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Klinicka biochemie

Proteiny krevni plazmy

Krev je suspenze cervenych krvinek, bilych krvinek a krevnich desti¢ek v krevni plazmé. Jedna se o dileZi-
tou soucast vnitfniho prostfedi organizmu, zajistujici pfivod Zivin a kysliku tkanim, odsun metabolickych
zplodin, udrZeni stalych osmotickych poméri, konstantnich proporci biologicky duleZitych iontt, pH a tep-
loty. V krvi obsaZené regulacni molekuly umoZziuji komunikaci mezi organy a tkanéni, sloZky imunitniho
systému zasahuji proti neZadoucim substancim a parazitiim. Rada faktort se po pfisluiné aktivaci G¢astni sra-
Zeni krve a odbouravani krevnich sraZenin.

Krev je pro svou snadnou dostupnost nejcastéji vysetfovanou tkani. Cela krev se vysetfuje jen vyjimecné,
napf. pfi analyze acidobazickych poméri nebo pfi stanoveni koncentrace glukdzy. Daleko nejcastéji prova-
dime rozbor krevniho séra, Zlutavé vazké tekutiny, ziskané odstiedénim krevni sraZeniny, které odstrani spo-
lu s krevnimi elementy také faktory koagulace. Je nezbytné, aby odstfedéni krve bylo provedeno bezpro-
stfedné po odbéru (nejpozd€ji do 1 hodiny), aby se prede$lo zménam biochemismu a integrity erytrocytd.
Viditelnym pfiznakem poskozeni Cervenych krvinek je hemolyza, na které se ucastni teplotni, mechanické
a osmotické faktory. Pfi nespravném uchovani a zpracovani vzorka jsou nékteré biochemické uidaje zkresle-
ny, zejména hladina draslikovych ionti.

FUNKCE PLAZMATICKYCH BILKOVIN

Vycet specifickych funkci jednotlivych plazmatickych bilkovin pfesahuje ramec tohoto tivodu. Jmenujme
jen ty nejznamé;jsi: ucast na imunitnich reakcich u imunoglobulint, Gcast na sraZeni krve u koagula¢nich fak-
toru, transportni funkce bilkovin specializovanych na prenos Zeleza, médi, thyroxinu, kobalaminu, hemoglo-
binu, schopnost organizovat lipoproteinové Castice a umozZiiovat tak solubilizaci lipidd. Pozoruhodna je
schopnost albuminové molekuly vézat a prfenaSet hydrofobni substance, jako jsou mastné kyseliny, steroidni
hormony, bilirubin, ale i nékteré ionty, jako Ca2*, MgZ+, jedy a léky. V posledni dobé se vénuje velka pozor-
nost fadé bilkovin krevniho séra, které jsou schopny inhibovat proteolytické enzymy a tim paralyzovat jejich
potencidlné destruktivni G¢inek (o,-antitrypsin, antichymotrypsin, inhibitory koagula¢nich a fibrinolytickych
faktor).

Svou dileZitost 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 né vazané, a tim zaji§tovat Zivotné duleZitou cirkulaci krve. V tomto ohledu jsou molekuly albumi-
nu G¢innéjsi neZ globuliny. Pfi Sokovych stavech nelze dobre nahradit bilkoviny roztoky soli. Ur¢itym vycho-
diskem jsou vysokomolekularni polymery typu dextranu. Bilkoviny maji amfolytovy charakter, podileji se
tedy na pufrovaci kapacité krve. Jako proteinaty nesou pfi fyziologickém pH negativni naboj, jsou tudiZ part-
nery ekvimoldrnimu mnoZstvi kationtd (viz iontogram). Pfi ur€itych malnutricnich stavech a pfi nahlych
zatéZich dochazi ke zvySenému odbouravani krevnich proteind, coZ se laboratorné projevi jako hypoprotei-
nemie. V pfipadech karence aminokyselin se v§ak dava pfednost parenteralnimu podévani aminokyselino-
vych smési pred infuzemi plazmatickych proteint, vzhledem k relativné pomalé degradaci proteinovych
molekul.



Vzhledem k tomu, Ze krevni plazma je roztokem bilkovin rizné molekulové hmotnosti, vyjadiujeme cel-
kovou koncentraci jako hmotnostni, tj. v g/l. Jedna se o pomérné koncentrovany roztok v rozmezi 62-82 g/l.
V plazmé kvantitativné pfevazuje jednotnd frakce albuminu, zatimco globuliny, a¢ hmotnostné méné zastou-
pené, predstavuji pestrou skupinu, sestavenou aZ na malé vyjimky z glykoproteini a lipoproteind. V praxi je
Cast&jsi vySetfeni krevniho séra, takZe zde oproti plazmé jiZ nenajdeme fibrinogen a koagula¢ni faktory.

Vétsina plazmatickych proteini je vytvarena v jaternich buiikach. Hlavni vyjimkou jsou imunoglobuliny,
produkované plazmatickymi buiikami. Vzhledem k tomu, Ze vice nez 80 % proteintl syntezovanych v jat-
rech je urceno pro export do plazmy, maji zavaznéjsi jaterni poruchy za nasledek pokles hladin jednoho
nebo vice proteint krevni plazmy. Jak jiZ bylo konstatovano vySse, téméf vSechny bilkoviny plazmy s vyjim-
kou albuminu obsahuji jesté cukernou slozku, fadi se proto ke glykoproteiniim. V fadé€ ptipadu se prokéza-
lo, Ze tato cukernd sloZka se uplatiiuje pfi funkci proteinu a miZe také prodlouzit polocas degradace pfi-
sluSného proteinu.

DELENI BILKOVIN KREVNIHO SERA, FUNKCE JEDNOTLIVYCH PROTEINU

Sérové proteiny jsou obvykle rozdélovany zondlni elektroforézou na nosicich, jako je acetit celuldozy nebo
agarozovy gel. VEtSina klinickych analyz je provadéna v barbitalovém pufru pri pH 8,6. Pii této slabé alka-
lické reakci jsou vSechny sérové proteiny nabity zaporn€ a pohybuji se proto k anod€. Nejvyssi negativni
néboj, a tim i nejvyssi anodalni mobilitu, vykazuje albumin (pI = 4,8), nejpomaleji se pohybuji gama-globu-
liny. Zpravidla se v tomto systému docili rozdéleni na pét hlavnich frakci. Pomémné zastoupeni téchto frakci
se urcuje denzitometricky po obarveni vhodnym barvivem. Individudlni proteiny uvnitf frakci je pak moZno
urcovat specifi¢téjSimi imunochemickymi metodami. Napft. klasicka Manciniho radidlni imunodifuze je zalo-
Zena na difuzi sérovych bilkovin z centrdlni jamky do agarového gelu, obsahujiciho specifickou protilatku.
Pti reakci antigenu s protilatkou dojde k vytvoreni nerozpustného komplexu, pfi ¢emz primér kruhové vys-
raZené (precipitacni) zony je umérny koncentraci analyzované bilkoviny.

