrovatelnd acidita, které je normalné 25-70 mmol/I.

ZAKLADNI CHEMICKE VYSETRENI MOCI

Jedna se o zkousky na bilkovinu, glukézu, acetonové ldtky, krevni barvivo a Zlucovd barviva. VEtSina
z téchto latek je ve skute¢nosti v malych kvantech normalni soucasti moci, ovS§em citlivost béZné uzivanych
zkousek je takovd, Ze tato mala mnoZstvi nelze chemicky prokazat a vysledky jsou u zdravych jedinct nega-
tivni. Pozitivni reakce tedy znamena téméf vzdy patologickou piitomnost prislusné latky.

Bilkovinu v moci zdravého ¢lovéka béZné neprokaZeme. Normalni moc sice obsahuje asi 150 mg bilko-
vin za den, coZ je pod hranici citlivosti béZnych testi. Jedna se asi o 40 mg albuminu, o néco méné IgG,
nékteré nizkomolekuldrni globuliny a kone¢né Tammuv-Horsfalliiv mukoprotein, ktery je produkovéan tubu-
larnimi bufikami a je zdrojem hyalinnich vélci v normalni moci (viz mocovy sediment).

Stav, kdy prokazeme bilkovinu v moci, nazyvame proteinurie. Jde o dulezity symptom, ktery provazi led-
vinna onemocnéni. Proteinurie nastava v dasledku zvySené permeability glomerulu, pfi naruSené tubularni
resorpci normalnich mnozstvi bilkovin v glomerularnim filtratu, nebo v disledku tubularni exkrece. Druh bil-
koviny v mo¢i pfi patologické proteinurii se méni podle povahy zékladniho onemocnéni.Cim vice jsou posti-
Zeny glomeruly, tim vznikaji vétsi otvory v bazdlni membrané a tim vétsi proteiny mohou pies ni pronikat.
V takovém piipadé oznaCujeme proteinurii jako neselektivni. Naproti tomu pii zachovaném menS$im primé-
ru poért bazalni membrany pronikaji jen nékteré (mensi) proteiny a proteinurie se oznacuje jako selektivni.
Rozliseni selektivnich a neselektivnich proteinurii je dulezité z diavoda diagnostickych i prognostickych.
Pouzitim specidlnich metod (napf. immunoassay) lze tyto proteinurie rozliSit. Napf. détské glomerulonefriti-
dy provizené selektivni proteinurii maji priznivou prognosu, zatimco glomerulonefritidy s neselektivni pro-
teinurii pfechézeji obvykle v nefroticky syndrom.

Pro posouzeni typu proteinurie je tedy tfeba laboratorni identifikace proteini v moci. Provadi se elektro-
foreticky, imunochemicky nebo gelovou filtraci. Pfesna stanoveni jednotlivych proteinii umoZiiuji provést
i vySetfeni ledvinné clearance nékolika bilkovin rizné velikosti (0,-makroglobulin, imunoglobulinu
G a albuminu) a z téchto hodnot kvalitné posoudit charakter proteinurie. Nékdy se z tychZ diivodi posuzuje
pomér hodnot clearance IgG/transferin. Nekteré specifické proteiny signalizuji primarni tubuldrni poSkoze-
ni, jako napf. nidlez muramidasy (lysozomu) u Fanconiho syndromu, IgA pfi pyelonefritidé nebo nélez nékte-
rych enzymi tubularniho pavodu. Zvlastni kapitolu tvofi hodnoceni proteinit v moci pfi posuzovdni stavu
transplantata ledvin, respektive posouzeni Casnych stadii rejekci.

Do mo¢i snadno pronikaji ¢aste¢né degradovnaé proteiny nebo atypické proteiny, které nejsou normalné
pfitomné v plazmé. Mezi né patii i hemoglobin a myoglobin. Charakteristicky je také tzv. Bence-Jonesiy
protein,vylu¢ovany mo¢i u myelomu. Jednd se o lehké fetézce myelomového imunoglobulinu, které jsou
napadné tim, Ze pii teploté 45-55 °C precipituji a pri vysSich teplotach se opét rozpusti.

Vedle vyslovené patologickych proteinurii existuji i proteinurie na okraji fyziologickych pomért. Jde
o0 tzv. ortostatickou (juvenilni) neboli posturdlni proteinurii, kterd provazi urcité procento mladistvych,
objevuje se pouze ve vzpiimené poloze a souvisi nejspise s vendzni vazokonstrikei pifi bederni hyperlor-
dose. Proteinurie nékdy provazi horecnaté stavy, dlouhodobé vystaveni chladu, stresu nebo pii velké téles-
né ndmaze, Casté jsou proteinurie u téhotnych Zen. Vétsinou vsak po odeznéni pfi€iny se proteinurie spon-
tanné upravi.
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Prukaz bilkovin v moci se provadi jejich vysraZenim riznymi denaturacnimi ¢inidly. Nejspolehlivéjsi
a nejcitlivéjsi je srdZeni kyselinou sulfosalicylovou, vhodné je pouZiti riznych indikatorovych prouzki
(Albuphan, Heptaphan atd.). Nékdy se provadi i kvantitativni stanoveni. Na stanoveni bilkoviny nelze pouZit

moc¢ upravenou (konzervovanou) pridanim jakékoliv latky!

Glukéza se rovnéZ normdlné v moci nevyskytuje, coZ vyplyvd z vykladu o mechanismu vzniku mog¢i.
Stoupne-li viak glykemie nad 9 mmol/l kapacita transportnich mechanismi v tubulech nepostaci viechnu glu-
kézu resorbovat (tubuldmi resorpéni maximum pro glukézu je 27-33 pmol/s), glukéza zistava v definitivni
moci a ztraci se z organismu, vznika glykozurie. Ta bude tedy provazet viechny stavy se zvySenou glykemii,
pfedeviim cukrovku (diabetes mellitus), nékterd endokrinni onemocnéni (hyperparathyreoidismus, Cushigiv
syndrom, zvySena produkce adrenalinu u feochromocytomu aj.), nékteré poruchy jater a t€Zké srde¢ni poru-
chy. Objevi-1i se glykozurie bez hyperglykemie, jde o poruchu ledvin, a to tubuldrnich bunék, které zajistuji
resorpei glukdzy (je sniZzeno T, pro glukdzu), vznikd rendlni diabetes. Kapacita tubularnich resorpénich
mechanismil klesd s vékem. Glykozurie miZe byt i alimentdrni, po poZiti vétSiho mnoZstvi cukri, rovnéz
u tehotnych Zen se miZe obCas objevit, oba typy vSak spontinné mizi a povaZzujeme je spide za fyziologické.

Od pravé glykozurie (vylu€ovani glukézy) je tieba odliSit melliturii (vylu€ovani jinych cukri), jde vétsi-
nou o vrozené metabolické defekty.

Fruktézurie je neobyCejné vzdcnd anomdlie, kdy je poruSen metabolismus fruktozy. MiZe vznikat pfi
nadmérném poZiti potravin, obsahujicich fruktézu (ovoce, zejména tfe$né a Svestky, med).

Laktézurie je Casta u kojicich matek a déti dlouhodobé drZzenych na mlééné dieté.

Pentoziirie je pomérné vzacnd, vrozend metabolickd porucha, alimentidrni pentozirie se miZe vyskytovat
..V ovocné sezoné™.

Galaktézurie je jednim ze symptomi vrozené galaktézemie (viz glycidovy metabolismus).

Jednoduchy prikaz glukézy v moci je zaloZen na jejich reduk&nich vlastnostech (obsahuje aldehydovou
skupinu) nebo na schopnosti reagovat s glukézooxiddzou. Pro vypocet ztrat glukdzy pii glykozirii je tieba
1 kvantitativni stanoveni, které se provadi polarimetricky (glukdza je opticky aktivni) nebo fotometricky po
karamelizaci glukézy v moci. VSechny uvedené cukry v moc€i, lze dobfe prokazat papirovou chromatografii.

Zkous$ky na cukry zasadné provadime aZ po zkouSkach na bilkovinu. Bilkovina miZe totiZ zpGsobit fales-
nou pozitivitu redukénich zkousek, a proto je tfeba pii nalezu bilkoviny mo¢ pfed dalsi praci odbilkovat. Pred
vySetfenim je nutné omezit vitamin C.
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Ketolatky (acetoacetat, B-hydroxybutyrét, aceton) jsou sice normalni produkty metabolismu, aviak
Jejich koncentrace v tkanich a v krvi je za béZného metabolismu tak nizka, Ze jejich vylu¢ovani moéi je zce-
la nepatrné (do 0,8 mmol/l) a béZné se v mo€i neprokazi. Vazne-li v8ak zpracovani acetyl-KoA pii nedo-
state¢né funkci citratového cyklu (zpravidla pro absenci glykolytickych produkti, hlavné oxalacetétu, nebo
pfi nadmémém zpracovani mastnych kyselin), hromadi se acetyl-KoA. Ten miZe byt pfeménén na acetoa-
cetyl-KoA a vyuzit pro synthesu cholesterolu, pozdéji se pieméiuje ve zvy$ené mife na acetoacetdt a ostat-
ni ketolatky, ty se hromadi v organismu, zpiisobuji ketoacidézu a zaénou se vylucovat modi, kde se daji pro-
kizat. Vznikda ketonurie. Ta provazi predeviim diabetickou ketoacidézu, ale miZe byt i privodnim
pfiznakem hladovéni, provazi febrilni stavy, zvraceni a priijmy, téhotenské toxemie, acetonemické zvrace-
ni déti a pod.

K priikazu ketolatek se vyuZiva jejich reakce s nitroprusidem sodnym v alkalickém prostiedi (Legalova
a Lestradetova zkouska). Reaguje pfitom hlavné aceton, jehoZ podil mezi ketolatkami je vyrazné nejniZsi
(nejvice byva hydroxybutyrdtu a poté acetoacetatu). Jde o tékavou litku, proto se zkouska musi provadét
v moci Cerstvé, rozhodné nelze ofekavat pozitivni vysledek v moéi staré, ohfaté nebo dokonce povarené. Pri
vy33i koncentraci acetonu v moci, miaZeme citit jeho charakteristicky zapach.

2 Acetyl KoA *  Acetoacetyl KoA +  KoASH

Acetyl KoA ‘3

KoA
HMGKoA
HMGKOo0A lyasa

Acetoacetat

NADH + H'
neenzymaticka
NAD* reakce
CO,

B-Hydroxybutyrat Aceton
Schéma tvorby ketolitek

Krevni barvivo za normdlnich podminek do moci neprochdzi. Za patologickych okolnosti je miZzeme v moci
prokazat pri hematurii (pfitomnost krve v moci) nebo pri hemoglobinurii (pfitomnost hemoglobinu v moci). Pri
hematurii se muze jednat o masivni krvaceni z ledvin nebo do mocovych cest nebo pouze o pfitomnost vice nez
3 erytrocytli na 1 zomné pole pri vySetieni mocového sedimentu. Hematurii délime na extrarendlni a intrarendlni.
Extrarendlni hematurie znamena poskozeni vyvodnych cest mocovych (panvicka, ureter, mocovy méchyf, pro-
stata), byva nejcastéji zpisobena zanéty, poranénim (Casto konkrementem nebo tirazem) nebo nadorem. Intrare-
ndlni hematurie znamena predevSim poSkozeni glomeruli vétSinou zanétlivym procesem, €asté jsou rovnéZz ruz-
né malignity (Grawitziiv nador aj.) nebo miZe byt ledvina zachvacena tuberkulosou apod.

Pri hemolyse z nejraznéjsich diivodu (vysoka teplota, nevhodna transfuse krve, pfi krisi u riznych anemit,
pusobeni riznych jedu atd.), dochazi k nadmérnému uvolnéni hemoglobinu a volny hemoglobin pronika pak
1 neporusenou ledvinou. Krevni barvivo v mo¢i se projevi ¢ervenym zabarvenim, déle pfitomnosti bilkoviny
a konecné specifickymi zkouSkami, které prokazuji pfitomnost hemového Zeleza. Chemicky nelze rozlisit
hematurii od hemoglobinurie, nebot v obou pfipadech prokazujeme hemové Zelezo. Hematurii potvrdime
pouze vySetfenim mocového sedimentu. Poskozenim svali se mizZe v moci objevit také myoglobin, mo¢ ma
v tom pripadé ¢ervenohnédé zabarveni.
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Zlucova barviva jsou degrada¢ni produkty hemu, jejichZ pfemény jsou podrobné popsany v kapitole
3.1.1. Moc¢ na Zlucova barviva vySetfujeme tehdy, jestliZe je tmavé zbarvena nebo pacient ma Zluté zabarve-
ni kiiZze a sliznic (ikterus, Zloutenka) a nebo jako soucast rutinniho vysetfeni. MoZnost pfechodu do moci je
logicky déna jejich vyskytem v krvi. Prvy duleZity meziprodukt, transportovany krvi je bilirubin. Vazany na
albumin je pfendSen z mista svého vzniku (vétSinou RES) do jater, kde dochazi k jeho zpracovani. Pomoci
ligandinu je transportovan do endoplazmatického retikula jaterni buiiky, kde se konjuguje (s kyselinou glu-
kuronovou), ¢imz se stava ve vodé rozpustny. Z jater je vylucovan do Zluci. Za fyziologickych okolnosti vol-
ny bilirubin nemuZe prestupovat do mo¢i (je ve vodé nerozpustny), prokaZzeme jej vSak u Zloutenek obstrukc-
nich a z hepatdlniho poskozeni. Stanoveni je zaloZeno na oxidaci bilirubinu na zeleny biliverdin nebo modry
bilicyanin. Ve stfevé je bilirubin dale pfeméiiovan na bezbarvé urobilinogeny, které se z Casti vstiebavaji
a venou portae se vraci do jater, kde jsou opét vychytany a vylouceny do Zluce. Za fyziologickych podminek
se v moci neprokazi. Pozitivni Ehrlichova aldehydova reakce (p-dimethylaminobenzaldehyd + HCI) zname-
na jaterni poSkozeni nebo pietiZeni jater pfi zvySené produkci bilirubinu. Urobilinogeny se nakonec ve stre-
vé oxiduji na urobiliny a sterkobiliny, barevné (oranzové) produkty vylucované stolici. Rovnéz ty se z Casti
vstiebdvaji a pres vena cava inferior se vraci do velkého obéhu a jsou vylucovany ledvinou do moci. Vysky-
tuji se tedy pravidelné v malém mnoZstvi a prokaZeme je pozitivni Schlesingerovou reakci. Naopak negati-
vita této reakce znamend poruseni pasazZe Zluci do stfeva (obstruk¢ni ikterus).

Erytrocyty RES Krev Jatra
hemoglobin > bilirubin " bilirubin-albumin konjug. bilirubin
l entorohepatalni
ob¢h
Zlug
1 V. portae

Stfevo
urobilinogeny

urobiliny

|

Mo¢ «— V. cava inferior Stolice

Diagnostickym vyznamem se ke Zlu¢ovym barvivim fadi Zlucové kyseliny, i kdyZ se jedna o latky che-
micky zcela odli$né. Jsou to metabolity cholesterolu, tvoii je jatra a jsou vycovany Zluci. Prodélavaji stejné
jako nékterd ZluCova barviva enterohepatalni obéh. V moci se normalné nevyskytuji, miiZeme je vSak proka-
zat pii obstruk¢nich Zloutenkach a nékdy pfi jaternim poSkozeni.

Zakladni chemické vySetfeni moci se opird o jednoduché chemické reakce, jejichZ provedeni nevyzaduje
specialni laboratorni vybaveni, a proto se miZe provadét v kazdém zdravotnickém zafizeni. Situaci navic
usnadiuje vyroba riznych tablet, které nahrazuji klasické roztoky a zejména vyroba indikatorovych prouz-
ki. V soucasné dobé se pouZzivaji predevsim kombinované indikatory napi.tuzemsky Heptaphan firmy
Lachema, které obsahuji na jediném prouzku indikatorové zony pro stanoveni pH, bilkovin, glukézy, ketola-
tek, bilirubinu, urobilinogenu a krve. Zahrani¢ni papirky (Boehringer Mannheim ¢i Bayer Multistix) maji
navic dalsi polic¢ka pro priikaz leukocyti, nitritl a orientacné stanoveni hustoty moci. VétSinou vSechny papir-
ky slouzZi pro kvalitativni vySetfeni, ale porovnanim zabarveni policka s barevnou $kalou Ize vySetfovany vzo-
rek vyhodnotit i semikvantitativné.
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Specialni vySetfeni moci

MOCOVY SEDIMENT

Vysetieni mo¢ového sedimentu je nejpouZivanéji, pro pacienta nenaro¢ny, klinicky test, ktery vhodné
dopliiuje fyzikdlni a chemické vySetieni moci. Mo& na vySetfeni musi byt zcela Cerstvd (do | hodiny po odbé-
ru), jinak dochazi k rozpadu bungk a vélch, zejména v moéi hypotonické a alkalické.

Kazdy zakal mo&i samovolng sedimentuje a lze jej vySetfovat kromé jiného mikroskopicky. AvSak i moc¢
bez zjevného zikalu obsahuje urcité mnoZstvi elementii schopnych sedimentace a hodnotitelnych pod mik-
roskopem. Preparat moc¢ového sedimentu se piipravuje $etrnou centrifugaci dobfe zamichané moci, superna-
tant se z vét3i ¢asti slije a ze sedimentu se zhotovi nativni mikroskopicky preparit. Vhodnéjsi a diagnosticky
vyznamnéjsi je viak barveny preparat. NejCastéji se uzivd Sternheimerova supravitdlni cytodiagnostickd
metoda, upravena podle tzv. ,finské modifikace”. Pouziva se Lachemou dodavana: Souprava na ,, Barveni
mocového sedimentu*. Metoda vyuZiva kombinace vodnych roztoka Alcidnové modri a Pyroninu B— Cerve-
né. Touto metodou lze rozligit erytrocyty, leukocyty, benigni a nadorové buiiky a rizné typy vélci. Jadra
bunék jsou zbarvena tmavé modie, zatimco cytoplazma je zbarvena riZzové. Hodnoceni poctu elementi v jed-
nom zorném poli se provadi pfi 400 nasobném zvétSeni nebo se kvantitativné hodnoti pocet elementii na 1 pl.

Podle druhu elementii délime pak sediment na orgdnovy a neorgdnovy.

VEt§i diagnostickou cenu ma orgdnovy sediment, do kterého zahrnujeme predeviim bunécné elementy:

Epitelie — jsou bud velké polygonalni a cylindrické z vyvodnych cest mocovych, které pokud nepfesdh-
nou limit 0-5 nemaji klinicky vyznam. Malé polygonalni aZ kulaté buiiky z ledvinnych tubulii (mohou se
zaménit s leukocyty) jsou viZdy patologickym nalezem a svédéi pro vazné poSkozeni ledvin. Nékdy mohou
byt i tukové degenerované. Jadra jsou tmavé modrd, cytoplazma riZova.

Leukocyty — normalng nachdzime 0—4 v jednom zorném poli. K jejich zmnoZeni dochdzi zejména pfi zané-
tech ledvin a vjvodnych cest modovych, kdy pfi tézkych zinétech maZeme najit az chuchvalce hnisu. Maji
vysokou peroxidazovou aktivitu. Jadra maji zbarvena modfe, cytoplazmu riZove.

Erytrocyty — normalné jsou 0-3 v jednom zorném poli. VEt§i pocet nachdzime pfi hematurii (viz vy3e),
jejich zjisténi vyloudi hemoglobinurii nebo myoglobinurii. Kromé svého typického vzhledu (kulaty, s boku
piskotovity-bikonkdvni) mohou byt v hypertonickém prostiedi svrastélé, tzv. moruSovity vzhled, v hypoto-
nickém prostfedi naopak praskaji a nachazime pouze jejich zbytky. Ve star$i mo¢i z nich byvé vylouZeno
krevni barvivo, takZe nalezneme jen stromata (stiny) erytrocytil. Zbarveni maji riiZzové aZ SedoriZové.

Vilce — jsou jakési odlitky ledvinnych tubulii nebo sb&rnych kanalki a jsou vidy rendlniho plivodu, Zakla-
dem valcii byva Casto sraZena bilkovina, zpravidla mukoprotein Tammuv-Horsfalliv, produkovany tubulér-
nimi buiikami. Tim dojde k ucpéni tubulu a tlakem nové vznikajici moéi je sraZenina vypuzena ven jako hya-
linni vilec. Jsou to jediné vilce, které v malém mnoZstvi nachdzime fyziologicky. Casto vznikaji pii
dehydrataci, hore¢kéch a acidoze. Slepenim dalSich elementii organového sedimentu vznikaji valce: erytro-
cytdrni zejména pii hematurii renalniho piivodu, leukocytdrni pii zanétlivych procesech v ledvin€ (pyelone-
fritida), epitelidlni a vzicndji voskové vdlce (vznikaji tukovou degeneraci tubularnich bunék) ukazuji na
zévazna poskozeni ledvin, granulované vdlce jsou tvofeny granuly pivodem z denaturovanych bilkovin pfi

proteinurii a degenerovanymi tubularnimi epiteliemi, svéd¢i rovnéz pro poskozeni ledvin. Pseudovdlce jsou
nahodné slepeniny amorfniho nebo krystalického sedimentu.

Dal3i soucasti mocového sedimentu mohou byt: bakterie, paraziti, kvasinky (Casty vyskyt u diabetiki),
spermie, tkdriovd a bunécnd drt, hlen a riiznd znecisténi.

Hodnoceni mocového sedimentu se provede tak, Ze se prohliZi minimalné 20 zornych poli v mikroskopu
pti 400 ndsobném zvétseni a ndlez se vyjadfuje pramémym poctem elementl na jedno zorné pole. Sediment
Ize vSak hodnotit i zcela kvantitativné. Tzv. Addistiv sediment znamena sbér moc¢i po dobu 24 h (nebo 12 h)
a pocitani elementl v komirce. V souCasné dobé se provadi tzv. Hamburgeriv sediment (rychlost, jakou jsou
do moci eliminovany morfologické elementy), zejména pii mocovych infekcich. Mo€ se sbird po dobu pres-
né 3. hodin (mezi 7. a 10. hodinou ranni), jeji mnozstvi musi byt v rozmezi 30-250 ml, osmolalita >
300 mmol/kg a pH < 7,5. Nilez se udava v poctech elementl za Casovou jednotku. Normalni hodnoty jsou:
erytrocyty do 33/s, leukocyty do 67/s a hyalinni vdlce do 1/s.
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Diagnosticky mnohem méné vyznamny je neorgdnovy sediment, ponévadZ se jedna o normalni soucésti
moci, které vypadavaji z roztoku v disledku sniZeni teploty a v zavislosti na zménach pH. Jen vyjimecné
muZe vyskyt ur¢ité latky v sedimentu signalizovat metabolickou poruchu (vrozené aminoacidurie, zejména
ndlez krystalii cystinu je vZdy patologicky). SraZeniny jsou bud amorfni nebo tvoii charakteristické krystaly,
kterym se v posledni dobé opét zacind vénovat pozornost, nebot se predpoklada jejich vyznam pfi tvorbé
mocovych konkrementd, onemocnéni, které je stile Castéjsi. V kyselé moci byvaji amorfni sraZeniny soli
kyseliny moc¢ové, v alkalické moci byvaji amorfni fosfaty a uhliCitany. Charakteristické krystaly Zluté barvy
tvori kyselina mocovd, Zluté jsou téz krystaly moCanu amonného. Ostatni krystaly jsou bezbarvé: oxalit
vapenaty, fosfore¢nan amonno-hofecnaty a vdpenaty, uhli¢itan vapenaty. Krystaly tvoii také cholesterol, cys-
tein, leucin, tyrosin aj.

Granulovany  ppjicligini

Q Primér Eryirocytu vilec vélee
[=) Svréglé]y’ } v hypertonické R 2
) Morudovity ' modi Hyalinni )

O Nabobtnaly v hypertonické
moci
Degenerovany leukocyt

Leukocyt
y C
)’)’

Cystin (3estihrany)

Rizné typy
l( epitelidlnich
bunék

Epitelidlni
burika
rohovéjici

BavInéné
vlikno

Krystaly oxaldtu vapenatého
a) osmistén nebo ,,obdlka*
b) ¢inkovita forma
¢) piskotovita forma

Uritové (mocanové) sedimenty: a) amorfni uréty
b) pigmentované koule uritu amonného (alkalickd mo¢)
¢) ,,ostnaté koule" urdtu amonného nebo sodného Rizné formy kyseliny modové
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DUSIKATE LATKY V MOCI

Produkty dusikatého metabolismu se vylucuji z nejvétsi ¢asti pravé moci. Mocovina je syntézovina v jat-
rech a jako hlavni degradacni produkt aminokyselin dosahuje normalné ze vSech sloZzek moci nejvyssi kon-
centrace (333-583 mmol/24 h). Jeji vylu€ovani zavisi na pfijmu bilkovin, zvy3Suje se, kdykoliv se zvySuje
katabolismus bilkovin (pfi horecce, diabetu atd.).Je v urcité rovnovaze s amonnym iontem (30~75 mmol/24 h),
jehoZ vylu€ovéni stoupa pfi acidoze na tikor mocoviny, coZ predstavuje jeden z hlavnich regula¢nich mecha-
nismu acidobazické rovnovahy organismu (viz schéma). PFi acidoze se oslabi tvorba mocoviny v jatrech, kte-
rd mimo jiné spotiebovavd HCO,~. Glutamin se pfesune do ledvin, kde se z ného uvolni NH, (amoniak), kte-
ry se pak vylouci jako amonny iont (nahradi v moci Na*) a zaroven se formuje HCO,~, tedy alkalicka slozka
zakladniho pufru organismu.

Zvysené nebo snizené vylucovani mocoviny a amonného iontu souvisi pfedeviim s dietnimi okolnostmi
a s chorobnymi stavy v ramci celkové dusikaté bilance organismu.

Vyrazem degradace purinovych sloucenin je vyluCovana kyselina mocovd (normdlni hodnoty
15-45 mmol/24 h). VEtSi vy¥znam ma ovSem sledovdni jeji hladiny v krvi. ZvySené vylucovani provazi viech-
ny stavy se zvy$enym rozpadem bunék, zejména bunék obsahujich jadro (leukocyty, nadorové bunky po ozi-
feni nebo po podéni cytostatik), dale pii poZivani stravy bohaté na puriny (vnitinosti, jatra). Pro svoji $pat-
nou rozpustnost je kyselina mocova Castou soucasti zdkalt a také neorganového sedimentu. Jeji nebezpeci
spociva vtom, Ze se uklada v rGznych Castech téla (svaly, klouby) ale zejména v ledvinich, kde je Castym
zdrojem mocovych konkrementi, zvIasté u lidi, ktefi trpi chorobou zvanou dna (viz kapitola krev).

Kreatinin je produktem odbourdvani kreatinu. Endogenné se vytvifi u kazdého jednotlivce pomérné ve sta-
lém mnoZstvi, bez zavislosti na skladbé potravy. Je normalni soucasti moci v mnoZstvi 9—-16 mmol/24 h a jeho
vyluc¢ovani se sleduje v rdmci funkéniho vySetfeni ledvin (viz kapitola 2.4). Pfi jednostranné masité strave,

JATRA LEDVINA
HCO;~ + NH;j H.0 + COp
+2 ATP

H,CO;
y
«+- HCO3™
Karbamoylfosfit ~
Modéovina
\ NH;* Na*
. 4
Nﬁ." Na*
Moc

Modovina

pii nadmérné svalové &innosti a pii nékterych chorobnych stavech se vyluCovani kreatininu zvySuje, jiné
patologické okolnosti (napf. t#7ké poskozeni jaterni) mohou vést ke sniZenému vylucovani. Jeho metabolic-
ky prekursor kreatin je normalné pfitomen v mo&i déti, zatimco u dospélych je jeho pfitomnost patologicka.

V moci nachazime pravidelné také aminokyseliny, aviak v nizkych koncentracich (do 14 mmol/24 h). Sta-
novujeme je jako tzv. celkovy o-aminodusik reakei s ninhydrinem. Aminokyseliny jsou v tubulech aktivné
resorboviny, podobné jako glukéza, a proto vy3§i aminoacidurii povazujeme za patologickou. Vét§inou jde
0 projev postiZeni tubulli, vazne zejména zpétna resorpce piisluinych aminokyselin, pfi normalni hlading
vkrvi, vznika rendlni aminoacidurie. Napf. cystinurie je geneticky podminény defekt tubularni resorpce cys-
tinu a basickych aminokyselin — lysinu, argininu a ornithinu. Z nich nejhiife rozpustny cystin krystalizuje
v €lnich tekutindch (pfedeviim v mo¢i) a vede ke vzniku cystinovych kaménki.

Pri nékterych dédi¢nych onemocnénich nebo u jaternich onemocnénich produkce nékolika nebo i jedné
aminokyseliny pfevysi resorpéni kapacitu ledvinnych tubulii a dochazi k tzv. ., overflow* aminoacidurii
(napf. homocystinurie).
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Abnormalni metabolity aminokyselin vylu¢ovanych moci svédéi rovnéZ pro vrozené metabolické poruchy.
Hojné jsou v oblasti pfemén aromatickych aminokyselin. Vrozeny defekt hydroxylace fenylalaninu na tyrosin
(chybi enzym fenylalaninhydroxylaza) se projevuje vznikem abnormélnich metabolitd: fenylpyruvitu, fenyla-
laninu, a kyselin o-hydroxyfenyloctové, fenylmlécéné a fenyloctové. Viechny tyto latky se hromadi v téle,
nékteré jsou vyluCovany do moci, kde mohou byt detegovany napf.fenylpyrohroznovi kyselina (fenylketonu-
rie). VEtSina téchto metabolitl je vysoce toxicka pro vyvijejici se CNS, takZe se porucha klinicky manifestu-
je, dive se uzival i nazev: ,,Oligophrenia phenylpyruvica*. U¢inna prevence tohoto onemocnéni spociva pre-
devsim ve vCasné diagnose, a proto se dnes viichni novorozenci sceeningové vySetiuji ihned po narozeni
(odebira se krev z patiCky na Guthrieho mikrobiologicky test, kdy se prokazuje pfitomnost kys. fenyloctové
a fenylalaninu v krvi). Je bezpodmine¢né nutné okamzité zavedeni specidlni diety téméF bez fenylalaninu.
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Mista mozného zablokovani metabolické drahy pro: 1. fenylketonurii, 2. jednu forem kretenismu, 3. albinismus a 4. alkaptonurii.

Mnoho vrozenych defektl se tykd metabolismu aminokyselin s rozvétvenym fetézcem, leucinu, isoleuci-
nu a valinu. Jedna se o defekt nebo abnormalitu béZné oxida¢ni dekarboxylazy, vedouci ke zvy$enému vylu-
¢ovani téchto aminokyselin a také jejich ketokyselin (oxokyselin). Porucha je oznadovdna jako ,,nemoc javo-
rového sirupu’ (Maple-sirup urine disease).