Pfi béZné analyze sérovych bilkovin zondlni elektroforézou je obtiZné zachytit a kvantifikovat malou frak-
ci bilkovin, ktera se pohybuje pfed albuminem, a byla proto nazvana prealbumin. Tato bilkovina se G¢astni
transportu thyroxinu a navazuje se na ni také nizkomolekuldrni protein, pfenasejici vit. A. Klinicky je vSak
zajimava zejména tim, Ze obsahuje znacny podil strategické aminokyseliny tryptofanu a ma kratky polocas
odbourdvani. Hodi se proto ke sledovani aktudlniho stavu vyZivy. Pfi malnutrici zaznamendvame rychly
pokles, normalizace diety vede k navratu na normalni hodnoty.

Albumin je hlavnim proteinem lidské plazmy. Je produkovan jatry, které na produkci albuminu vynakla-
daji 25 % své proteosyntetické kapacity. Je zajimavé, Ze albumin je hojné zastoupen v intersticiu a je pfito-
men i v fadé€ jinych télesnych produkti, jako jsou travici $tavy, slzy, pot, ve zna¢né koncentraci pak je nacha-
zen v exudatech. Jak jiz bylo naznaceno, syntéza albuminu je sniZena u nékterych jaternich chorob, takZe se
u postiZzenych sniZi podil albuminu ke globulinim (A/G koeficient). Vzacné se setkavame s nepiitomnosti
albuminu (analbuminemie). Kupodivu je tento stav provazen jen mirnymi edémy, vzhledem ke kompenzac-
nimu vzestupu koncentrace globulint. SniZeni albuminové frakce je vyvoldno jeho ztritami ledvinou nebo
odbouranim pii katabolickych stavech. Vzacné zdvojeni vrcholu albuminu, bisalbuminemie, miZe byt projev
genetické strukturni odchylky u heterozygota, nebo také nasledkem navéazani cizorodé substance (napt. PNC)
na ¢ast molekul. Molekula albuminu je tvofena jednim souvislym peptidovym fet€zcem o 585 aminokyseli-
nich a molekuldarni hmotnosti 69 000. Na povrchu zhruba elipsoidni molekuly byl prokdzan velky pocet
vazebnych mist pro cetné ligandy. Je znamo, Ze tfada béZnych metabolitd, jako jsou volné mastné kyseliny
a bilirubin, jsou $patné rozpustné ve vodnim prostfedi. Albumin tak v krvi plni dlohu jejich prenaSece. Stej-
né je schopen transportovat 1 jiné endo- 1 exogenni substance, napf. kalcium, magnesium, vitamin C, a celou
§kélu 1éCiv, napf. acylpyrin, digoxin, penicilin, kumarinova antikoagulancia a barbituraty. Vzhledem ke své
nizké molekulové hmotnosti, vysoké koncentraci, a vazebné schopnosti vii¢i anorganickym iontiim, zajistu-
je albumin 75-80 % onkotického tlaku lidské plazmy. Albumin je také pokladan za souc¢ast mimobunécného
antioxidativniho systému.



Hlavni plazmatické proteiny %
Albumin 53-65
o(;-antiprotedza (antitrypsin)

Alfa,-globuliny orosomukoid 24
o,-lipoprotein
transkortin (CBG)

makroglobulin

Alfa,-globuliny haptoglobiny 8-13
ceruloplazmin

transferrin
Beta-globuliny B-lipoprotein 9-16
C-reaktivni protein
slozky komplementu
(fibrinogen 1,5-4,5 g/l)
1eG 80 %

IgA 12 %
Gama-globuliny IeM 7% 12-19
IegD <1%
IgE <1 %

Globuliny tvoti 35-47 % proteint krevni plazmy. Pokud bychom porovnavali jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti s albuminy, museli bychom konstatovat relativné nizsi rozpustnost, a tim také vét§i pohotovost
k precipitaci. Tato precipitacni schopnost je ovSem v pfitomnosti prebytku albuminu minimalizovana, fika se,
Ze albumin pusobi jako ,,ochranny koloid®, a tim zvySuje stabilitu roztoku. Globulinové frakce je neobycej-
né heterogenni, bylo charakterizovdno mnoho desitek typi molekul, vétSinou v podobé glykoproteinovych
komplext. Kvantitativné vyznamné jsou i lipoproteiny, transportni forma tukt. I kdyZ béZna zonalni elekt-
roforéza poskytuje jen velmi hrubou predstavu o distribuci téchto proteini, Casto i tato orientacni data lze
vyuZzit ke stanoveni diagnosy. Je proto Zadouci ziskat predstavu o kvantitativné nejdileZitéjSich proteinech,
tvoricich Ctyfi zdkladni globulinové frakce (viz tabulka). Distribuce bilkovin mezi frakce neni vZdy presna,

nékteré proteiny prechazeji z jedné frakce do druhé.

Frakce a,-globulint:

oy-Antitrypsin je tradi¢ni nazev pro inhibitor n€kolika proteolytickych enzymi serinového typu, je proto
vhodnéjsi jej nazyvat o,-inhibitor protedz. Tvoii 80-90 % této prvni globulinové frakce. Jeho fyziologickym
poslanim je vytvaret proteolyticky inaktivni komplexy s nékterymi protedzami, zejména s leukocytarni elastasou.
Bylo zjisténo, Ze tento vysoce aktivni enzym, ktery je uvoliiovan pii zanétlivé reakci, mtiZze pii nedostatku zmi-
néného inhibitoru destruovat i vlastni tkdné, coZ se projevi zejména poruSenim jemné elastické tkané plic. Posti-
Zené osoby jsou ohroZeny ¢asnym vyskytem plicni rozedmy. Byly zjistény 1 geneticky vazané patologické varian-
ty tohoto inhibitoru, které kromé porusené inhibi¢ni funkce maji sklony k vytvareni nerozpustnych komplexd,
deponovanych na mist€ biosyntézy, tj. v jatrech. ZvySuje se u akutnich stavil, sniZeni provazi t€Zké hepatopatie.

Orosomukoid je kysely o,-glykoprotein s mimofadné vysokym podilem cukerné sloZky, stoupajici pfi
akutnich zanétech.

o,-Lipoprotein je totoZny s lipoproteinem vysoké hustoty (HDL), coZ je dano vysokym podilem proteini
v porovndni s jinymi lipoproteinovymi tfidami.

Kortikosteroidy vdzajici globulin (transkortin, CBG) je hlavnim proteinem plazmy, transportujicim glu-
kokortikoidy.

o-Mikroglobulin (MW 26000) inhibuje migraci leukocytl, spolu s ostatnimi mikroproteiny se nachazi
v moci pfi tubularni proteinurii.



Vzacné se v prvni globulinové frakci setkame s o -fetoproteinem (AFP). Tato albuminu podobna bilko-
vina je totiZ takika vyhradné produkovéna v jatrech béhem fetalniho obdobi. Po narozeni vSak jeho hladina
rychle poklesne a pokud se najde v dospélosti, signalizuje zhoubné bujeni (hepatom, maligni teratom), nékdy
ale provizi i virovou hepatitidu. Na tomto mist€ je vhodné uvést, Ze pfitomnost AFP v amniové tekutiné pro-
vézi roz§tépy neurdlni trubice zarodku a jiné fetalni defekty.

Frakce o,-globulint:

o,-Makroglobulin, jehoZ nazev je odvozen od mimofddné velikosti molekuly (mol.hmotnost 725 000), je
dalsim proteinem, ktery je schopen vytvaret komplexy s proteolytickymi enzymy a tim neutralizovat jejich
destruktivni G¢inky. Mimo jiné ma také ur€itou antithrombinovou aktivitu. Koncentrace makroglobulinu se
zvySuje pii nefrotickém syndromu vzhledem ke $patnému priniku glomerulem, fyziologicky je zvySen
u déti. Pokles provazi akutni pankreatitidu.

Haptoglobiny patii do kategorie proteint schopnych vazat volny hemoglobin. Zatimco volny hemoglo-
bin vzhledem ke své mens$i molekule (65 000) miiZe proniknout glomerulem, komplex s haptoglobinem
(Hb-Hp) vzhledem ke své velikosti (155 000) neprochdzi. Zda se tedy, Ze funkci haptoglobinu je zabranit
uniku cenného Zeleza. Kromé toho vazba na haptoglobin zabraiiuje hemoglobinu vytvaret hydroxylové
radikaly. Polocas Hb-Hp komplexi je krats$i nez poloCas haptoglobinu samotného, takZe pfi zvySeném
uvoliovani hemoglobinu, na pf. pfi hemolytické anemii, dochazi ke sniZovani koncentrace haptoglobind.
Na druhé strané dochézi ke vzestupu hladiny této bilkoviny pfi zanétech a jinych akutnich stavech. Hap-
toglobin proto fadime k proteiniim tzv. akutni faze. Haptoglobin je tetramer typu o,f,, pfi CemZ existuji
tii typy fetézct o, davajici moznost riznych kombinaci, které 1ze separovat elektroforézou. Geneticky roz-
liSujeme tfi polymorfni formy, oznaované jako 1-1, 2—1 a 2-2. Jsou produkty dvou genu, pfi CemZ
Hp 2-1 oznacuje heterozygotni fenotyp. Dosud nebyly zji§tény fyziologické rozdily mezi t€émito poly-
morfnimi typy.

Ceruloplazmin je zodpovédny za transport 90 % plazmatické médi (zbylych 10 % je vazéno na albumin).
Pro vysoky obsah médi ma protein modrou barvu. Nizké hladiny ceruloplazminu jsou nachazeny u Wilso-
novy choroby (hepatolentikularni degenerace), coZ je toxikosa z prebytku medi, zpisobend neschopnosti
vylucovat tento kov. Ceruloplazmin ma oxidazovou aktivitu, kterd miZe byt vyuZita na konverzi Fe2+— Fe3+,
coZ sniZuje riziko vzniku Skodlivych hydroxylovych radikald.

Frakce B-globulini:

Transferin hraje centralni roli v metabolismu Zeleza vzhledem k tomu, Ze zprostfedkovava pfenos Zeleza
do mist jeho potieby, tj. ze stfeva do kostni dfené a ostatnich organii. Volné Zelezo je toxické, vazba na tran-
sferin sniZuje jeho potencidlni toxicitu. Koncentrace transferinu v plazmé je asi 3g/l. Toto mnoZstvi je schop-
no prenaset Zelezo aZ do koncentraci 3 mg/l, coZ predstavuje celkovou vazebnou kapacitu pro Zelezo. Vazeb-
nou kapacitu urujeme umélym vysycenim plazmy Zelezem. Jmenovany protein je normalné€ vysycen jen asi
do 1/3, u chudokrevnosti z nedostatku Zeleza jest€ méné. Naopak vyssi syceni je nachdzeno pfi stavech stfa-
déni Zeleza, napt. u hemochromatosy. Je nutné si vSak uvédomit, Ze Zelezo, které se nachazi ve vazbé na tran-
sferin, representuje jen asi 1 % celkového Zeleza pritomného v téle. VEtSina je obsaZena v hemoglobinu, ¢4st
v ostatnich porfyrinovych derivatech, zhruba 35 % je pak deponovano v zasobni formé&, vdzano na ferritin,
a to pfevazné v jatrech. Hladina transferinu stoupe pfi nedostatku Zeleza, klesa u jeho nadbytku a pfi poru-
Sené proteosyntéze v jatrech.

Lipoprotein B-frakce odpovida plazmatickym ,,Jehkym* lipoproteinim (LDL). Podili se zejména na tran-
sportu volného a esterifikovaného cholesterolu, ktery se na celkové hmotnosti ¢astice podili 45 %.

C-reaktivni protein (CRP) je sérovy protein pojmenovany podle schopnosti se vazat na C-polysacharid
pouzdra pneumokoku. Vyrazné se zvySuje pfi akutnim zanétu, zejména bakterialnim, u zdravych jedinci se
neprokazuje. Syntéza je stimulovana interleukinem 6 (IL-6).

B,-Mikroglobulin (MH 11800) je soucésti HLA systému, a protoZe je produkovan hlavné myeloidnimi
a lymfoidnimi bufikami, patfi mezi nadorové markery. V mo¢i je nachazen pii tubularni proteinurii.



Slozky komplementového systému se ucastni lyzy cizich bunék a hraji dileZitou roli pfi zédnétlivych pro-
cesech. Maji proteolytickou aktivitu. Tento systém ma devét hlavnich frakcei, slozky C3 a C4 se vsak nejsna-
ze kvantitativné ur¢i imunochemickymi metodami, protoZe tvoii 95 %celku. Informativni je zejména nélez
jejich sniZeni, protoZe signalizuje bud zvySenou spotiebu, nebo sniZenou syntézu. Tyto bilkoviny patfi také
mezi reaktanty akutni faze.

PHi elektroforéze plazmy se v B-frakci zachyti i fibrinogen (1,5-4,5 g/1). Fibrinogen je citlivy indikator
nékterych poruch pojivovych tkéni, jako je napf. reumatoidni arthritis. Radi se také k proteinim akutni faze
a je rizikovym faktorem pro vznik kardiovaskularnich chorob.