Jind porucha je alkaptonurie, vrozena neschopnost §tépit kyselinu homogentisovou (alkapton), metabolit
tyrosinu, ktery se prozradi vyraznymi redukénimi vlastnostmi. Dal$i vrozené poruchy spojené s vylucovanim
tyrosinu je ryrosinosa eventuelné albinismus. KoZni pigment melanin je totiZ rovnéz produkt pfemén tyrosi-
nu. Melanin se miZe patologicky vyskytovat v mo¢i pfi melanoblastomu.

Normélni mo¢ obsahuje rovnéz mala mnozstvi porfyrinii a jejich prekursord, tj. porfobilinogenu (do
6 umol/24 h) a d-aminolevulové kyseliny (primémé 20 pmol/24 h). Porfyriny se v moci patologicky zmno-
Zuji pri kongenitilnich nebo i ziskanych porfyriich rizného typu, pfi nékterych poruchéch jater a pfi infek-
cich. Vylu¢ovani uvedenych prekursorii ve zvySené mife doprovazi poruchy krvetvorby a intoxikace olovem.
PostiZzeny byva velice citlivy na svétlo, ma tmavou mo¢ a zvySenou pigmentaci pokoZky. Za urcitych okol-
nosti, kdy je podezieni na akutni porfyrii (vrozeny defekt metabolismu porfyrini) ma byt na oddélenich jako
Jje napf. urazova chirurgie aj. pfi nejasné diagnose proveden test na porfobilinogen. Je shodny s Ehrlichovym
aldehydovym testem na urobolinogen, avSak vzniklé zabarveni se nevytiepe do amylalkoholu.
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Klinicka enzymologie
Klinické aplikace enzymii

Me¢éieni aktivity rtiznych enzymi v mediciné je uzitecné jednak pii monitorovani
prubéhu nemoci, dale k odhaleni genetickych piedpokladd pro uréité onemocnéni, a kone¢né i
jako méfitko reakce pacienta na urcitou 1écbu.

V soucasnosti je k dispozici velké mnozstvi komeréné dostupnych purifikovanych
enzymd, které se vyuzivaji k pfesnému stanoveni fady slozek krve, jako je gluk6za, mocovina,
kyselina mocova, cholesterol, triacylglyceroly a mnoho dalSich. Enzymatické stanoveni téchto
jsou v soucasnosti enzymova stanoveni upfednostiiovana.

Enzymy mohou byt vyuzity v diagnostice 1 jinym zptisobem, ktery je zalozen na
vysokém cislu pfemény mnohych enzymi (jde o pocet opakovanych pfemén substratu na
produkt stejnou molekulou enzymu za casovou jednotku). V soucasné diagnostice se velmi
Casto pouzivaji rizné specifické protilatky k detekci svych piislusnych antigend, o jejichz
stanoveni se jedna. Uvedené protilatky jsou pfed pouzitim modifikovany v tom smyslu, Ze je
k jejich molekule pfipojen vhodny enzym s vysokym c¢islem piemény, nejcastéji kienova
peroxidaza nebo alkalicka fosfataza. Pti vlastnim stanoveni reaguje protilatka s antigenem,
vznikly komplex se promytim zbavi ptebytku nenavazanych protilatek. Poté se ke komplexu
antigen-protilatka piida vhodny substrat, ktery je u¢inkem ptitomného enzymu pfeménén na
barevny produkt. Intenzita zabarveni je pfimo umérnd mnozstvi pfitomného antigenu, ktery se
takto kvantitativné stanovi. Dnes je k dispozici velké mnozstvi nejriznéjSich souprav na
podobna stanoveni, znamych jako EIA (enzyme-immunoassay) nebo ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay).

Enzymova aktivita séra

Stanoveni enzymovych aktivit v Krvi, plazmé, nebo v krevnim séru patii mezi zakladni
biochemicka vySeteni. Ve specidlnich pfipadech je moZno stanovit enzymy i v bioptickém
materialu, zejména pii podezieni na vrozenou metabolickou poruchu.

Podle toho, zda enzymy piisobi piimo v misté svého vzniku, mizeme enzymy rozde¢lit
do dvou skupin - enzymy bunécéné a enzymy sekre¢ni. Enzymy bunééné jsou aktivni piimo
v bunice, kde byly syntetizovany. Naproti tomu enzymy sekrecni jsou tvoieny buikami
produkéniho orgdnu a na misto, kde prokazuji svoji funkci, jsou sekretovany. Piikladem
takovych enzymu jsou proenzymy koagulace a trombolyzy, které vznikaji v hepatocytech a jsou
secernovany do krve, nebo travici enzymy vylu¢ované zlazovymi organy traviciho traktu.

V krvi Ize prokazat velké mnozstvi riiznych enzymovych aktivit. V zésad¢ rozliSujeme
enzymy, jejichz aktivita v krvi je vys$i nez v buiikdch a krev je tudiz kompartment, kde
provozuji svoji funkci, a enzymy, které nemaji plazmatickou funkci, a jejich nitrobunécna
aktivita podstatné pfevySuje aktivitu plazmatickou. Do prvni skupiny enzymi fadime napf.
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pseudocholinesterazu, cholesterolesterazu, ceruloplazmin a proenzymy koagulace a
trombolyzy. Protoze vznikaji v hepatocytech a jsou secernovany do krve, mizeme je nazvat
enzymy sekrecni. Jejich aktivita je pomérné vysokd, diagnosticky je vyznamné jeji snizeni,
protoze poukazuje na geneticky defekt nebo poruchu produkéniho orgénu.

Druha skupina enzymii se za normalnich okolnosti prokazuje jen velmi citlivymi
metodami. Patfi k norméalni bunécné vybave nebo jsou vyluCovany zlazovymi organy traviciho
traktu. Jejich pfitomnost v krvi se pricita piirozené obméné bunck ve tkanich. Nejvice jich
pochazi z orgdnt s rychlym metabolickym obratem (jatra, pankreas). Ke zvyseni jejich aktivity
dochazi v souvislosti s poruchou organu, ve kterém se vyskytuji, takze indikuji jeho postizeni.
Odtud pochazi nazev enzymy indikacni. Je vSak nutno dodat, Ze vzestup urcitych enzymovych
aktivit 1ze vyvolat n¢kterymi latkami, zndmd je napf. indukce jaternich aminotransferaz
barbituraty a alkoholem. Indukci je ovSem nutno odlisit od toxickych projevi. Pfedpokladem
priniku enzymi zbun¢k do extracelularnich tekutin je poruseni bunééné membrany.
Nejmirnéj§im stupném je postiZzeni energetického metabolismu bunky, které vede k poruse
transportu iontd s retenci vody a ke kalciem podminéné vezikulaci ¢asti bunéénych membran.
To miize byt provazeno docasnym vyplavovanim cytoplazmatickych enzymii. Pti pokracujici
poruSe dochazi k naruSeni kontinuity membrany, coz je jiZ jev nevratny. Nejprve unikaji
cytoplazmatické enzymy, pozd&ji enzymy mitochondridlni. Enzymy lyzozomadlni se uvoliuji
jako posledni a likviduji struktury jiz zaniklé bunky. Z hlediska ¢asné diagnozy je tedy prvoradé
stanoveni vzestupu cytosolovych enzymii, prukaz enzymi vazanych na membrany ¢i bunécné
organely je pak imérné spise hloubce postizeni.

Pti hodnoceni zvySenych hladin intracelularnich enzymt je tfeba ptihlédnout
K enzymovému profilu jednotlivych organt. Nékteré enzymy totiz maji ubikvitarni vyskyt,
nachdazeji se prakticky ve vSech buiikach, jako napt. enzymy glykolyzy (laktatdehydrogendza,
aldolaza), takZe jejich nalez nemusi vést pifimo k diagnéze organového postizeni. U fady
enzymu je vSak fadovy rozdil v expresi u riznych organt, takZe nalez zvySenych aktivit je jiz
informativni. Napf. ALT prevlada v jatrech, AST ve svalech, jatrech a erytrocytech,
kreatinkindza ve svalech, kysela fosfatdza v prostaté. Jen malo enzym je absolutné organové
specifickych. Jako piiklad lze wuvést sorbitoldehydrogenazu, vyskytujici se vylucné
v hepatocytech. V piipadé aminotransferaz je mozno vyuzit faktu, Ze AST je pfitomna jednak
Vv cytoplazmé jaternich bun€k podobné jako ALT, jednak v mitochondriich, kde se ALT
nenachazi, takZe pomér téchto dvou aminotransferaz se méni podle zavaZznosti poskozeni
hepatocytu. Pfi poméru AST/ALT (De Ritisitv kvocient) mensim nez 1 se jednd o lehkeé
postizeni s pfitomnosti plazmatické formy AST, vzestup na 1 uZz signalizuje Unik
mitochondrialni frakce, coz je ukazatelem nekrozy jaternich bunck. Zvlastni situace je
U enzymdu, které se normalné vylucuji do traviciho traktu. Jedna se o amylazu, lipazu, jaterni
alkalickou fosfatdzu a leucinarylamidazu. V pifipadé amyldz v klidu pievldda enzym
vyplavovany z acinti lymfatickymi cestami. Aktivita poslednich dvou jmenovanych enzymu se
zvysuje pii stagnaci zlu¢i nasledkem uzavéru Zluovych cest.
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Enzymové profily vvbranych orgini
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Pti enzymologickém monitorovani poruch je potieba sledovat aktivity jednotlivych
enzymu v ¢ase a hodnotit je vzhledem k jejich polocasu odbourdvani (biologickému poloc¢asu),
coz je doba, za kterou by aktivita enzymu klesla na polovinu, pokud by nebyl dopliovéan ze
tkani. PoloCasy inaktivace kolisaji od 3-6 hodin u amyldzy do 10 dnt u alkalické fosfatazy,
cholinesterazy a lipazy. |K odbouravani dochéazi po endocytéze hlavné v jatrech a slezin€. Na
kratkém polocasu amylazy se podili pfedev§im vylu€ovani v ledvinach, vzhledem k pomérné
malé molekule (MH 50 tisic). Zahusténi moci pak zpisobuje nalez vysSich aktivit v moci nez
V krevnim séru. Pfi rendlni insuficienci ovSem vylucovani ledvinami klesa a sérové hodnoty
stoupaji. VyluCovani je vzacné blokovéano pii vytvofeni plazmatickych komplexi mezi
amylazou a imunoglobuliny, které neprojdou glomerularni membranou (makroamylasemie).
Trva-li porucha tkan€, produkujici indikacni enzymy déle (napt. u cirhézy jater), mize dojit
k poklesu celkové proteosyntézy natolik, Ze se enzymové zvySeni zdanlivé normalizuje.
Obecné tedy pokles aktivit miize znamenat jek reparaci chorobného procesu, tak selhavani
funkce produkujiciho organu.

VétSina klinicky vyznamnych enzymi se vyskytuje ve dvou nebo vice variantach, které
se nazyvaji izoenzymy. Jedna se o molekuly se stejnou, nebo velmi blizkou enzymovou
aktivitou, ale surCitymi zménami v aminokyselinovém slozeni. Rozdilu ve fyzikalné-
chemickych vlastnostech se vyuziva k separaci a identifikaci izoenzymul. Napf. enzym
laktatdehydrogenaza existuje Vv péti izoenzymovych formach. VySe zminéna cytosolova a
mitochondrialni forma AST jsou rovnéz izoenzymy. Od izoenzymi musime odliSit enzymové
molekuly, liSici se pouze svou sacharidovou sloZkou, tj. charakterem post-transla¢nich
modifikaci, pfi stejném genovém transkriptu. Tyto produkty jsou uvadény jako izoformy
enzymii.
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Stanoveni enzymové aktivity séra a jeji vyjadfovani

Mnozstvi enzymu se v enzymologii zpravidla nahrazuje pojmem enzymova aktivita a
misto pojmu koncentrace enzymu se uziva aktivita vztazend na 1 litr vySetfované tekutiny
(katalytickd koncentrace). Vyjimku tvoti vysledky specialnich imunochemickych metod, které
mohou jako antigen detegovat i degradované formy enzymd, které by nebyly dostate¢né aktivni
pii kinetickych métenich. Zde se vysledky vyjadfuji v jednotkach hmotnostni koncentrace
(ug/). Jednotkou enzymové aktivity je mnozstvi substratu (mol) pfeménéné za jednotku Casu
(s) a nazyva se katal (kat). V oblasti klinické biochemie piipadaji v ivahu odvozené jednotky
ukat a nkat, aplikované na katalytickou koncentraci pak ukat/l a nkat/I.

Pti stanoveni aktivit musi byt definovany podminky katalytické reakce. Snahou je, aby
byly optimalni pro ¢innost vySetfovaného enzymu. Protoze se katalytickd koncentrace
stanovuje z rychlosti enzymové reakce, musi byt mnozstvi biologického materialu, substratu a
kofaktoru takové, aby rychlost v prakticky méfitelném intervalu odpovidala rychlosti
maximalni. Zakladni podminkou je proto dostatek substratu, aby byl splnén predpoklad [S] >
Ky, V druhé fadée pak pfiméfend aktivita enzymu. Idedlni technikou je kinetické méteni ve vice
casovych intervalech, pfi kterém se vybere tsek s nejvétSsim sklonem pro vypocet maximalni
rychlosti reakce. Na nasledujicim schématu je znazornén prubéh tvorby produktu ve druhém
casovém intervalu pfi vyssich katalytickych koncentracich enzymu, kdy dochazi k prudkému
poklesu koncentrace substratu:

[P]

8] 15) t

Kinetika enzymovych reakci pri riznych katalytickych koncentracich enzymu
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Pti sledovani enzymové reakce davame v klinickobiochemickych laboratotich piednost
optickym metoddm. Nezalezi na tom, zda sledujeme ptirastek produktu nebo tibytek substratu.
Nékteré produkty je mozné stanovit fotometricky ve viditelném zafeni (barevné latky — napft.
zluty p-nitrofenol, ktery vznika odstépenim fosfatu z p-nitrofenylfosfatu ptisobenim fosfataz),
jiné produkty je mozné stanovit naslednou jednoduchou reakci se vznikem barevného adduktu
(napf. dinitrofenylhydrazon kyseliny pyrohroznové pii stanoveni aminotransferaz).

Ukézalo se vSak, Ze nejspolehlivéjsi jsou metody zaloZzené na sledovani zmény
koncentrace pyridinovych koenzymt, které se ucastni enzymové reakce oxidoredukéniho typu
bud’ piimo, jako je tomu u stanoveni laktdtdehydrogenazy, nebo jako kofaktory sptrazené
reakce, kvantitativné¢ pfeménujici produkt. Tato metoda, zndma pod nazvem Warburgiv
opticky test, je zaloZzena na rozdilech v UV absorbanci redukované a oxidované formy
pyridinovych koenzymti. NADH ma druhy vrchol absorbance pfi vinové délce 340 nm, kde
NAD" ma absorbanci nulovou. Je-li UV-spektrofotometr nastaven na tuto délku, pfi redukénim
procesu méfime ubytek, pti oxida¢nim pfiristek absorbance.