Frakce y-globulinu:

V této frakci se nachédzi imunoglobuliny (Ig), bilkoviny s protilatkovou aktivitou. Mala ¢ast Ig se vysky-
tuje i ve frakci . Vznikaji v plazmatickych buiikdach lymfatické tkané a kostni dfené. Protilatky obecné maji
schopnost se specificky navazat na antigen (nejcastéji bilkovinné charakteru), a vyvolat tak jeho vysrazeni
(precipitaci). V ptipadé bunék nebo subceluldrnich ¢astic zpusobi vazby jejich shlukovani (aglutinaci). V pfi-
tomnosti komplementu dochdzi nasledné aZ k lyze cizorodého agens. Imunoglobuliny jsou proteiny uni-
formni stavby, zakladem je komplex dvou téZkych a dvou lehkych fetézcu, propojenych disulfidickymi must-
ky, jak je podrobnéji pojedndvano v ucebnicich biochemie. Jednotlivé molekuly se odliSuji jednak svou
antigenni specifitou, danou strukturou variabilnich dsek molekul, jednak ur€itymi rozdily ve struktufe kon-
stantnich asekl. Podle struktury konstantnich domén tézkych fetézcu rozliSujeme pét zakladnich tfid, ozna-
Cenych velkymi pismeny (G, M, A, D, E). Tyto tfidy maji odli§né funkce v imunitnim systému, napf. tfida
IgM zajistuje Casnou protilatkovou odpovéd, tfida IgG pozdni protilatkovou odpovéd. Nejvice protilatek
nalezi pravé této tridy. Na sliznicich se setkavame se sekre¢nimi IgA a IgE, pri cemz IgE ma uzky vztah
maji tedy nejvétsi molekuly (mol. hmotnost 8,7-9,7 x 105), IgA se na sliznicich vyskytuje jako dimer, v plaz-
mé jako monomer. ZmnoZeni IgA se projevi, vzhledem k jeho lokalizaci pfi elektroforéze, ¢aste¢nym sply-
nutim beta a gama vlny. Tento jev byva Casto u jaternich cirrhos.

Ze slozek nespecifického obranného systému obsahuje y-frakce jesté mala mnoZstvi properdinu a lysozymu.

Vu tézky Fetézec (variabilni dst)
\'S / lehky Fetézec (variabilni &dst)

c, / \ lehky Fetézec (konstantni &dst)

Cy tezky retézec (konstantni Cdst)

Schéma molekuly IgG, tvorené dvéma tézkymi (H = heavy, tézky) a dvéma lehkymi Fetézci (L = light, lehky). V, a V, jsou varia-
bilni useky (V = variable, proménny) lehkého a téZkého Fetézce, reagujici s antigenem, C, a Cy1-3 jsou konstantni iseky lehkych
a tézkych Fetézcu (C = constant, neménny).

Vzhledem k vyjimec¢nym vlastnostem imunoglobulini si této frakce v§imneme podrobnéji. Na elektrofo-
réze ji representuje za normdlnich okolnosti difuzn€ zabarveny, Siroky pds s nejmensi anodovou mobilitou.
Tento obraz je vysledkem vyrovnané syntézy Ig vSech tfid a typd. V pfipadé nutnosti mobilizovat protilat-



kovy systém, jak je tomu u chronického zdnétu, zmnoZuji se zejména imunoglobuliny tfidy G, ale i jinych
tfid, takze dochazi k difuznimu vzestupu y-globulind. Tento stav se nazyva polyklondlni gamapatie, protoze
se zvySuje tvorba riznych molekul, byt ¢asto zaméfenych vici jedinému infekénimu agens. Setkavame se
viak i s piipady, kdy se na elektroforéze objevi uvnitf y- nebo B-globulinového pésu tzky, intenzivné zabar-
veny pruh, tzv. paraprotein, ktery odpovida velkému mnoZstvi molekul svou strukturou zcela identickych.
Tomuto stavu fikame monoklondlni gamapatie. V tomto pfipadé nelze zjistit Zadny antigenni podnét a Casto
zde dochazi k redukci Ig jinych tfid. Nékdy jsou produkovany jen lehké fetézce imunoglobulinii. Vzhledem
ke své malé molekule (MH 22000) prechazeji snadno do moci a mohou tam byt detegovany jako Bence-Jone-
sova bilkovina, reverzibilné precipitujici pfi teploté¢ 50-60 °C. Pfitomnost paraproteinu je zavazny nalez, pro-
toZe provazi plazmocytomy (myelomy), tj. nddory z plazmatickych bunék, produkujici uniformni imunoglo-
buliny. Je v§ak nutno dodat, Ze existuji 1 benigni paraproteinemie, jejichZ vyskyt roste zfetelné s vékem.

Opakem nadproduk¢nich gamapatii jsou vrozené poruchy syntézy y-globulintl, agamaglobulinemie. Pos-
tizené déti nevytvareji B lymfocyty, a pokud nejsou zajistény zcela mimotadné Zivotni podminky, umiraji
nasledkem infekci pyogennimi bakteriemi. Odpovédny faktor je vazan na X-chromosomu,vyskyt je omezen
na muZské pohlavi. Podobné projevy nedostatku nebo Gplné absence jsou znamy i u jinych frakcich, napft. jiz
zminéna analbuminemie, podobné u jednotlivych proteinit o, a B-frakce, u fibrinogenu. Thromboplastické
faktory chybéji u hemofilii a jinych koagulopatii.

METODY VYSETRENiI PLAZMATICKYCH BIiLKOVIN A JEHO HODNOCENI

a) Stanoveni celkové bilkoviny a albuminu

Ke stanoveni celkovych bilkovin krevniho séra pro potfeby klinické biochemie postacuji relativné jedno-
duché barevné reakce Vzhledem k vysoké koncentraci bilkovin v séru je vhodna i reakce biuretovd, pii kte-
ré vyuZivime vzniku modrého komplexu mezi atomy peptidové vazby bilkoviny a médnatymi ionty v alka-
s barvivy bromfenolové modfi, atd. Fyzikalnich vlastnosti bilkovinnych roztokti vyuziva refraktometricka
metoda, pii které se nejcastéji méfi mezni thel lomu svételného paprsku, prochazejiciho roztokem. Normal-
ni plazmatické hodnoty jsou 65-85 g/I. Hodnoty pod touto hranici se nazyvaji hypoproteinemie, vzacnéjsi
zvySené hodnoty hyperproteinemie. Pti zjisténych odchylkach je nutno zjistit, ktera bilkovinna frakce je za
tento stav odpovédna. Pokud se jednd o rovnomérné postiZeni vsech frakei, je nutno vyloucit zahusténi nebo
ziedéni intravazalni tekutiny. Pfi dehydrataci se koncentrace proteint zvySuje, nahly pfisun vody do krevni-
ho fecisté se naopak projevi jako hypoproteinemie.

Vzhledem k tomu, Ze néktera barviva maji vétsi afinitu k albuminu nez ke globuliniim, je moZné této vlast-
nosti vyuzit k selektivnimu stanoveni albuminové frakce. Populérni je napf. metoda stanoveni s bromkreso-
lovym purpurem. Nabizeji se v§ak i jiné metody, napf. zdkalova imunoprecipitacni metoda s protilatkou pro-
ti lidskému albuminu.