Absorbance

Warburguyv opticky test

Rutinni metody stanoveni enzymovych aktivit jsou zatiZeny nejvétsi primérnou chybou
ze vSech klinickobiochemickych vySetfeni (uvadi se asi 15%), coZ je zCasti ddno choulostivosti
metodik samotnych. O tom se ostatné studenti sami piesveéd¢i pii praktickych cvicenich. Je dale
tteba vyvarovat se vSech technickych chyb pfi manipulaci se vzorkem pted vySetfenim, tj.
dodrzovat zasady spravného odbéru materidlu, krev by méla byt co nejdiive odstiedéna (aby se
zabranilo kontaminaci séra erytrocytarnimi enzymy) a krevni sérum uchovavano pii 4°C,
eventudlné zmraZené, a to, co nejkratsi moznou dobu. Pfi vysSich koncentracich enzymu je
nutné sérum fedit, coZ je zdrojem dalSich chyb. K fedéni je tfeba uZivat tepelné inaktivované
sérum.
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Nazvoslovi a klinicky vyznam rutinné vySetfovanych enzymii

o-Amylaza (AMS):
e hydrolyzuje Skrob a glykogen v centru molekul, produkuje oligosacharidy
e jsou znamy slinna (S) a pankreaticka (P) izoforma, lisi se od sebe sacharidovou slozkou,
Ize je od sebe odlisit pomoci lektin nebo specifickych protilatek, vzestup jednotlivych
forem u chorob pankreatu, zejména akutni nekrozy, a u chorob slinnych Zlaz (parotitis),
vylu¢ovani mo¢i, kde jsou vzhledem ke zkoncentrovani vyssi aktivity

Enzymy pfemén aminokyselin - AMINOTRANSFERAZY

Centralni postaveni v metabolismu aminokyselin ma kyselina glutamovad, ktera se jako
jedind mize pifimo deaminovat pii biosyntéze mocoviny, hlavniho odpadniho dusikatého
produktu v katabolismu bilkovin. Témeéf vSechny ostatni aminokyseliny predavaji svij
a-aminodusik prekurzoru kyseliny glutamové, kyseliny 2-oxoglutarové, mechanismem
transaminace. Reakce je katalyzovdana enzymy, nazyvanymi aminotransferazy, diive
transaminazy. Ve vSech je jako prostheticka skupina zabudovan fosfopyridoxal a vyznacuji se
uzkou substratovou specifitou jak pro donor a-aminoskupin, tak pro 2-oxo akceptor. Nejsou
znamy zadné genetické defekty postihujici tyto enzymy, protoze tento stav by nebyl slucitelny
se zivotem.

Z klinického hlediska ma vyznam zejména stanoveni aminotransferaz alaninu a

kyseliny asparagové, které pienaseji aminoskupiny na totozny akceptor, kyselinu
2-oxoglutarovou.
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Alaninaminotransferaza (ALT): L-alanin-2-oxoglutarat-aminotransferaza

e cytoplazmaticky enzym, nejvyssi aktivita v hepatocytech, podili se na pfeménach
aminokyselin a eliminaci a-aminodusiku, zvySuje se pii chorobach jater (hepatitis,

infekéni mononukleodza, toxické poSkozeni)
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Aspartataminotransferaza (AST): L-apartat-2-oxoglutarat-aminotransferaza

® nejvyssi koncentrace v jatrech a srdeCnim svalu, existuje izoenzym plazmaticky a
mitochondridlni (zhruba ve stejné katalytické koncentraci), vzestup pifi infarktu
myokardu, postizeni hepatocytl (zejména tézSich), poSkozeni kosternich svala, tfeba
hodnotit vzhledem k aktivit¢ ALT

Enzymy stépici estery kyseliny fosforecné

Fosfatazy patii systematicky do skupiny hydrolaz Stépicich estery kyseliny fosforecné.
Tyto enzymy se rozdé€luji na fosfomonoesterazy a fosfodiesterazy podle poctu esterovych vazeb
kyseliny trihydrogenfosforecné. Fosfomonoesterdzy hydrolyzuji rizné fosforeCnanové estery
predevsim sacharidl a bilkovin, ale i nukleotidy. Patii sem klinicky dilezité indika¢ni enzymy.
Podle optimalniho pH reakce se déli na alkalické (pH optimum 7-10) a kyselé (pH optimum 4-
6). Fosfodiesterdzy jsou dulezité enzymy katabolismu nukleovych kyselin, ale mohou $tépit i
fosfolipidy (fosfatdzy z hadich jedit).

Fosfataza alkalicka (ALP):
e hydrolyzuje monoestery kyseliny fosfore¢né v alkalickém prostiedi
® existyji tfi izoenzymy: 1) placentarni, 2) stfevni, 3) izoenzym kosti, jater a ledvin,
pricemz kostni a jaterni izoenzym se vyskytuje v odlisné izoformé oproti ledvinovému
(nepfitomen v séru), zvySeni pii jaternich afekcich spojenych s cholestazou a u
onemocnéni kosti (obtize s rozlisSenim), fyziologicky jako vyraz osteoblastické aktivity
u déti, placentarni izoenzym stoupa v t€hotenstvi

Strevni izoenzym je dulezity pro vstiebavaci procesy, kostni izoenzym se ucastni vystavby a
prestavby kosti. Stejny izoenzym se nachdzi i v jatrech, kde je nezbytny pro pfeménu sacharidu,
a V ledvinach. Tteti izoenzym je placentarni. Ve vSech ptipadech jsou enzymy lokalizovany
Vv cytoplazmatické membrang, k aktivaci jsou nezbytné ionty Mg?*. Zvyseni sérové aktivity
ALP se pozoruje u poruch jater, provazenych cholestdzou. Soudi se, Ze méstnani vyvola
zvySenou syntézu alkalické fosfatdzy v epitelidlnich bunikach Zlucovych kanalkli. Vzestup
provazi také metabolické poruchy kosti (kfivici) a kostni nadory primdrni i metastatické.
Vzhledem ke zvySené aktivité osteoblastli u déti jsou zde fyziologicky nachazeny vyssi sérové
katalytické koncentrace. Aktivitu ALP je mozno stanovovat také v leukocytech, kde je enzym
ve zna¢né koncentraci. Zmény aktivit jsou pfiznacné pro nékteré leukemie.

Fosfataza kysela (ACP):

¢ hydrolyzuje monoestery kyseliny fosforecné v kyselém prostiedi

e vyskytuje se nejvice v prostaté, obsazena také v kostech, erytrocytech a trombocytech,
prostaticky izoenzym je tartarat labilni, stoupa pii karcinomu prostaty, zejména pii jeho
generalizaci, izoenzym kostni, erytrocytarni a trombocytarni je tartarat stabilni (vyuziva
se pii stanoveni), stoupa pii osteoklastickych kostnich procesech, fyziologicky je
zvySen u déti, zvySuje se pi1 hemolyze, proto je 1épe vySetfovat plazmu, ACP je
nestabilni pfi fyziologickém pH, plazmu je nutno okyselit citrdtovym pufrem
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v-Glutamyltransferaza (GMT / GGT):

pienos y-glutamylového zbytku na peptidovy akceptor

obsazena hlavné v hepatocytech a sténach zlucovodi, v tubularnich bunkach ledvin,
vyznam nejasny, zvysuje se zejména u toxickych postizeni jater (alkohol, 1éky) a pii
obstrukcich zlucovych cest

Glutamatdehydrogenaza (GMD):

oxidoreduktaza deaminujici kyselinu glutamovou, NAD" zavisla
obsazena v mitochondriich jaternich bunck, zvySuje se zejména pfi t€zSim postizeni
jater (nekrozy)

Cholinesteraza (CHS):

hydrolyza esterti cholinu

Vv erytrocytech  specifickd  acetylcholinesteraza, V séru pseudocholinesterdza
secernovana jatry, Stépici 1 jiné estery, klinicky vyznamné je sniZeni aktivity, provazejici
tézké jaterni 1éze, intoxikace organofosfaty, a vrozeny defekt enzymu, manifestujici se
hlavné pii aplikaci myorelaxancii typu sukcinylcholinu v souvislosti s operaénim
zakrokem

Kreatinkinaza (CK): ATP:kreatin-fosfotransferaza

nejvice obsazena v kosternim a srde¢nim svalu a v mozku, dimer se subjednotek dvou
typd, M (muscle) a B (brain), mozné tfi kombinace, BB v mozku, v krvi jen pfi
mozkovych nadorech, MM v kosternich svalech a v srdci, myokard vSak obsahuje vice
hybridniho MB izoenzymu, takze zvySeny podil MB pii vzestupu CK (CK-MB,
samostatné stanovitelny pii inhibici M subjednotek) podporuje diagnodzu infarktu, jinak
nejvyssi hodnoty CK u svalovych dystrofii, mirny vzestup 1 po nadmérném svalovém
vykonu u netrénovanych

Laktatdehydrogenaza (LD / LDH): L-laktat:NAD oxidoreduktaza
® jako zavérecny enzym anaerobni glykolyzy se vyskytuje prakticky ve vSech tkanich

tetramerni struktura, 2 typy podjednotek (H, M), 5 izoenzymii, H4 hlavné v myokardu a
erytrocytech, stoupa u infarktu a pii hemolyze, M4 hlavné v jatrech a ve svalech, stoupa
u jaternich chorob a svalovych dystrofii jako CK

vyznam hlavné jako nadorovy marker a marker intravaskuldrni hemolyzy, v dne$ni

dobé¢ se jiz v diagnostice infarktu myokardu, onemocnéni jater nebo kosternich svald
nepouziva

Laktatdehydogenaza katalyzuje vratnou pfeménu pyruvatu na laktat. Patii mezi NAD™ zavislé

oxidoreduktazy. Rovnovéha je pfi tom posunuta vyrazné ve prospéch laktatu. Vyznam enzymu
spociva v regeneraci oxidované formy nikotinamidového koenzymu pii anaerobni glykolyze.

Pti anaerobni glykolyze je konecnym produktem odbouravani glukézy kyselina mlééna. Vznika napt. ve velkém
mnoZzstvi v pracujicim svalu, nestaci-li nabidka kysliku kryt potfeby tkanového dychani. Konverze pyruvatu na
laktat je zde nutna z energetickych divodl, nebot” glykolyza a tim i produkce ATP na urovni substrati mohou
probihat jen pii regeneraci NAD* zNADH, vzniklého pii oxidaci glyceraldehyd-3-fosfatu na Kkyselinu
1,3-bisfosfoglycerovou. Kyselina mlééna je dodateéné regenerovana v jatrech na glukozu. Nékteré tkané maji
zvlast’ dobfe vyvinutou schopnost kryt energetickou spotiebu glykolyzou za anaerobnich podminek. Vedle tkdné
svalové to jsou napf. nadorové buiiky.
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Molekula enzymu je slozena ze ¢tyt bilkovinnych subjednotek. Vzhledem k tomu, Ze existuji
dva typy monomert, které jsou volné kombinovatelné, rozeznavame 5 variant kvartérni
struktury laktatdehydrogendzy. Tyto monomery se lisi jak svou primérni strukturou, coz
dovoluje napt. elektroforetickou separaci typu, tak i svym metabolickym zapojenim a expresi
Vv ruznych organech. Subjednotka H (heart) je produkovana predevsim Vv srde¢ni svaloving, kde
pievladaji tetramery Hs. Komplexni struktura je specializovana na pfednostni oxidaci kyseliny
mlécné na pyruvat, ktery pak slouzi jako zdroj energie pro srdce. Naopak v kosternim svalu a
V jatrech jsou prepisovany piedevsim subjednotky M (muscle), takze se zde vyskytuji v nejvetsi
mife tetramery My, specializované na pochod opacny, tj. redukci pyruvatu na laktat, predpoklad
anaerobni glykolyzy. Jiné¢ kombinace subjednotek maji afinity proporcionalni poctu
jednotlivych monomert. H subjednotky maji vy$si anodickou mobilitu pfi elektroforéze nez
sujednotky M, coz vedlo ke klasifikaci 5 izoenzymu laktatdehydrogenézy dle rychlosti migrace
(LD1-5). Soubézné se uziva i klasifikace podle poméru subjednotek.

33 Hy LDy (14-35%) @ @

ﬁ H:M LD;  (3p449) srdedni infarkt

W I'Ij:"h"jz LD3 (16-28%)
m/\ﬂ-A—/L normalni distribuce
a HM: LDy (350 j\_,_\_/\_/\/L

u My  LDs  (a.15% jaterni porucha

Prvni izoenzym je kromé srde¢niho svalu také obsaZzen v erytrocytech, proto hemolyza
arteficidlné zvysuje koncentrace prave této frakce. Je zajimavé, Ze komplex obsahujici vice H
subjednotek je schopen dehydrogenovat i a-hydroxybutyrat, proto aktivita
a-hydroxybutyrdtdehydrogendzy Vv séru je vlastné aktivitou izoenzymii bohatych na H
subjednotky.

Stanoveni laktatdehydrogenazy je zaloZeno na sledovani poméru oxidované a redukované
formy NAD koenzymu (Warburgiv opticky test).

Leucinarylamidaza (LAS, d¥ive leucinaminopeptidaza):
e Stépi jednoduché peptidy s leucinem 1 jinymi aminokyselinami
e vyskytuje se hlavné v hepatocytech a bunikach zlucovodu, zvysené aktivity provazeji
zejména uzavery zluCovych cest
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Lipaza (LPS):
e hydrolyza triacylglycerolii na monoacylglyceroly a mastné kyseliny

® jednd se o enzym vyluCovany pankreatem, tfeba odliSit od lipoproteinové lipazy,
obsazené v endotelu cév, stoupa u pankreatickych poruch, zejména akutni nekrozy,
podobné¢ jako pankreaticky izoenzym amylazy

Prostaticky specificky antigen (PSA):
® serinova protedza
® jcho pfitomnost v krvi signalizuje rakovinu prostaty, vyssi PSA 1 u benigni hyperplazie
prostaty

e PSA je z vétsi ¢asti v komplexu s antichymotrypsinem a az-makroglobulinem, mensi
cast je volna

Sorbitoldehydrogenaza (SD):
e katalyzuje pfeménu sorbitolu na fruktozu

® ecnzym specificky pro jaterni buniky, zvySuje se u riznych poruch jater, u infarktu pouze
dojde-li k jaterni hypoxii

Thymidinkinaza (TK):
® katalyzuje pfeménu thymidinu na thymidinmonofosfat
® stoupa v krvi pfi rakovinném bujeni, takze patii mezi tzv. tumorové markery

66



Molekularni biologie

Detekce leidenské mutace

Toto praktikum vyuziva prvky pristupu PBL (problem based learning).
problém: "Leidenska mutace" - ze vSech uhlii pohledu

(molekuldrni podstata, fyziologie hemostazy, patofyziologie, klinicky vyznam a diagnostika)

Leidenskd mutace je autozomalné intermediarné (netplnd dominance) dédicna
jednobodova mutace v genu pro hemokoagulacni faktor V. Jde o nejbéznéjsi genetickou ptic¢inu
trombofilie (zvySené krevni srazlivosti) v evropské populaci. Tato mutace byla objevena v roce
1993 (publikovano r. 1994) a pojmenovana podle mista objevu — mésto Leiden v Nizozemsku.

Molekularni podstata

Na molekularni urovni se jednd o jednonukleotidovy polymorfismus, SNP
(z anglického Single Nucleotide Polymorphism) oznacovany v databazich rs6025. Pismeno
predstavuje laboratot nebo vyzkumny tym, ktery dany SNP objevil, ¢islo pak poradi objevu
Vv ramci ptislusného tymu. Jde o substituci G1691A, tedy zdménu G (guanin) za A (adenin) na
pozici 1691 v kodujici oblasti genu pro faktor V. Gen pro faktor V je lokalizovan na dlouhém
raménku prvniho chromozomu (locus g23), celkova délka tohoto genu je 80 kb. Gen obsahuje
celkem 25 exond, pficemz Leidenska mutace (také oznaCovana jako faktor V Leiden) se
nachdzi na exonu ¢islo 10.

ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAARATAACTTTGCA
AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG
AARAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA
TCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGCEBAG

GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAARATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

Cast nukleotidové sekvence genu pro faktor V. Barevné oznacen exon 10.

Nésledkem této mutace/substituce/polymorfismu/zamény v genu je zména primarni
struktury produkovaného proteinu hemokoagula¢niho faktoru V (jde o kofaktor, bez
proteolytické funkce). Na pozici 506 dochédzi k zdméne aminokyseliny argininu za glutamin.
Podle zmény genetické informace se jedna o nesynonymni SNP typu missense. To znamena,
ze kodon se zaménénou bazi kdduje jinou aminokyselinu a mize tak byt zménénd funkce
proteinu.
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CTE AC AGE CEh GEA ATA ChAn MGG GCA
FV wild type
Leu-fAsp-Arg-Axg-Gly-Ile-Gln-Arg-Ala

CTi GAC AGG CAR GGEA ATAHA CAlG Al GUCA

FV Leiden
Leu-RAsp-Arg—-GIn—Gly-Ile—-Gln—-Arg-Ala

Arg 506 Gin G 1691 A

Cdast nukleotidové a aminokyselinové sekvence zdravého (wild type) a mutovaného genu.
Zdiiraznéna zameéna nukleotidu a aminokyseliny.

Hemostaza

Hemostaza (zéastava krvaceni) je zivotné¢ dulezity d&j chranici organismus pred
nadmérnou ztratou krve pii poruseni vaskuldrni integrity (poruSeni kontinuity krevniho feciste).
Na zéstavé krvaceni se podileji tyto mechanismy: reakce cév (vazokonstrikce), ¢innost krevnich
desti¢ek (aktivace a jejich nahromadéni v misté poranéni) a srazeni krve tzv. hemokoagulace.
Tyto procesy vedou ke vzniku krevni srazeniny (trombu).

Rozlisujte trombus a koagulum: trombus je intravitdalné a intravazalné vznikla krevni srazenina,
zatimco koagulum je krevni srazenina vznikla extravazalné nebo posmrinée.

Samotna hemokoagulace je kaskdda enzymovych reakci vedouci k pfeméné
fibrinogenu na nerozpustny fibrin. Tento proces vyzaduje souhru mnoha koagula¢nich faktort,
fosfolipidli a vapenatych iontl. Koagula¢ni faktory jsou ozna¢ovany nazvem a fimskou ¢islici,
ktera ma& pouze historicky
charakter, to znamena, ze DNA exprese

neudavd  posloupnost  reakci. Y&‘”“ proteolytickd
Koagula¢ni faktory maji vétSinou aktivace

charakter proteolytickych Inaktivnf proenzym /

enzymii (F I1, VII, IX, X, X1, XII, \

prekalikrein), podle mechanizmu inhibitor
u¢inku  jde otzv. serinové — - protedz
proteazy. Jsou syntetizovany aktivni protedza /
vjatrech ve form¢ inaktivnich

proenzymu (zymogent), které se \

postupné (kaskadovité) vzajemné
aktivuji. Aktivace jednotlivych
proenzymi na aktivni enzymy ZjednodusSené schéma exprese, aktivace a inhibice
proteolytického enzymu

inaktivni komplex

spociva v jejich proteolytickém
Stépeni enzymem aktivovanym
Vv predchozi reakei.
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Déle existuji ptidatné faktory urychlujici aktivaci zymogenu (FIII, V, VIII...). Pro
uspésné zapojeni koagulacnich faktora 11, VII, IX, X a antikoagula¢nich faktora - proteinu C
a S nestaci pouze proteolyza. Podstupuji nejprve posttranslaéni Gpravu (jde o karboxylaci 10 —
12 zbytkt kyseliny glutamové na y uhliku), ktera bezpodminecné vyzaduje vitamin K. Smyslem
této posttransla¢ni upravy je zvyseni schopnosti reagovat s ionty Ca?* a pripoutat koagulacni
faktor k fosfolipidové membrané. Nedojde-li ke karboxylaci, je afinita faktoru k membrané
nizka, coz se projevi poruchou srazlivosti.

Koagulac¢ni déje se rozde€luji do dvou systému: vnitiniho a zevniho/vnéjsiho, které vSak
na sob¢ nejsou nezavislé a spolecné smeiuji k aktivaci faktoru X. Ve vnitinim systému (vSechny
prokoagulac¢ni faktory jsou v krvi) je aktivovan faktor XII (tzv. Hagemaniiv faktor) kontaktem
s negativné nabitym povrchem (kolagen, fosfolipidy desticek) posSkozené cévy. Za
spoluptisobeni vapenatych iontd se postupné aktivuji faktory IX (tzv. Christmasiv faktor), VIII
(tzv. antihemofilni faktor) a X (tzv. Stuart-Prowertv faktor). Zevni systém za¢ind uvolnénim
faktoru 1l — tkanového tromboplastinu. Faktor III spolu s uvolnénymi membranovymi
fosfolipidy z bunék, faktorem VII (tzv. prokonvertin) a vapenatymi ionty vede k aktivaci
faktoru X. Pro oba systémy pak pokracuje spolecnéd cesta. Aktivovany faktor Xa, vapenaté
ionty, destickové fosfolipidy, aktivovany faktor Va (tzv. proakcelerin) a neaktivni protrombin
(faktor II) vytvoii protrombinazovy komplex. Pak muze dojit k aktivaci protrombinu na
trombin. Trombin je serinova protedza, ktera odstépuje z fibrinogenu dva fibrinopeptidy. Tim
je umoznéna spontanni polymerace fibrin-monomert nekovalentnimi vazbami. Pak zasédhne
fibrin stabilizujici faktor (faktor XIIla), ktery stabilizuje za ptfitomnosti vapenatych iont nové
vznikly fibrin-polymer. Nerozpustny fibrin vytvoii spolecné s destickami srazeninu, zatku
uzavirajici ranu.

Hemokoagulace je mnohastupnové regulovany proces, protoze spontanni srazeni Krve
v cirkulaci miZze mit fatalni nésledky. Proto v krvi koluje spolené s koagulacnimi faktory
i n€kolik inhibitor koagula¢nich faktort. Tyto inhibitory se fadi mezi serpiny (serin proteazové
inhibitory). Patfi sem hlavné antitrombin, protein C (PC), protein S a na endotel vazany
trombomodulin.

Ptesto k hemokoagulaci dochazi i v nenaruseném zilnim systému, pokud zde dojde ke
staze krve. V tomto piipadé jde o patologicky proces vedouci k tromboembolismu (blize
vysvétleno v kapitole Klinicky vyznam). Pfispiva k tomu i1 nefunkénost nebo nedostatek
pfirozenych inhibitort koagulace Casto jako nasledek genetické poruchy (napt. FV Leiden).

DalSim, casové vzdalengjSim mechanismem navazujicim na zéstavu krvéaceni je
fibrinolyza (odstranéni trombu) a aktivace fibroblasti a hladkych svalovych bun¢k. Vysledkem
je zahojeni poranéné tkang.

Primarni fibrinolyza je pfirozeny fyziologicky proces, jehoZ cilem je odstranit ze
zhojené cévy jiZ nepotiebny trombus. Fibrin (v menSi mife také fibrinogen), je Sté€pen
plasminem na rozpustné fibrinové $t€py. Plasmin (diive nazyvany fibrinolyzin) je aktivni forma
bilkoviny plasminogenu. Jde o serinovou protedzu. Aktivaci plasminogenu na plasmin
zpusobuje ucinny enzym, tkanovy aktivator plasminogenu (tissue plasminogen activator, t-pA).
Naopak rychlou degradaci plasminu zpisobuje az-antiplasmin, plazmaticky protein, ktery s nim
vytvaii nevratny inaktivni komplex.
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Pti §tépeni fibrinu se do krve uvoliiuji produkty této degradace. Jde o dva propojené D
fragmenty proteinu fibrinu, které se nazyvaji D-dimery. Jejich stanoveni naslo uplatnéni
Vv klinické praxi pii diagnostice tromb6z a embolii. Vzhledem k faktu, Ze vznik srazeniny i jeji
odbouravani jsou fyziologické déje, nemtizeme jednodusSe spojit zvySenou hladinu D-dimeri
s n¢jakym onemocnénim. Avsak jsou-li D-dimery negativni, mizeme vyloucit pfitomnost
jakékoliv srazeniny v krevnim fecisti (tim padem lze vyloucit 1 diagnézu trombdzy nebo
embolie). Jedna se o relativné levny, rychly a pfedevsim pacienta nezatézujici test a proto je
vyuzivan v Klinické praxi k prvnimu roztéidéni pacienti s podezienim napi. na plicni embolii.
Pomoci testu muze 1€kar rozd€lit pacienty na zdravé, které jiz neni tieba dale vysetiovat a na
ty, u nichz je tieba chorobu déle prokazat ¢i vyloucit pomoci dal$ich metod.

Sekundarni fibrinolyza (Castéji oznaCovana jako trombolyza) je pomérné nebezpecny
avSak nezfidka zivot zachranujici 1¢kai'sky vykon, vyuzivany dnes pfedevSim u masivni plicni
embolie. Do krevniho ob&hu pacienta jsou podavany preparaty s fibrinolytickou aktivitou
(altepldza, streptokiniza atd.) za ucelem rozpustit srazeninu uzavirajici tepnu a obnovit tak
krevni ob¢h za ni. Hlavnim rizikem muze byt zavazné krvéaceni, znemoziiujici navic ptipadné
chirurgické teSeni situace, kterd si podani trombolyzy vyzadala.

Bezchybny vznik koagula omezeného v konkrétnim misté a ¢ase je podminén spravnou
interakci mnoha specifickych latek. Nekteré pisobi ve smyslu posileni a zrychleni srazeni krve,
jiné maji za ukol mechanismus sraZzeni krve brzdit. Ukolem tohoto sloZitého systému je zajistit
dynamickou rovnovahu, ktera nejen Ze zastavi krvaceni v ptipadé poranéni, ale na druh¢ strané
i zabrani nekontrolovatelnému srazeni krve, které by v kone¢ném dusledku uzavielo cévni
feciste.
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Patofyziologie Leidenské mutace

Faktor V (FV) je glykoprotein, koagula¢ni faktor, nazyvany také proakcelerin nebo
labilni faktor. Na rozdil od vétsiny koagulacnich faktorti nemé enzymatickou aktivitu, funguje
jako kofaktor. FV je aktivovan trombinem na FVa. Pii aktivaci se rozstépi na dva fetézce, které
jsou spojeny prostiednictvim vapenatych iontt (viz nasledujici obrazek). FVa se vaze na
specifické receptory na membrané desti¢ek a spolecné s faktorem Xa a protrombinem tvori
protrombinadzovy komplex. Protrombin je nasledné Stépen aktivovanym faktorem Xa na
trombin. Role FVa je tedy na strané prokoagula¢nich faktori. Mohlo by se zdat, ze disledkem
mutace faktoru V, ktery mé prokoagulacni uc¢inky, by mélo byt snizeni G€innosti koagulacniho
systému. Zaména 1 aminkyseliny ve struktuie proteinu FV Leiden oproti FV wild type nema
kupodivu zadny vliv na jeho prokagula¢ni aktivitu. Trombofilie spojovana s Leidenskou mutaci
je podminéna zménou v jeho odbouravani.

FV

FVa l aktivace

2+

APC l inaktivace
FVa \[ f{

CE‘. 2+
FVLa f J/
y
Ca2t+
Faktor V (FV)

Aktivovany faktor Va je inaktivovan aktivovanym proteinem C (APC), coz omezuje
jeho pusobeni v koagulaci. APC se vaze na FVa v misté tii riznych argininovych zbytkl
a proteolytickym $tépenim zpisobi jeho inaktivaci.

Leidenska mutace faktoru V zpiisobuje zaménu aminokyseliny argininu za glutamin na

Vysledkem je perzistence (prodlouzeni doby trvani) aktivity FVa. Tento trombofilini stav je
vysledkem prodlouzeni doby ptisobeni FVa.

Leidenskd mutace je také nekdy popisovana jako APC rezistence - rezistence
aktivované¢ho faktoru Va k antikoagulacni aktivité¢ aktivovaného proteinu C (APC). APC je
potfebny pro inaktivaci faktoru Va a Vllla, a je jednim ze zakladnich fyziologickych inhibitort
koagulace. Tyto inhibitory se fadi mezi serpiny (serin proteazové inhibitory). Patii sem hlavné
antitrombin, protein C (PC), protein S a na endotel vazany trombomodulin.
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Vnitfni cesta ) vnégjsi cesta

Protrombin (11) Trombin (lla)

Ca2+ Destitkové
fosfolipidy

Fibrinogen (1) Fibrin (la)

Vnitini cesta X Vnéjsi cesta

= APC rezistence

Protrombin (ll) Trombin (lla)

Ca?* Destitkové
fosfolipidy

Fibrinogen (1) Fibrin (la)

Zjednodusené schéma hemokoagulacni kaskady s diirazem na vztah k APC
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Klinicky vyznam

Leidenska mutace vykazuje zajimavou zavislost na rase a zemépisné lokalizaci.
V Ceské republice se homozygoti pro faktor V Leiden vyskytuji 1 na 5000 obyvatel,
heterozygoti tvofi cca 5% populace. Nejvyssi vyskyt mutace FV Leiden byl detekovan ve
Svédsku, naopak v asijskych & africkych populacich se jedna o velmi vzicnou mutaci.
Vysvétluje se to tim, ze mutace vznikla v Kavkazské populaci asi pfed 20 az 34 tisici lety.
Mutace faktor V Leiden (a dal$i trombofilni mutace) se udrzely v populaci dlouhou dobu,
musely byt tedy z hlediska evoluce vyhodné. Trombofilni mutace vedou k rychlejsi zastave
krvaceni, napf. pfi boji, lovu nebo po porodu, coz zvySuje pravdépodobnost pteziti jejich
maji asi 80x vyssi riziko vzniku hluboké Zilni trombdzy. U heterozygotl je riziko asi 8x vyssi
bez jiného rizikového faktoru a 30x vys$s$i pfi kombinaci s kombinovanou hormonalni
antikoncepci nebo hormonalni substituci.

Hluboka Zilni trombéza je vznik krevni srazeniny
(trombu) Vv hlubokém zilnim systému. SraZenina vede
k obstrukci, tj. omezeni toku krve Zzilou. Hluboka Zilni
trombdza postihuje pievazné hluboké distalni zily bérce,
vyjimkou nejsou ani poplitedlni zily ¢i femoralni zily az
k vena iliaca. UtrZzenim trombu a jeho pruchodem pies
komplikace - plicni embolie. Jde o Zivot ohrozujici stav
vznikly obstrukei a. pulmonalis nebo jejich vétvi.
Tromboza povrchovych Zil, kterd je vétSinou doprovazena
zanétem (tromboflebitida) ke wvzniku plicni embolie
nevede.

/ Phototake

h, M.S.