Koncentrace albuminu se mize ménit astéji, neZ koncentrace globulind. Syntéza albuminu je napf. dale-
ko vice ovlivnéna dostupnosti proteinii ve vyZive, ztrata globulini po krvaceni se daleko rychleji dopliiuje.
Lze fici, Ze frakce albuminu zfidka pfevysSuje normélni hodnoty, zatimco globuliny jen vzacné klesaji pod
fyziologickou hranici. Pokles albuminu nastava pfedevsim nasledkem ztrat (proteinurie pii nefritid€ a nefro-
ze, pfechod do vypotkd, ztrity pii popaleninich a krvaceni) a pfi sniZeném pfivodu bilkovin. Vyrazné je
postiZena syntéza albuminu pfi jaterni cirhdze, pfi cukrovce se miZe uplatnit zvySeny katabolismus bilkovin.

b) Elektroforetické déleni plazmatickych bilkovin

Elektroforéza plazmatickych proteini ndm poskytne prehlednou informaci o eventualnich zménéach v 5-6
zakladnich elektroforetickych frakcich. Jednotlivé proteiny pak je moZno analyzovat specidlnimi metodami,
nejcastéji imunochemickymi. Metodicky se nejlépe osvédcila elektroforéza v mirné alkalickém prostiedi,
jako nosie se pouZiva nejéastéji agarosovy gel nebo acetat celulézy. Prednosti gelové elektroforézy je mj.
i uplatnéni ultrafiltrace v sifovin€ gelu, coZ napomahé separaci rizn€ velkych molekul. Kvantitativni hodno-



ceni je zaloZeno na optické denzitometrii po obarveni bilkovin vhodnymi barvivy. Elektroferogram je pro-
svécovén svétlem vhodné vinové délky, vystup je jednak graficky jako denzitometricka ktivka, jednak cisel-
ny, odpovidajici poméru ploch jednotlivych vrcholi.

I
)

Elektroforéza plazmatickych bilkovin (elektroferogram, denzitometricka krivka)

Rada chorob se projevuje odchylkami v koncentracich jednoho nebo vice proteind, které je mozno postih-
nout pfi standardnim elektroforetickém vySetfeni. Praxe ale ukézala, Ze existuje jen omezeny pocet typuipo-
ruSeného bilkovinného spektra, oznaCovanych jako dysproteinemie, takZze pro potvrzeni diagnozy jsou
nezbytna dalsi vySetfeni. Hlavni typy demonstruje néasledujici tabulka (upraveno podle Jollifa):

Poruchy sloZeni plazmatickych bilkovin (dysproteinemie)

typ celkovy protein albumin a,-G o,-G B-G y-G
malnutri¢ni A 1 N,T N,T { L(N)
nefroticky W W ™ T N
hepaticky LN W d d l T
zanét akutni 4 T T N
zanét chronicky d T T T
hypergamaglobulinemie T d T
analbuminemie A
agamaglobulinemie W
T....zvyseni
{.....sniZeni

N.....normélni hodnoty

¢) Imunochemické metody

Pro identifikaci a kvantifikaci individualnich sérovych proteint se nejCasté€ji uZivd imunochemickych
metod. Imunotechniky jsou vysoce specificka stanoveni zaloZena na reakci mezi antigenem a protilatkou.
Antigenem je v tomto pfipadé vySetfované lidské sérum, ¢astéji jeho frakce. Protilatky jsou obsaZeny v séru
zvifete, imunizovaného bud kompletnim humannim sérem (= antisérum polyvalentni), nebo konkretni plaz-
matickou bilkovinnou (= antisérum monovalentni). I monovalentni antisérum obsahuje vice variant imunog-
lobulinovych molekul, v§echny jsou vSak schopny se vazat na pfislu$ny antigen. V posledni dob€ se stale Cas-




t€j1 uZiva protilatek, tvofenych jedinym klonem identickych imunoglobulinovych molekul, které se ziskava-
ji z hybridomovych buné¢nych linii (monoklondlni protildtky).

Setka-li se antigen se specifickou protilatkou, dojde za predpokladu optimalnich koncentraci obou part-
nert k propojeni antigennich molekul bivalentnimi molekulami protilatek, coZ se projevi vytvorenim sraZe-
niny neboli precipitdtu (pfipad B na obrazku). Tu miZeme detegovat jako zdkal v roztoku, nebo jako preci-
pitacni obloucek v gelu. Pro kvantitativni stanoveni zakalu roztoku je idedlni laserovy nefelometr, kde je
vyhodnocovana intenzita rozptylu svétla, vysilaného ve sméru kolmém k poloze detektoru. Je-li antigen
v nizké koncentraci vzhledem k protilatkam, nemiZe se uplatnit jejich bivalentni charakter (piipad A), pre-
cipitace je minimalni. Pfi nadbytku antigenu ¢i nedostatku protildtek (pfipad C) neodpovida rovnéz intenzi-
ta zdkalu mnoZstvi antigenu. Moderni imunochemické techniky zvySuji citlivost a usnadiiuji méfeni spraze-
nymi analytickymi reakcemi, jak bude rozvedeno niZe.

. B)
zona
ekvivalence
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| protildtky antigenu
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T

PRECIPITAT (mg)

B) c)

Schéma imunoprecipitace v tekutém prostiedi (nefelometrické stanoveni precipitatu)

Gelové imunochemické mikrotechniky jsou rozpracovany do celé fady modifikaci. Mohou byt zaloZeny
na prosté difuzi protilatky proti antigenu (dvoji difuze podle Ouchterlonyho), nebo na difuzi antigenu do gelu
s rozptylenym antisérem, kde vznikaji precipitacni prstence s polomérem imérnym koncentraci antigenu
(metoda linedrni imunodifuze), dale na elektroforéze do gelu s rozptylenou protilatkou, eventudlné na kom-
binaci imunodifuze a elektroforézy (imunoelektroforéza). Tato posledné jemenovana metoda, pokud je pou-
zito polyvalentni antisérum, dovoluje identifikovat v lidském séru kolem dvou desitek proteini.

Imunochemické metody jsou dnes pouZivany nejcastéji pro stanoveni klinicky vyznamnych sérovych pro-
teinti. Jako priklad uvedeme bilkoviny, které se zmnozZuji v pfipadé nahlych zatézi, jako je napf. akutni zanét,
t€Z8i urazy, operace, pii nekrézach tkani z jakéhokoli diivodu. Souborné se nazyvaji bilkoviny (reaktanty)
akutni fdze. Patii sem C-reaktivni protein, o, -antitrypsin, haptoglobiny, komplement, fibrinogen, a dalsi. Je
zajimavé, Ze je mezi nimi nékolik inhibitori proteolytickych enzymi. Pfi elektroforéze se jejich pfitomnost
projevi mimym zvySenim frakci o;- a o,-globulind za sou¢asného slabého poklesu jinych proteind (albumin,
prealbumin, transferin, cholinesteraza), které proto miiZeme nazvat ,,negativni reaktanty“.
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d) Imunochemické metody se znacenymi molekulami

Imunochemické metody vyuZivaji reakce antigenu s protilatkou, kdy vznikd imunokomplex antigen-pro-
tilatka. Kterdkoli z téchto dvou zédkladnich sloZzek muzZe byt oznacena radioaktivnim, enzymovym, nebo flu-
orescencnim markerem, eventudlné se miZe pripojit k Castici o vysoké hmotnosti. Touto modifikaci lze
vyznamné zvysit citlivost metod. Co se tyce specifity stanoveni, je vZdy rozhodujici specifita pouzité proti-
latky. Podstatnym pokrokem je pouZzivdni monoklondlnich protilatek, Casto v kombinaci dvou protilatek
zameéfenych na dvé vazebnd mista antigenu.