© Steve C

Plicni embolie

Za normalnich okolnosti je v organismu rovnovdha mezi vznikem a rozpusténim
trombu. V patogenezi trombdzy se uplatiiuji rizikové faktory oznacované jako Virchowova
trias. Jsou to: 1. zmény hemodynamiky — zpomaleny tok krve tzv. venostaza. Pfi¢inou muze
byt dlouhodobé upoutini pacienta na ldzko, imobilizace koncetiny, dlouhé cestovani
s omezenym pohybem. 2. poSkozeni stény cévy napi. béhem chirurgické operace, dale irazem,
zanétem, arterioskler6zou. 3. trombofilni stavy napi. mutace genl koagulacnich faktorii
(Leidenské mutace faktoru V) nebo stavy ziskané béhem zivota naptiklad nadorovym bujenim.
I u pacientii se zvySenym rizikem vzniku trombu je k jeho tvorbé nutny néjaky spoustéc napf.
infekce, Graz, dehydratace, koufeni, hormonalni zmény, nadorova onemocnéni.
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Prevence a monitorace 1é¢by

U trombofilnich stavi existuje realné riziko opakovani hluboké Zilni trombozy, u Zen
jsou vys§i rizika porodnickych komplikaci vedouci k potratim &i pfedéasnym porodiim. Zeny
s trombofilii by také nemély uzivat hormonalni antikoncepci, protoze estrogeny zvysuji sklon
ke srazeni krve i u zdravych Zen. U trombofilnich stavii by méla byt zajiSténa prevence
specialistou hematologem zvlasté pred planovanymi opera¢nimi vykony, dlouhodobymi lety,
Vv t€hotenstvi, obdobi kolem porodu a Sestinedéli. V nékterych ptipadech je nutna prevence
V prib¢hu celého zivota.

Prevence spociva v podavani antikoagulancii, tedy 1é¢iv snizujicich srazlivost krve.
Lécba témito preparaty ma sva rizika: predavkovani mize vést k zadvaznému krvaceni, zatimco
pii poddavkovani je 1éCba neti¢inna. Proto je béhem 1écby obvykle nutné stav koagula¢niho
systému monitorovat pomoci specialnich testt.

Pro kratkodobou prevenci mé nejvhodnéjsi vlastnosti heparin nebo moderné;jsi
nizkomolekuldrni heparin (Fraxiparin, Clexan). Oba maji rychly nastup Uc¢inku a jejich
predikovatelné (majici piedpovidatelny prub&h) vlastnosti umoziuji fixni davkovani.
Nevyhodou je nutnost podavani parenterdlni cestou (parenterdlni = mimostfevni) napf.:
Fraxiparin s.c. - podkozng. Uéinnost terapie heparinem Ize kvantifikovat pomoci ¢asu aPTT
(activated partial thromboplastin time). Toto vySetieni odrazi stav vnitini a spolecné cesty
koagula¢niho sytému. Terapii nizkomolekuldrnim heparinem obvykle neni nutné kontrolovat,
1ze ji v8ak v ptipad¢ potieby posoudit vySetfenim aktivity anti Xa.

Skupinu peroralnich antikoagulancii reprezentuji moderni xabany nebo gatrany
a predevsim, stale jesté nejpouzivanéjsi, warfarin. Warfarin je kumarinovy derivat, pivodné
pouzivany jako jed na krysy, ktery ma schopnost inhibovat enzym vitamin K reduktdzu. Tento
enzym obnovuje redukovanou formu vitaminu K, kterd je nezbytna pro karboxylaci n¢kolika
koagulac¢nich faktorii. Za nedostatecné nabidky redukovaného vitaminu K nejsou jaterni bunky
schopné syntetizovat vitamin K-dependentni koagulacni faktory (II, VII, IX a X). Vysledkem
je mens$i mnoZstvi na vitaminu K zavislych faktort kolujici v krvi, a tim 1 mensi pohotovost ke
koagulaci.

Utinky warfarinu se zaénou projevovat az za nékolik dni po zahajeni terapie a jsou
velice variabilni jak interindividudlné, tak v ramci Casu (napiiklad v zévislosti na obsahu
vitaminu K v potrave). Proto je 1é¢bu warfarinem nutné prubézné monitorovat stanovenim
protrombinového ¢asu (PT). K plazmé antikoagulované citratem se ptida tkanovy faktor
(F I1I) spolu s dostatkem ionti Ca?* a zméii se ¢as do vzniku koagula. Zjistény ¢as v sekundach
dobte odrézi funkénost zevni cesty koagulacniho systému. Aby ale bylo moZzné porovnavat
hodnoty z riznych laboratofi, ukazalo se jako prakti¢téjsi vyjadiit vysledky jako hodnotu INR
(International Normalized Ratio). Zjednodusen¢ jde o pomé&r protrombinového ¢asu pacienta
ke kontrolnimu (zdravému) protrombinovému casu.

Hodnota INR u zdravého pacienta se pohybuje mezi 0,8 -1,2. Pacient je ucinné koagulovany
pri hodnotach mezi 2,0 - 3,5.

INR = PTpacient/ PThorma
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Metodicka cast

Izolace nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny lze izolovat z jakéhokoli biologického materidlu, ktery obsahuje
buniky se zachovanymi jadry. Béznym zdrojem DNA jsou leukocyty nesrazlivé krve. Obvykle
se odebira 0,5 — 10 ml zilni krve nejlépe uzavienym odbérovym systémem do sterilnich
zkumavek s K-EDTA. V prenatalni diagnostice jsou obvyklym zdrojem amniové buiky
a choriové klky. Pokud je tieba ziskat material pro izolaci DNA neinvazivnim zplUsobem,
provadi se odbér DNA z bukani sliznice. DNA lze ziskat dokonce i ze skvrn zaschlé krve.
Zdrojem RNA byva nejcastéji tkan ziskana biopticky nebo nesrazliva zilni krev.

Kvalita ~ vychoziho  materidlu  vyznamné  ovliviiuje  vytézek,  kvalitu
a neporusenost/celistvost izolované nukleové kyseliny. Nejlepsich vysledki se dosahuje
s Cerstvym materidlem. Vzorek by mél byt okamzité zpracovan nebo neprodlené¢ zamrazen
(v ptipadé DNA do tii hodin po odbéru) a dale skladovan pii -80°C, aby nedoslo ke $tépeni
DNA na kratsi fragmenty nebo k degradaci RNA (pfedevSim mRNA). Materidl musi byt
pfechovavan ve vhodném obalu zbaveném piislusnych nukleas. Toto je dulezité hlavng
v ptipadé RNA, ktera je daleko méné odolnd, navic ribonukleazy jsou vSudypiitomné a velmi
odolné enzymy.

V posledni dobé 1ze pro izolaci obou nukleovych kyselin vyuzit vzorky tkané€ fixované
formaldehydem a zalit¢ v parafinu (FFPE = formalin-fixed parafin embeded), které byly
ptivodné odebrany pro histologicka vysetfeni. Piestoze takto zpracované vzorky neposkytuji
idedlni vysledky (dochazi k fragmentaci nukleovych kyselin) jsou velmi cenné, protoze jsou
mnohdy jedinym zdrojem biologického materidlu, zvlasté v ptipadé retrospektivnich studii
u zemielych pacienti.

Se vzorky pro stanoveni genové exprese je nutn¢ zachazet obzvlasté peclivé, aby
naméiené hodnoty odpovidaly skutecnym hladindm pfitomnym in vivo a ne aby odrazely
zmény, které nastaly béhem zpracovani vzorku. Vzorky proto musi byt neprodlené po odbéru
zamrazeny v tekutém dusiku a dale skladovany pfti -80°C. Pro ptipady, kdy toto neni mozné,
jsou komercné dostupné stabilizatory.

DNA byla poprvé izolovana roku 1869 Friedrichem Miescherem, v soucasné dobé se jedna
0 rutinni techniku molekularni biologie.

Friedrich Miescher (1844-1895)

byl svycarsky lékar, ktery v roce 1869 izoloval z bunéecného jadra
leukocytii neznamou latku, kterou nazval , nuclein®, Ze se jedna
0 novou latku, usoudil z toho, zZe svymi vlastnostmi neodpovidala,
V té dobé znamym proteinum ani lipidum. Nuclein byl rezistentni
Kk protedzam, neobsahoval siru, ale obsahoval velké mnozstvi
fosforu. Miescherovo pojmenovani ziistalo zachovdano v dnesnim
nazvu DNA - deoxyribonukleova kyselina.

75



Izola¢ni metoda zavisi jednak na povaze biologického materialu, ze kterého ma byt
nukleova kyselina ziskana, jednak na metod¢ nasledné analyzy ziskané molekuly. Ve vSech
ptipadech je prvnim krokem lyza bun¢k, ze kterych chceme nukleové kyseliny ziskat. U
krevnich bun¢k obvykle staci k rozruSeni biomembran detergent. Pro rozruSeni pevnych tkani
musi byt pouzita mechanicka sila, napt. drceni tkané zmrazené tekutym dusikem v tfeci misce,
protfepavani s kulickami z riznych material, specialni homogenizatory. Do lyza¢niho roztoku
se pridava také chelatacni Cinidlo - etylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), ktera s ionty
vapniku vytvoii nedisociovatelné komplexy. Tim zabrani §té€peni Cerstvé uvolnéné DNA
nukleazami (DNazy), které se pii lyze bunék také uvolnuji. lonty vapniku totiz slouzi jako
kofaktory nezbytné pro jejich funkci. Aby bylo zajisténo rozsté€peni proteinti, véetné histont
vazanych na DNA, ptfidava se enzym proteinaza K (jednd se o bakteridlni enzym S teplotnim
optimem kolem 60 °C, ktery nevyzaduje vapenaté ani hotecnaté ionty a ktery neinhibuji ani
koncentrované tenzidy. Navic velmi ucinné $tépi DNazy). Pii izolaci RNA se do lyza¢niho
roztoku piidava guanidin thiokyanat a B-merkaptoethanol jako inhibitory ribonukleas
lokalizovanych na membrénach organel.

krev

|
l

©
‘ / 8 LYZA bunék

Priprava bunécného lyzatu pro izolaci DNA

bukalni stér

Ze ziskaného lyzatu je nutno odstranit balastni latky. Ziskana ¢ista nukleova kyselina se
fedi na optimalni koncentraci pro dalsi pouziti ve vhodném rozpoustédle, nejCasteji ve vodeé
nebo pufru.

V soucasnosti se k odstranéni balastnich latek nej€astéji pouzivaji dvé metody:
Kolonkova metoda

Kolonkova metoda obecné pracuje na principu iontové vymeénné chromatografie. Molekuly
DNA i1 RNA nesou zaporny naboj. V piitomnosti vysoké koncentrace tzv. chaotropnich soli se
nukleové kyseliny navazou na silikat, zatimco vétSina kontaminujicich latek kolonkou protece.
Obvykle se pro zlepSeni vazby nukleové kyseliny na silikdtovou kolonku ptidava k lyzatu
ethanol nebo izopropanol. Poté se postupné kolonka promyva riznymi pufry, aby se navazané
kontaminanty odstranily. Na zavér se ¢ista nukleova kyselina vymyje zfedénym pufrem nebo
destilovanou vodou.
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Ethanol

Naneseni lyzatu
+chaotropnf sl
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Navazani DNA
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Bunéény lyzét
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pro vazbu DNA

ELUCE Eluéni roztok
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e kolonky
%ﬁ

Extrakce DNA z bunecného lyzatu kolonkovou metodou

Chaotropni soli = iontové slouceniny, které narusuji svou pritomnosti pravidelnou strukturu
vodikovych miistkii ve vodé v tekutém skupenstvi. Pri izolacich nukleovych kyselin se
nejcastéji pouziva jodid sodny, guanidin hydrochlorid nebo guanidin thiokyanat.

¥ ¢ ¢ 70
S s s s

Princip vazby DNA na silikatovou membranu v pritomnosti chaotropnich soli
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Fenol-chloroformova metoda

Tradi¢ni spolehlivd, levnd metoda, kterd poskytuje velmi cCisté nukleové kyseliny. Jejimi
nevyhodami jsou pracnost a zdlouhavost postupu (cely postup izolace zabere cca. 3 dny), prace
S toxickymi, ziravymi, hoflavymi a zapachajicimi latkami. K lyzatu se ptidava svodou
nemisitelnd smés fenolu a chloroformu, kterd denaturuje pfitomné proteiny. Denaturaci se
proteiny stavaji hiife rozpustné ve vod¢ a piechazeji do organické faze nebo zistdvaji na
rozhrani fazi, zatimco nukleové kyseliny zlstavaji ve vodné fazi. Lipidy se rozpoustéji
Vv chloroformu. Nékdy se pfidava izoamylalkohol, ktery brani tvorbé pény zvlasté u vzorka
bohatych na proteiny. Vznikld smés se dikladné protfepe a poté se odstredi, aby doslo
k oddéleni fazi - horni vodné a dolni fenol-chloroformové. Na rozhrani téchto fazi obvykle
vznikd mezifaze tvorena bilym prstencem srazenych proteint. Vodna faze obsahujici nukleové
kyseliny se opatrné prenese do nové Cisté zkumavky. Pro dokonalé odstranéni proteint je
vétSinou nutné extrakci nékolikrat opakovat (na rozhrani se uz neobjevi bild srazenina
proteintl). I pouhé stopy fenolu mohou ovlivnit naslednou analyzu izolované nukleové kyseliny,
napft. fenol inhibuje PCR. Proto se pro posledni extrakci pouzivad samotny chloroform nebo
smés chloroformu s izoamylakoholem, ktery usnadiiuje odstranéni fenolu z vodné faze tim, ze
zvysuje jeho rozpustnost v chloroformu.

fenol/chloroform

—5 =5
L S - Vodné faze
PROTREPANI | \'f | CENTRIFUGACE | /% obsahuje DNA
ﬁ Swg ﬁ )JJ_.Q-%:;)J‘_— MEZifa'ZG
R\fdfj € obsahuje sraZeninu protein(
J ‘;‘r« )M« « ««¢ . . g
3 F O € " “T—— Organicka faze

e f
@ \7 \/ obsahuje lipidy

Extrakce DNA z bunécného lyzdtu fenol-chloroformovou metodou

Z cisté vodné faze je nutno nukleovou kyselinu precipitovat, nejcastéji absolutnim
ethanolem nebo isopropanolem. ZvySeni uCinnosti srdzeni lze docilit snizenim teploty
a ptidavkem soli (napf. acetat sodny, chlorid sodny chlorid litny nebo acetat amonny). Soli
precipitaci usnadnuji tim, Ze nukleové kyseliné odebiraji hydratacni obal, neutralizuji naboj na
cukr-fosfatové kostfe a tim snizuji jeji rozpustnost ve vod¢. Ethanol je méné polarni
rozpoustédlo nez voda. Nukleova kyselina je tedy v ethanolu jesté¢ méné rozpustna a vypadava
z roztoku. Pfitomnost soli zabarvuje peletu do béla.

Po odstranéni supernatantu a promyti 70% etanolem (rozpousti ptitomné soli) je ziskana
¢ista nukleova kyselina rozpusténa ve vhodném rozpoustédle, nejcastéji ve vodeé nebo pufru.
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Vodna fize

—_—
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+ ethanol /
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PRECIPITACE CENTRIFUGACE Vysuseni pelety Rozpusténi v pufru “’d”

(nebo ve vodé) \

Precipitace DNA z vodné faze ziskané fenol-chloroformovou metodou

Podle toho, kterou nukleovou kyselinu potiebujeme ziskat, volime extrakéni pufr. pH
pouzitého extrakéniho pufru zna¢né ovliviiuje, zda ve vodné fazi bude pfevazovat DNA nebo
RNA. V neutrdlnim nebo mirné¢ alkalickém prosttedi (pH = 7-8) ptevazuje DNA. Kyselé
prostredi je naproti tomu vhodnéjsi pro izolaci RNA. Divodem je rozdilny naboj, ktery nesou
tyto molekuly v kyselém prostiedi. Cukr-fosfatova kostra nukleovych kyselin nese na svém
povrchu v neutralnim prostfedi zaporny naboj. Pokud ale molekula DNA je v prostiedi
s nizkym pH, a tedy vysokou koncentraci ionti H*, fosfatové skupiny jsou neutralizovany. To
vede ke ztraté polarniho charakteru DNA a jejimu piechodu do nepolarni organické faze. Oproti
tomu jednovldknovd RNA ma obnazené dusikaté baze, které zachovévaji jeji polarni charakter
a udrzuji ji tak ve vodné fazi.