Nejcatéji je uZito principu kompetitivni inhibice nebo sendvi¢ové metody. Pi kompetitvni inhibici se jed-
na o stanoveni antigenu, kdy o vazebna mista protilatky (zpravidla imobilizované) soutéZi i oznaceny anti-
gen. Po oddéleni komplexu se hodnoti mnoZstvi znacky bud v komplexu nebo v supernatantu, kde je zbytek
oznaceného antigenu. Pfi sendvicové metodé je nutno, aby mél stanovovany antigen dvé rizna vazebna mis-
ta. V prvnim kroku dojde k imobilizaci veSkerého analyzovaného antigenu na pfebytek neznacené protilatky,
ktera je zakotvend na pevné fazi. V dalSim kroku reaguje imobilizovany antigen prostfednictvim druhého
vazebného mista se znacenou protilatkou, kterd je v pfebytku. Volnd protilatka se odstrani a intenzita znace-
ni imobilizovaného sendvice je pfimo imérna koncentraci analyzovaného antigenu.

Radioimunochemickd stanoveni (RIA, radioimmunoassay) pouZivaji jako znacku 1251 (y-zafi¢, polocas
60 dni) nebo 3H (B-zafi¢, polocas 12 let). Bilkoviny se zna¢i iodaci aromatickych aminokyselin v prvnim
pfipad€, adi¢nimi nebo vyménnymi reakcemi v pfipadé druhém. Existuji zde urcité ekologické problémy,
proto je snaha vyuZit pokud moZno znaceni neradioaktivni, zejména enzymimunochemickd stanoveni (EIA,
enzyme immunoassay). Zde jako znaCky nejlépe vyhovujei peroxidaza, alkalicka fosfataza, nebo f-galakto-
zidasa. Imunokomplexy jsou v tomto piipadé rozpustné, pro separaci je tedy nutno zafadit jesté dalsi stuper,
a to precipitaci pomoci dalsi protilatky s néslednou centrifugaci, nebo imobilizaci antigenu ¢i protilatek na
pevné fazi s naslednym oddé€lenim centrifugaci nebo magnetickou separaci.

Pti fluoroimunochemickych stanovenich (F1A, fluorescence immunoassay) se uziva fady principt, zakla-
dem kvantifikace je vSak vZdy méfeni na fluorimetrech. Oblibené je znaceni enzymovym markerem, ktery
pusobi na fluorogenni substrat. Chemiluminiscencni analyza je zaloZena na uZiti luminofor, jejichZ detekce
je usnadnéna zesilovaci (napf. luciferinem). Jako luminometr slouZi napf. scintiladni pocita. Uvedené meto-
diky jsou dnes prednostné uZivdny pro rutinni stanoveni diagnosticky vyznamnych molekul pfitomnych
v submikrogramovych mnoZstvich v 1 1.

e) Ostatni testy plazmatickych bilkovin

Uvadime stru¢né nékterd stanoveni, od kterych se sice dnes jiZ upousti, které vSak jsou zajimavé z hledis-
ka biochemie bilkovin a které v literatufe jesté byvaji citovany. VSimneme si zejména glykoproteint a zaka-
lovych sérovych reakci. Glykoproteiny obsahuji kovalentné vazané oligosacharidy. Glycidovy podil sestava
zejména z galaktézy, mannosy, galaktézaminu, gluk6zaminu a kys. N-acetylneuraminové. V klinické medici-
né je vénovana zvySend pozornost zejména glykoproteinim s vysokym obsahem hexosaminti. Obsahuji-li
téchto derivatd vice neZ 4 %, je pro né vyhraZen nazev mukoproteiny (seromukoid). Pii stanoveni se vyuZiva
faktu, Ze jsou rezistentni vici precipitaci zfedénou kyselinou chloristou. Lze je proto stanovit dostate¢né citli-
vou metodou v supernatantu po odstfedéni sraZeniny ostatnich proteinti. Vysledky jsou vztaZeny na tyrosino-
vy standard (norma 17-24 mg tyrosinu/l). Mukoproteiny jsou zvySeny nad normu pii akutnich zanétech, ale
také pfi zhoubném bujeni, zatimco pii jaternich poruchéch (infekce, cirrhosa) jejich koncentrace klesa.

Koloidni stabilitu séra Ize testovat stupném precipitace, kterd je uméle vyvolana pfidanim malého mnoz-
stvi precipitacnich Cinidel. Vime, Ze tato stabilita je zajist€na zejména spravnym pomérem albuminu vici glo-
bulinim. Piebytek globulind, stejné jako nedostatek albuminii precipitaci zvySuji, coZ se projevi vétsim zdka-
lem séra, neZ za normalnich podminek. Nejvetsi rozsifeni doznala thymolovd zdkalovd reakce (TZR), pii
které fyziologické hodnoty nepfesahuji 4 arbitrazni jednotky. TZR byla s oblibou uZivana pii sledovani pru-
beéhu infekeni hepatitidy, kde se v akutnim stadiu uplatiioval jak nadbytek y-globuling, tak sniZend syntéza
albuminu v jatrech. Tuto metodu ponechdvame v naSem kurzu spise jako demonstraci vlastnosti bilkovin, neZ
jako standardni vySetfovaci metodu.
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Sacharidy a lipidy krevni plazmy

HLADINA GLUKOZY V KRVI A JEJi REGULACE

Zéakladnim tdajem pfi vySetfovani poruch metabolismu glycida je hladina glukézy v krvi (glykemie).
V celé krvi, ktera se nejcast&ji analyzuje, je hladina glukézy fyziologicky pon€kud niZsi, nez v séru
(plazmé):

glykemie v krvi: 3,3- 5,5 mmol/1

glykemie v séru (plazmé): 3,6-5,6 mmol/l

V krvi arteridlni a kapilarni nachazime naproti tomu vy$§i hodnoty neZ v krvi vendzni. Vzestup hladiny
nad referenéni hodnotu se nazyva hyperglykemie, pokles pod tuto hranici hypoglykemie. Zatimco zvySena
hladina glukézy je rizikem z hlediska dlouhodobé prognosy, nahly pokles hladiny krevniho cukru pfedsta-
vuje akutni nebezpe¢i. To je dano zéavislosti mozku na privodu glukézy. Uvadi se, Ze z 55 mmol glukozy, pfi-
vadéné kazdou hodinu z jater do krevniho ob&hu, zhruba polovinu spotfebuje CNS. Néhly vyrazny pokles
hladiny krevniho cukru vede k poruse védomi, kfe¢im, a miZe vyustit v nevratné poSkozeni mozkové tkané.