V kazdém piipade, ale ziskdme pozadovanou nukleovou kyselinu kontaminovanou tou
druhou. Pokud je nutné pracovat s ¢istou DNA, kontaminujici RNA se odstrani ptisobenim
RNézy a DNA se znovu piecisti fenol-chloroformovou extrakci a naslednou precipitaci
etanolem. Pokud pottebujeme ziskat pro dalsi praci Cistou RNA, odstranime pfitomnou DNA
pusobenim DNazy. RNA reprecipitujeme isopropanolem a promyjeme ethanolem.

Popsanym postupem ziskdme celkovou RNA. Nékdy je vyhodné izolovat pouze mRNA,
protoZe celkova RNA obsahuje vysoky podil tRNA a rRNA. Po lyze a homogenizaci vzorku a
denaturaci celkové RNA se provede selektivni zachyceni poly(A)RNA = mRNA na
imobilizovaném afinantu oligo(dT)z0, nezddouci slozky se odstrani, navdzand mRNA se
promyje a nasledné uvolni z afinantu do roztoku.

V soucasnosti existuje celd fada komercné dostupnych kitli pro izolaci genomické DNA,
plasmidové DNA, celkové RNA i jednotlivych typi RNA (mRNA, rRNA, miRNA, snRNA
atd.) z riznych biologickych materialti. Pro rutinni klinické laboratote jsou dokonce dostupné
automatické izolatory nukleovych kyselin. ProtoZe pro automatické linky je obtizné zatadit
centrifugace, vyuzivaji se k oddélovani jednotlivych slozek naptf. magnetické kulicky. Tyto
kuli¢ky maji silikatovy povrch, na ktery se nukleova kyselina specificky navéaze. Pfi promyvani
jsou kulicky pfidrzeny magnetem. Nakonec se Cista nukleova kyselina eluuje z povrchu
odd¢lenych kulicek.
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DNA je relativng stabilni molekula, pfesto je nutné ji chranit pred degradaci nukleazami.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o velmi dlouhou molekulu, je nachylna k tvorbé zlomd. Proto je
nutné se pii izolaci a dalsi manipulaci se vzorkem DNA vyvarovat hrubého pipetovani (ptili§
prudkého nasdvani a vypousténi pipetované kapaliny) a nadmérného prudkého vortexovani.
DNA se uchovava rozpusténa v pufru napf. v TE (Tris/EDTA) pufru (roztok 10mM Tris-HCI
(tris-hydroxymethylaminomethan hydrochlorid) a 1 mM EDTA (chelaton 3), pH 8,5), protoze
ve vod¢ hydrolyzuje. Slozka Tris udrzuje stabilni pH, EDTA chelatuje vapenaté a hotecnaté
ionty, ¢imz blokuje nezadouci ¢innost DNaz a do jisté miry i RNaz ve vzorku. Vyizolovana
DNA je skladovana kratkodobé (dny) pti 4°C a dlouhodobé¢ (tydny — mésice) pii -20°C, nebo
pfi -80°C. Je nutné vyvarovat se opakovanému zamrazovani a rozmrazovani, které také
poskozuje DNA. RNA se obvykle uchovava ve vodé bez nukleas (RNase-free water) pii -20°C
nebo pii -80°C.

Pro stanoveni koncentrace nukleovych kyselin a kontrolu jejich Cistoty lze vyuZit
n¢kolik metod - spektrofotometrii, elektroforetické vyhodnoceni nebo stanoveni pomoci
fluorescen¢nich DNA-vaznych barviv.

V praktiku vyuZzijeme spektrofotometrické stanoveni. Cisty roztok nukleové kyseliny
(DNA i RNA) ma absorpéni maximum pii 260 nm, proteiny maximalné absorbuji pti 280 nm,
pfi 230 nm maji absorpéni maximum nizkomolekularni latky (napfi. fenol, chloroform, EDTA,
polysacharidy...). Absorbance pii 320 nm znamena pifitomnost nerozpusténych pevnych castic
nebo znecisténou kyvetu.

Koncentrace nukleové kyseliny se pocita ze zmétené absorbance pii 260 nm. Vychazi
se z nasledujicich vztaht:

A260 =1, pokud je v méfeném roztoku:
dvoufetézcova DNA (dsDNA) o koncentraci 50 pg/ml
jednotetézcové DNA o koncentraci 37 png/ml

RNA o koncentraci 40 pg/ml

Cistota vzorku se hodnoti podle pomérii absorbanci Azeo/Azso & Azeo/Azz0. Pomér
A260/A2g0 by mél byt pro Eistou DNA okolo 1,8, u RNA okolo 2. Pomér A 260/A230 by mél byt

cv v

proteiny nebo fenolem. Neni-li u vzorkli splnéna pozadovana Ccistota, je nutné provést
reprecipitaci vzorku, coz vede k vyraznému snizeni obsahu necistot.
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Absorpcni spektrum DNA
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Polymerazova tetézova reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction ) je
enzymatickd metoda umoznujici in vitro zmnozeni (amplifikaci) vybraného useku DNA,
ohrani¢ené¢ho kratkymi oligonukleotidy, tzv. primery. Metoda pracuje na principu replikace
nukleovych kyselin. Umoziuje velmi rychle ziskat miliony presnych kopii z velmi malého
mnozstvi vstupniho materialu, dokonce i z DNA z jediné bunky, tj. pouze z jediné molekuly
DNA. Vlastni reakce je zalozena na cyklickém stiidani teplot. Protoze se jedna o fetézeni téchto
cykli, nazyvame tuto metodiku fetézova reakce.

SloZeni reakéni smési
Do polymerazové tetézové reakce je nutné vlozit:
templat DNA — dsDNA jako predlohu (templat) pro syntézu

dNTP = dATP, dGTP, dCTP, dTTP — smés deoxynukleosidtrifosfatt predstavujici stavebni
kameny, z nichZ se syntetizuje novy fetézec DNA.

primery - dva syntetické oligonukleotidy, které vymezuji amplifikovany Gsek
DNA polymerazu - enzym, ktery provede syntézu DNA

. pufr = prostfedi vhodné pro aktivitu polymerasy, slozenim lze ovlivnit vytézek i specifitu
reakce.

Celkovy reakéni objem se voli podle potieby, nejbéznéji 15 — 100 pl.

Princip a pribéh reakce

Reakce, zalozena na cyklickém stfidani teplot, se sklada ze ti periodicky se opakujicich krokii:

1. Denaturace - zvySenim teploty reakéni smési na cca. 95°C dochazi k poruseni vodikovych
mustkli mezi bazemi v dvouvldknové DNA. Vzniknou tedy dvé jednovlaknové molekuly DNA.
2. Hybridizace (nasednuti) primeri - tzv. ,,annealing“ — ochlazeni reak¢éni smési na teplotu,
pfiniZ se mohou primery specificky navazat na komplementarni sekvenci templatového vldkna
DNA. Teplota zavisi na délce a nukleotidovém slozeni primerd. Nejcastéji se tato teplota
pohybuje mezi 50 a 60°C.

3. Syntéza novych fetézcl — v tomto kroku dochéazi k nasednuti DNA polymerazy prodluzovani
primeru (elongace) — zahtati smési na teplotni optimum DNA polymerasy (obvykle 72°C)
umozni efektivni syntézu fragmentu poZadované délky v daném case. Doba trvani jednotlivych
cyklt zavisi na délce replikovaného fragmentu a na typu polymerasy.
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Stridani teplot v pribéhu PCR

Cyklus se periodicky opakuje 15 — 40 krat, coz vede k exponencialnimu zmnoZeni
zvoleného fragmentu. Jak je zaji§téno, Ze vznikne pravé zvoleny fragment? Nové vlakno DNA
syntetizuje DNA polymeraza, ktera nesedne v misté primeru a prodluzuje jej. V prvnim cyklu
by teoreticky mohla syntetizovat aZ do konce fetézce predlohy. Prakticky toto nenastava,
protoze diive dojde k denaturaci v dalsim tj. 2. cyklu. Ve 2. cyklu dojde Kk rozvolnéni
dvouvlaknové DNA na jednotliva vlakna. Na takto vzniklé 4 fetézce nasednou znovu primery
a vSe se opakuje a tim rozdilem, ze je-li pfedlohou vldkno vzniklé v 1. cyklu, toto vlakno konci
V misté prvniho primeru, tudiz novy fetézec uz ma piislusnou délku. Tyto kratké specifické
produkty pfibyvaji exponencialné, zatimco del$i produkty (podle pivodniho dlouhého
templatu) se mnozi linearné.

oblast, k.am/se vaie primer templét
————————— 4. eyklus
l 1. cyklus
—— ————— B i

- Prim

lz. cyklus

la. cyklus

l.

Pribéh PCR

83



Aby nebylo nutno po kazdé denaturaci pfidavat novy enzym, pouziva se termostabilni
DNA polymerasa, ktera neztrati svoji aktivitu ani po zahfati na 95°C. Nejcastéji se pouziva
DNA polymerasa ziskand z termofilni bakterie Thermus aquaticus, zvana Taq polymerasa. Aby
se zabranilo praci polymerazy pii nizké teploté, ktera muze vést k nespecifické amplifikaci,
pouziva se tzv. hot-start polymerazy. Tyto enzymy obvykle vyuzivaji monoklonalni protilatky,
které se vazou do katalytického mista enzymu, ¢imz reverzibiln¢ blokuji jeho aktivitu. Pii
prvnim denaturaénim cyklu dojde k ireverzibilni teplotni denaturaci protilatky a tim k
odblokovani enzymatické aktivity.

Klicovou podminkou uspéchu je vybér spravnych primert. Tyto oligonukleotidy
obvykle o délce 17-25 nukleotidd, hybridizuji s komplementarni sekvenci opacnych vldken
templatové DNA a ohranicuji tak amplifikovanou sekvenci. Musi byt tedy komplementarni k
cilové DNA, ale nesmi byt komplementarni vici sobé navzajem ¢i uvniti jednoho z primert.
Tyto oligonukleotidy jsou po hybridizaci na 3’-konci prodluzovany DNA polymerasou, ktera
neumi zacit syntézu komplementarniho fet€ézce DNA de novo. Jejich sekvence se udava ve
sméru 5'- 3’ kopirovaného vldkna, prvni oznacujeme forward (upstream) a druhy reverse
(downstream). Vybrané sekvence by mély byt jedinecné, specifické pro amplifikovanou
sekvenci, aby se nemnozil jiny Gsek nez pozadovany. Také by mély mit stejnou nebo alespoii
podobnou teplotu annealingu. Teplotu annealingu lze riiznymi metodami pfiblizné vypocitat,
vzdy vSak musi byt empiricky optimalizovana, aby amplifikace byla specifickd pti dostatecném
vytézku. Pii ptili§ nizké teplot¢ mohou primery nasedat i na sekvence, se kterymi nejsou zcela
komplementarni. Vytvoii se tak nespecificky produkt. Pfi pfili§ vysoké teploté primery
hybridizuji nedostate¢né a produkt se tvofi ve velmi malém mnozstvi.

V neposledni tad¢ je Gc¢innost amplifikace ovlivnéna kvalitou a Cistotou templatové
DNA. Necistoty obsazené ve vzorku mohou pisobit jako inhibitory polymerazy, nebo
polymerasovou reakci vyrazné¢ zpomalovat tim, Zze se vazi na templatovou DNA
a znepfiistupnuji ji pro vazbu polymerazy.

Protoze pro uspésny prubéh PCR je bezpodminecné nutna dobfe denaturovana DNA,
predirazuje se pied blok cykli tvodni denaturace (obvykle 95°C 2 — 3 min), ktera zabezpeci
rozdéleni dsDNA na dvé ssDNA. Po probéhnuti zvoleného poctu cykli se standardné vklada
krok pro dosyntetizovani fragmentti - 72°C, 5 - 7 min, pak se reakéni smés zchladi na 4°C.

Stoupajici teplota prostiedi (stejné tak siln€ alkalické pH) vede k poruseni vodikovych
mustk mezi vlakny dvousroubovice. Hovofime o denaturaci DNA. Tato zména je reverzibilni.
Navréceni do ptivodniho dvouvladknového stavu, tzv. renaturace (= hybridizace) 1ze dosdhnout
pomalym ochlazovanim. Pfi prudkém ochlazeni nenastavd. Za vhodnych podminek mohou
takto vytvotit dvouSroubovici i vladkna riazného ptivodu pouze na zdkladé¢ komplementarity bazi.
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Charakteristikou stability fragmentu dsDNA je jeho teplota tani Tm (melting
temperature). Je to teplota, pfi které je dvoutetézcovda DNA z poloviny denaturovana. Tato

A4

teplota zavisi na délce fragmentu, na jeho nukleotidovém slozeni (vyssi podil GC para zvysuje
teplotu tani) a na dalSich faktorech jako pH nebo iontova sila roztoku.

U oligonukleotidi kratSich nez 50 bp lze orientacné vypocitat podle vzorce:
Tm = 2x (pocet AT partr) + 4x (pocet GC para)
Hybridizac¢ni teplota je o 5 °C niZ8i, neZ je Tm.

Amplifikace RNA

V ptipadé amplifikace RNA se provadi reverzni transkripce s naslednou polymerazovou fetézovou reakci
(RT — PCR). Pii reverzni transkripci se reakéni smés sklada z nasledujicich slozek:
* templatova RNA
* reverzni transkriptasa, coz je enzym, ktery provede zpétny piepis RNA na jednovlaknovou DNA
* synteticky oligonukleotid
- pti reverzni transkripci mRNA se pouziva oligonukleotid oligo(dT)12 o ktery se pfichyti na polyadenylovy fetézec,

nebo smés oligonukleotidi (obvykle hexamerti) s riznymi sekvencemi, které se piichycuji na ndhodné
komplementarni sekvence RNA

- pfi reverzni transkripci uréité vybrané RNA se znamou c¢asti nukleotidové sekvence se pouziva genové specificky
primer

* inhibitor ribonukleas

Bézna reverzni transkripce ma tento prubéh:
. denaturace RNA pred piipravou reakéni smési
. ptiprava reakéni smési
. ptichyceni primeru pii vhodné teploté (pro oligo(dT)15 25°C 10 min)
. vlastni synteticka reakce (cca 42°C 60 min)

. teplotni inaktivace enzymu (pti 99°C 5 min)
. zchlazeni smési na 4°C

AN U B~ W N =

Nasledna PCR, pfi nizZ je reverzni transkriptazou syntetizované 1. vlakno cDNA amplifikovano na béznou
dvouvlaknovou DNA, se jiZ podstatné nelisi od PCR vyse uvedené.
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Restrikéni endonukledzy jsou bakteridlni enzymy Stépici cizorodou dsDNA na kratsi
useky, tzv. restrikéni fragmenty. Bakteriim tyto enzymy slouZi jako jakysi ,,imunitni systém®,
ktery je chrani pred cizorodou DNA. Vlastni DNA bakterie je chranéna proti degradaci
methylaci v mistech rozpoznavanych sekvenci. Tyto bakteridlni enzymy lze izolovat a vyuzit
Vv molekularné biologické laboratofi k fragmentaci DNA.

Restrikéni endonukledzy jsou podle svych vlastnosti rozdélovany do 4 typt. Praktické
vyuziti pii analyzach DNA maji endonukledzy typu II. Tyto restriktazy nestépi DNA nahodné,
ale rozpoznavaji specifické sekvence (restrikéni mista) a DNA piimo v nich, nebo v jejich tésné
blizkosti $tépi. Tato mista byvaji obvykle dlouhd asi 4-8 nukleotidl, ¢asto maji charakter
palindromii (obracenych repetic). Stépeni fosfodiesterové vazby probihd soudasné na obou
fetézcich. Pokud dochazi ke Sté€peni pfesné uprostied restrikéniho mista, vznikaji tzv. tupé
konce. Pokud dochazi ke Stépeni v jiném misté, vznikaji konce s rtizné dlouhym piesahem, tzv.
lepivé konce.

EcoRl Hindll

| !

5'- G|AATTC -3 5- GTY
3- CTTAA|G -5 B CAR

1

l l

RAC -3
YTG -5

5- G AATTC -3 5- GAT RAC -3

3- CTTAA G -5° 3 CAR YTG -5

lepivé konce tupé konce R =G nebo A

— ¢tyfnukleotidovy piesah Y=CnebaT
Zpiisob Stépeni

V soucasnosti je znamo vice jak 4 000 restriktdz, které rozpoznavaji vice jak 300
raznych sekvenci. Existuji databaze, napf. REBASE® (rebase.neb.com), ve kterych je mozné
vyhledavat restriktdzy napt. podle rozpoznavané sekvence.

Néazvoslovi restrikénich endonukleaz je pomérné specifické. Prvni tfi pismena nazvu
jsou odvozena z rodového (prvni pismeno), respektive druhového jména (druhé a treti pismeno)
organismu, ze kterého restriktasa pochazi, napt. Eco pro Escherichia coli nebo Hin pro
Haemophilus influenzae. Ndsleduje Symbol pro oznaceni kmene, Hind pro H. influenzae kmen

86


http://rebase.neb.com/

d. Posledni soucasti nazvu je fimska cislice oznacujici jednotlivé restriktazy produkované
stejnym kmenem, Hindll a Hindlll. St&peni DNA pomoci restrikénich endonukledz ma §iroké
vyuziti napf. restrikéni analyza DNA, molekularni klonovani, tvorba cDNA knihoven...

Ke stanoveni jednonukleotidovych polymorfismi Ize vyuzit metodu nazvanou
,polymorfismus délek restrikénich fragmenti“ (RFLP, restriction fragment length
polymorphism) nebo jeji modifikaci PCR-RFLP = AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). V praktiku vyuZijeme modifikovanou metodu.

V prvnim kroku se izoluje DNA, ktera ma byt analyzovana. Oblast s piedpokladanym
vyskytem polymorfismu je amplifikovana pomoci PCR. Ziskany PCR produkt je podroben
restrikénimu  Stépeni. Pivodni metoda pouziva k restrikénimu S$tépeni piimo izolovanou
genomovou DNA. Lisi-li se dv¢ alely nukleotidovou sekvenci, kterd je na jedné z nich soucasti
mista rozeznavaného restrikéni endonukleasou, je toto restrikéni misto na druhé z nich
poruSeno, tj. DNA neni v tomto misté¢ danou restriktdzou S§tépena. Po rozstépeni danym
restrikénim enzymem se pitvodné stejné dlouhé fragmenty 1181 svoji délkou. Ziskané fragmenty
se analyzuji pomoci gelové elektroforézy.

Protoze genomova DNA je kromé cilové sekvence $tépena danou restriktdzou jesté
v obrovském poctu dalich restrikénich mist, vysledkem S$tépeni je obrovské mnozstvi
fragmentt, které tvofi na elektroforéze souvislou ,,Smouhu®. Pro zjisténi polohy fragmentt
sledované sekvence je proto nutné pouzit tzv. Southern blot. V ptipadé metody PCR -RFLP je
vysledkem §tépeni jen nékolik malo fragmenti a proto na elektroforéze piimo vidime vysledek.

Southernuv prenos (Southern blot/blotting)

Southerntiv pfenos je hybridizaéni technika, pojmenovana podle E. Southerna, ktery dany postup zavedl.
DNA se elektroforézou na agarosovém gelu rozdéli podle velikosti fragmentti a denaturaci v roztoku NaOH se
pfevede na jednovlaknovou strukturu. Jednovlaknovd DNA (ssDNA) se pfenese na nylonovou nebo
nitrocelulosovou membranu. Pienos DNA z gelu na membranu (blotting) se uskutec¢iiuje bud’ pomoci kapilarnich
jevi nebo pomoci elektrickych sil (elektroblotting). DNA se na membrané zakotvi (nejcastéji UV zafenim). Poté
se membrana necha inkubovat v roztoku, ktery obsahuje znacené definované fragmenty DNA - sondy (proby).
Tyto sondy hybridizuji (vytvareji dvouvlaknové useky) s komplementarnimi fetézci zakotvené DNA. Po
hybridizaci se nenavazané sondy odmyji a deteguje se poloha navazanych sond. Jsou-li sondy znaceny
radioaktivné, provede se autoradiografie — membrana se poloZzi na rentgenovy film a necha exponovat. Po vyvolani
filmu bude na misté hybridizované radioaktivni sondy signal. Existuji vSak i komeréné dostupné sety pro
neradioaktivni znaceni, napf. fluorescenéni nebo chemiluminiscenéni.

Existuje obdobna hybridizacni technika pro analyzu RNA nazvana Northern blot.
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Zakladni technikou d¢€leni, identifikace a purifikace nukleovych kyselin je elektroforéza
na gelu. Nukleové kyseliny se v mirn€ zasaditém prostiedi (pH =8,5) chovaji jako polyanionty.
Se zvysSujicim se poc¢tem nukleotidi vV molekule imérné roste jeji naboj. Proto se v elektrickém
poli pohybuji smérem k anod€. Abychom docilili jejich rozdé€leni podle velikosti, pouzivame
vhodny nosi¢, nejcasteji agarosovy nebo polyakrylamidovy gel, které slouzi jako molekulové
sito. VEtsi molekuly se jimi pohybuji mnohem hiiie nez molekuly mensi.

Pro delsi fragmenty (500 bp — 25 kbp) se pouzivaji agarosové gely, pro kratsi fragmenty
gely polyakrylamidové. Délici schopnost agarosového gelu 1ze ovlivnit koncentraci agarosy,
standardné pouzivané koncentrace uvadi tabulka.

koncentrace agarosy v gelu délky efektivné délenych fragmenti DNA
(%) (kbp)
0,5 30-1
0,7 12-0,8
1,0 10-0,5
1,2 7-04
15 3-0,2

Elektroforéza na agarosovém gelu se provadi v horizontalnim provedeni. Pripravi se gel
s danou koncentraci agarosy v elektroforetickém pufru (TAE nebo TBE), ktery ma tloustku 0,5
— 1 cm a na startu jamky pro naneseni vzorki. Gel se vloZi do elektroforetické nadoby a zalije
se elektroforetickym pufrem tak, aby nad gelem byla vrstva pufru I mm.

Pted naneseni na gel se vzorek smisi s nandSecim pufrem (loading buffer), coz zvysi
hustotu smési a tim usnadni aplikaci do jamky. Nanaseci pufr obsahuje navic i barvivo, které
vlivem elektrického pole migruje stejnym smérem jako nukleové kyseliny a poskytuje tak
moznost odhadnout pozici délenych fragmentd. Nejcastéji se pouziva bromfenolova modt,
ktera postupuje rychlosti stejnou jako fragment DNA o délce 500bp.

Pro urceni délek analyzovanych fragmentd je vhodné se vzorky nanést na gel i marker,
tj. sm&s DNA fragmentl vhodnych délek, jejichz velikost je znama.

Po naneseni vzorki se elektroforéza ptipoji k elektrickému zdroji, nastavi se napéti 1 -
10 V / cm délky gelu a podle délky délenych fragmenti se zvoli doba pribehu.

Rozdélené fragmenty mohou byt vizualizovany vybarvenim gelu ethidiumbromidem,
coz je barvivo, které¢ se interkaluje do DNA a pod ultrafialovym zéafenim oranzové
fluorescencné zafi. Barveni gelu mize byt provedeno po ukonceni elektroforézy koupanim
v roztoku ethidiumbromidu (0,5 pg/ml) nebo lze ethidiumbromid do gelu ptidat jiz pti jeho
piipravé (konec¢na koncentrace ethidiumbromidu v gelu - 0,5 pg/ml). Ethidiumbromid je
potencialni karcinogen.
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Interpretace vysledki

et
alela normalni (wt)
GGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCTGCACGTTGTGCACA

TGTACCCTAGAACTTAARAGTATAATTT T T TTCCTTTTGCA

ATATTAATTGGTTCCAGCGRAAGCTTATTTATT TATTTATTATCATGAARATAACTTTGCA
AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGARCARCACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAARACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG
AAAATGATGCCCA?EGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA

CTACAGGC-

.AATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

TCoEBlBirc GGCTAR TAGGAC TACTTC TAATCT GTAAGAGCAGATCCCTG:

AGAACATGT TAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG
TCAAGTAGT CCTTTT TAGCAC CAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTITTTTGTCTTG
TCTATTTTTATCAGTACCATCACTGCCGAAGGCAAGTCTAGAGTGTGATAACATATTTTG
délka PCR produktu: 288 bp
wild type: 158 bp 37bp

5.C C T C (N),l.3
93bp 3.6 G A G (N)gr..5

alela Leiden (L)
GGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCTGCACGTTGTGCACA

TGTACCCTAGAACTTARAGTATAATTT T T. TTCCTTTTGCA

ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATT TATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA
AATGAAAACAATTTTGRAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGARACCCACAG
ARAATGATGCCCAGIGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA
TCC_I‘GGGCTA@TAGGACTACTTC'I‘AATC'I‘GTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGC_
.AATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT
AGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTT CCTTCAAGAGAACAGTAATTG
TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGTCTTG

TCTATTTTTATCAGTACCATCACTGCCGAAGGCAAGTCTAGAGTGTGATAACATATTTTG

délka PCR produktu: 288 bp
Leiden: 158 bp 130bp

5.C C T C (N),b.3
3.6 G A G (N)gt...5

FVLF 5- GGAACAACA CCATGATCA GAG CA -3’
FVLR 5- TAG CCA GGAGAC CTAACATGT TC -3’
158 bp 37 93 bp
5° alela normalni
restrikéni endonukleasa Mnll
@ 5 alela Leiden
158 bp H 130 bp
S &
N \
4{" v v
158 bp
130bp —

93bp —0m

Stépeni PCR produktu restrikcni endonukledzou Mnll

Proc vidime pravé prouzky danych délek (158, 130, 93 a 37bp)?

23 mer
23 mer

Restrikéni endonukledza Mnll rozpoznava urcitou sekvenci. Soucasti rozpoznivané

sekvence je 1 misto, kde pokud je pfitomna, nachazi se Leidenskd mutace.

Pokud se jedna o wt homozygota, jsou v PCR produktu pfitomna 2 restrikéni mista.
Produkt se rozs§tépi na 3 Casti. Na elektroforéze tedy budou 3 prouzky (158, 93 a 37bp).

Zménou nukleotidu v ptipadé mutace jedno z restrikénich mist zanikd a nedochézi
Vv tomto misté ke Stépeni. Produkt se $t€pi pouze na jednom misté. TudiZz vzniknou pouze
2 casti. Na elektroforéze uvidime 2 prouzky (158 a 130 bp). Toto je piipad homozygota Leiden.

U heterozygota, ktery zahrnuje ob¢ varianty, uvidime 4 prouzky (1. je spole€ny obéma
variantam - 158bp, 2. nerozstépeny (alela L) - 130bp, 3. a 4. dvé Casti vzniklé St€penim

(normalni alela) 93 a 37bp).
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Pomlcky a slangové terminy

Eppendorfka (mikrozkumavka typu Eppendorf)

Mala plastova zkumavka (nejcastéji o objemu 1,5 ml) s vickem a s konickym
dnem. Je to snad nejuniverzaln€jsi a nejvice pouzivana '"nddobka"
V laboratofich biochemie a molekularni biologie. Uplatnéni ma vSude tam, kde
se pracuje s malymi objemy (v fadu desitek az stovek mikrolitrit). Slouzi nejen
k provadéni reakci, ale i1 pro pfipravu a skladovani roztokii. Je vhodna i pro
skladovani hluboce zamrazenych vzorkt (-80 °C). Pti provadéni reakci odola 1
teplotam 100 °C. Zkumavka je autoklavovatelna.

Autoklavovani je v laboratorich bézny a velice ucinny zpiisob sterilizace vihkym vzduchem za vysokého tlaku
a teploty (parni sterilizace), typicky 120 °C po dobu 15 minut.

Ptipojené vicko snadno umoziluje t€sné uzavieni, které brani kontaminaci béhem prace a déla
z eppendorfky nddobku vhodnou i na dlouhodobé skladovani.

Konické dno umoziiuje centrifugaci, navic tento tvar zkumavky s tzkym prostorem dna
usnadiiuje praci s malymi objemy, tj. i pokud je ve zkumavce jen minimalni objem, potad je
odtud relativné pohodlné pipetovatelny.

Slangovy nazev eppendorfka pochazi od nazvu firmy, ktera tento typ zkumavky poprvé v roce
1963 uvedla na trh (némecka firma Eppendorf zalozena roku 1945 v Hamburku ve Ctvrti
Eppendorf, podle které si dala firma jméno). Zkumavky jsou vyrabény z polypropylenu, coz je
material chemicky velmi odolny, snese i extrémni teploty (-90 °C az +121 °C). Za vice nez 50
let existence se v designu zkumavek projevila mnohd drobna vylepseni, ktera mohou zpiijemnit
praci a néktera smétuji zkumavky k jednomu uréitému typu pouziti. Dostupné jsou eppendorfky
se "safe-lock" pojistkou vicka, ktera brani snadnému otevieni, zkumavky s naprosto ¢irou
sténou, kterd umozni jejich pfimé pouZziti jako kyvet pro optické metody. St€na zkumavek mize
mit hrubé méfitko objemu nebo ploSku pro "nesmazatelné" oznaceni.

Vortex (vortex mixer)

Ptistroj uréeny k dilkkladnému promichani obsahu malych zkumavek a nadobek. Kdyz je
zkumavka vtlaCena do gumové Casti nahofe na pfistroji, spusti se motor a gumova cast rychle
osciluje kruhovitym pohybem, pohyb se pienasi na tekutinu uvnitt nadobky a ta se vifivym
zpisobem (vortex = vir) velice efektivné micha. VétSina pfistrojii mé nastavitelnou rychlost
pohybu a moznost volby, zda je motor spustény nepftetrzité nebo se zapne jen na dobu, kdy na

gumovou ¢ast tla¢ime zkumavkou.

Je moznych vice zplsobl, jak zkumavku na
vortex prikladat (vtlacit do sttedu gumoveé Casti
nebo jen opfit o hranu). Pro bézné promichani
roztoku staci vétSinou jen kratké ptilozeni (5-10
sekund), ale ptfi nekterych procedurach je ale
vyzadovano intenzivni michani po delsi dobu.
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Pti michani obsahu eppendorfky je nutné, aby jeden prst ruky, ve které eppendorfku drzime,
jistil vi¢ko proti moznému otevieni! Jinak hrozi vystiiknuti obsahu. Z tohoto divodu se
nedoporucuje vortexovat ziraviny.

zvortexovat = promichat na vortexu -
Mikrocentrifuga

Centrifuga urc¢end k odstfed’ovani malych zkumavek (eppendorfek)
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