Relativné stala hladina glukoézy je dana rovnovihou mezi jejim pfivodem a zpracovanim (utilizaci). Zdro-
jem krevniho cukru je jednak potrava bohata na glycidy, jednak rozklad glykogenu, nebo glukoneogeneze
z jednoduchych prekurzori, pochazejicich zejména z aminokyselin. Glukéza se spotfebovava predev§im oxi-
dacemi pfi glykolyze, déle se miiZe pfem&fiovat na tuky, v anabolické situaci kondenzuje na jaterni a svalo-
vy glykogen. PFi koncentracich prevy3ujicich ledvinovy prah dochazi k vyluCovéni ledvinami (glykosurie).

Krom& metabolické &innosti jater a extrahepatalnich tkani se na regulaci hladiny glukozy podili fada hor-
monii. Glukagon zvy3uje krevni cukr stimulaci glykogenolyzy v jatrech a podporou glukoneogeneze. Risto-
vy hormon inhibuje utilizaci glukézy tim, Ze pfednostné mobilizuje volné mastné kyseliny z tukovych tkéni.
Glukokortikoidy zvy3uji glukoneogenezu a inhibuji utilizaci glukézy v extrahepatalnich tkdnich. Adrenalin,
vylu¢ovany na zakladé stresovych podnéti, zvysuje glykogenolyzu jak v jétrech, tak v nejaternich tkanich,
a blokuje uvoliiovani insulinu. Thyroidani hormony maji do jisté miry také diabetogenni efekt. VSechny jme-
nované hormony tedy iniciuji hyperglykemii.

Proti této mnohostranné zabezpe&ené schopnosti zvy3ovat koncentraci krevniho cukru stoji jediny hor-
mon ktery ma G¢inky opacné, tj. hladinu glukozy sniZuje. Je to insulin, produkovany B buiikami Langer-
hansovych ostriivki pankreatu. Insulin jednak potlacuje produkci glukézy jétry, jednak zvySuje jeji utiliza-
ci, a to celou fadou mechanismé. Insulin pfedeviim zvySuje prichod glukézy do bun€k mobilizaci
glukézovych prenaSeci a zvySuje jeji utilizaci aktivaci kliovych enzymu glykolyzy (glukokinazy, fosfo-
fruktokinazy a pyruvétkinazy). V jatrech a ve svalech podporuje tvorbu glykogenu stimulaci glykogensyn-
thasy a tlumi glykogenolyzu. Inhibuje také iniciaci glukoneogeneze. Podporuje obecné proteosyntézu, na-
opak potladuje lipolyzu v tukové tkani. Insulin pisobi mj. povzbudivé na proliferaci bunék, podobné jako
ristové faktory, s nimiZ sdili spolecné rysy.

12



Uplavice cukrova (diabetes mellitus), jeji formy, sekundarni hyperglykemie

Absolutni nebo relativni nedostatek insulinu zptsobuje cukrovku, diabetes mellius (DM). Jedna se rela-
tivné Castou a zdravotnicky zdvaZznou metabolickou poruchu. Ve stfedni Evropé€ postihuje 3-5 % populace.
Diabetes je asi v poloviné piipadt je diagnostikovana pozdé, tj. jiZ ve stadiu komplikaci. Hlavnim rysem dia-
betu je sice porucha glycidového metabolismu s hyperglykemii a Casto také glykozurii, zasahuje vSak vyraz-
né také do metabolismu bilkovin a tukii. Nedostatek insulinu se obecné projevuje nedostateCnou utilizaci glu-
kézy, a to vede k mobilizaci jinych zdroji energie, konkretné ke zvySenému zpracovavani mastnych kyselin
a k vyuziti aminokyselin a glycerolu k dalsi produkci glukézy.

Rozeznavame dva zakladni typy diabetu, které se lisi jednak svou etiopatogenezi, jednak pribéhem a zpi-
sobem 1é¢by. Prvni typ, vyskytujici se asi v 10 % pripadd, se vyznacuje nedostatecnou produkci inzulinu a je
tedy zavisly na prisunu insulinu exogenniho. Nazyva se Insulin-Dependent-DM (IDDM). ProtoZe se Casto
projevuje jiz v détském véku, oznacuje se také jako ,juvenilni“. PovaZuje se za autoimunni onemocnéni,
vyvolané infekéni nebo oxidativni modifikaci produkénich bunék. Je zajimavé, Ze 95 % nemocnych jsou
nositeli totoZné ,,diabetogenni HLA alely. Druhy typ, postihujici vétSinu diabetikd, nemusi mit nezbytné sni-
Zenou produkci insulinu. U tohoto typu nachdzime casto rodinny vyskyt, a k rozvoji diabetu dochdzi az
v pozdéj$im véku. Je znam pod pojmem Non-Insulin-Dependent-DM (NIDDM). Nejcastéji se jedna o resi-
stenci vici insulinu z pri¢in poruchy inzulinového receptoru nebo o poruchu v pfenosu insulinového signalu
do buiiky. Pri¢inou vSak miiZe byt rovnéZ sniZzena odpovéd B buiiek pankreatu na sniZenou hladinu glukézy
v krvi.

Hyperglykemické stavy a stavy se sniZenou snaSenlivosti glukézy nemuseji byt zpisobeny vyhradné dia-
betem, takZe miZeme mluvit o sekunddrnich hyperglykemiich. Jsou privodnim jevem endokrinnich chorob
jako Cushingliv syndrom, thyreotoxikdéza a akromegalie, chorob pankreatu, chorob jater, setkdme se s nimi
pfi stresujicich srde¢nich a mozkovych onemocnénich a u nékterych infekci. Hyperglykemie miiZe byt vyvo-
lana i 1éky jako jsou thiazidova diuretika, kortikoidy, salicylaty, nebo pii podavani kontraceptiv. Diabetes
téhotnych matek, ktery je rizikem pro vyvoj plodu, je nutno odlisit od sniZené tolerance glukézy ve druhé
poloviné téhotenstvi, kdy fyziologicky dochazi ke zvysené produkci kontraregulacnich hormont, coz zvy-
hodriuje zasobeni plodu glukézou. Mimoto miZe v téhotenstvi dojit ke glykozurii nasledkem zvysené ledvi-
nové filtrace, pfi které se snadno piekroci rezorpcni kapacita tubuld.

Casné a pozdni komplikace diabetu

Vzestup hladiny krevni glukézy mizZe vyustit aZ v hyperglykemické koma. Jde o vystupiiovani patobio-
chemickych mechanismi, pfiznacnych pro diabetes, pfesahujici kompenzaéni moZnosti diabetika. Absolutni
nebo relativni nedostatek insulinu je prohlouben vlivem stresujiciho faktoru jako je interkurentni onemocné-
ni, operace, atd. Disponuje k nému hlavné typ I, ale miiZe se obCas vyskytnout i u typu II. Hyperglykemie
ma za nasledek glykozurii s osmotickou diurézou. Tim se ztraci voda s daleZitymi elektrolyty jako je K*,
vyplaveny z bunék, Na* a fosfaty. Nasledna dehydratace a hypovolemie vede k centralizaci obéhu a vzniku
Sokového stavu, provazeného laktatovou acidézou. V buiikéch je nedostatek glukdzy, energie se ziskava pred-
nostné $tépenim mastnych kyselin. Tento stav ma za nésledek hromadéni kyselych ketolatek, coZ dale pro-
hlubuje laktatovou acidézu (,, koma s ketoacidozou*). Je tfeba si uvédomit, Ze pri béZném vysetfeni ketola-
tek detegujeme pouze acetoacetat a aceton, B-hydroxymaselna kyselina detekci unika. PFitom za této situace
mnohonésobné pfevysuje koncentraci stanovovanych analytd. Tento nepomér, odpovidajici redukénimu pro-
stfedi buriek, je pfechodny. S tpravou stavu se B-hydroxymaselna kyselina oxiduje zpét na kys. acetoocto-
vou, coZz miZe vyvolat mylny dojem zhorSeni ketoacidézy.

Zvyseny katabolismus bilkovin provdzeny glukoneogenezi vede ke ztratdm dusiku moci, tj. negativni dusi-
katé bilanci. SniZena perfuze ledvin z hypovolemie miZe v pokrocilych stadiich jest€¢ zhorSovat acidézu.
Vyplavené kontraregulaéni hormony (STH, glukagon, kortizol, katecholaminy) déle stimuluji glukoneoge-
nezi a lipolyzu. Acidéza je z&asti kompenzovana hyperventilaci, védomi je zastfeno. Vzacnéji se vyskytuje
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hyperosmolarni koma bez acidézy, v popredi je hyperglykemie a dehydratace nemocného s hyperosmolari-
tou télesnych tekutin. Pres pokroky v 1écbé je diabetické koma stéle potencidlné letalni pfihodou. Pri terapii
acidotického komatu je tfeba jen zdrZenlivé rehydratovat pro hrozbu edému mozku, a opatrné nahraZovat K+
navracejici se do bunék z ECT. Je nutno peclivé kontrolovat pH krve vzhledem k hrozici alkalose z nadbyt-
ku hydrogenkarbonatu nahrazujiciho metabolizované anionty kyselin.

Hypoglykemické koma nastava nejen pri pfeddvkovani insulinu, ale i pfi podani béZné davky nenasledo-
vané odpovidajicim pfijmem potravy, i pri zvySené utilizaci glukdzy nasledkem nadmémé fyzické nama-
hy. Néstup priznaki je tim dramati¢t€jsi, ¢im rychleji klesa glykemie. Klinicky obraz je dotvaren vyplave-
nim adrenalinu v reakci na hypoglykemii (poceni) a nedostatecny privod glukézy do mozku (poruchy
védomi aZ koma).

Pozdni diabetické komplikace zahrnuji pfedevsim postiZeni velkych a malych cév. PostiZeni velkych cév
(diabetickd makroangiopatie) v podstaté odpovida ateroskleréze postiZenych osob bez diabetu. Je urychlena
poruchou lipidového metabolismu, typickou pro cukrovku. SniZend utilizace glukézy vede k mobilizaci
mastnych kyselin a jejich metabolickému zpracovéni. Neesterifikované mastné kyseliny jsou z¢asti vyuZity
k resyntéze triacylglycerolu, pfebytek acetyl-KoA je pfes B-hydroxymethylglutaryl-KoA vestavén do cho-
lesterolu. Vysledkem je hyperlipoproteinemie (viz predchozi kapitola). Jednim z hlavnich patogenetickych
mechanismi pozdnich diabetickych komplikaci jsou glykace proteinii jako nasledek chronické hyperglyke-
mie. Zatimco bilkoviny s kratkym poloc¢asem jsou postupné odbouravany, bilkoviny s dlouhym poloc¢asem
podléhaji zménam, které postupné postihuji jejich funkce. Dochdzi i k pfi¢nym vazbam mezi sousednimi bil-
kovinami, coZ omezuje jejich posuny. K bilkovindm s dlouhym poloCasem patfi napf. bilkoviny cévniho
endothelu, jejichZ postiZeni vyvolava diabetickou mikroangiopatii. Poruseni proteini sitnice zpsobuje dia-
betickou retinopatii, ktera muze vést aZ ke slepoté, glykace myelinovych vrstev polyneuritidu, modifikace
glomerularni membrany spéje k diabetické glomeruloskleréze. K rozvoji téchto zmén prispivaji oxidativni
poskozeni volnymi radikély, takZe mluvime o glykooxidaci. Glukdza miZe byt rovnéz redukovana aldosovy-
mi reduktazami na sorbitol (glucitol), ktery zpisobuje nezddouci osmotické jevy, ¢imZ se vysvétluje napr.
zékal Cocky (diabetickd katarakta).

KONGENITALNi GALAKTOSEMIE

Pricinou vrozené galaktosemie je nejCastéji defekt enzymu galaktdza-1-P-uridyltransferdzy. Postizeny
jedinec neni schopen prfeménovat galakt6zu na glukézu, v krvi se hromadi galaktéza-1-fosfat. Sekundarné je
postiZen i metabolismus glukézy, gal-1-P inhibuje totiZ fosfoglukomutasu, enzym nezbytny pro vyuZiti glu-
kézy z glykogenu. Privodnim jevem je tedy vedle galaktozurie i hypoglykemie po podéani galaktézy nebo
lakt6zy. Na galaktdzu v moci nds upozorni pozitivita redukénich testi pfi soucasné negativit€ gluk6zooxida-
zové reakce (viz indikatorové papirky na stanoveni glukézy).

Uvedena patogenese se uplatiiuje hlavné u novorozencli a u malych déti, dospéli diky své dokonalejsi
enzymové vybavé mohou enzymovy blok ¢astecné obejit. V ranném détstvi je proto vysoké riziko privod-
nich organovych poruch a zpomaleni télesného a dusSevniho vyvoje. Chorobu je tfeba diagnostikovat co nej-
diive, aby bylo moZno zah4jit bezgalaktézovou dietu. Chybéni tohoto cukru v potravé nikterak neohroZuje
rust a vyvoj téchto déti, nebot UDP-galaktéza se vytvéii epimerazovou reakci z glukozy.

Galaktosemii miZe zpUsobit i chybéni enzymu galaktokindzy. V tomto, méné Castém pripadé€, se v orga-
nismu hromadi galaktdza a zejména jeji redukovany produkt, galaktitol. Galaktitol nemiZe byt dale metabo-
lisovan ani vyloucen. Poklada se za pfic¢inu zakalu ¢ocky z hydratace proteoglykani.

LABORATORNI VYSETRENI U PORUCH GLYCIDOVEHO METABOLISMU
Zakladnim vySetfenim, které musi byt vZdy pohotové, je stanoveni glykemie. Existuje cela Skala metod

a pfistroju na stanoveni krevniho cukru. Zde se omezime jen na zdkladni biochemické principy méreni. Poté,
co byly oxidoreduk&ni metody opustény jako zdlouhavé a nepfesné, a barevné reakce jako nevhodné z toxi-
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kologického hlediska, zliistavaji metodou volby testy enzymové. Nejrozsifen€jsi je reakce glukdzooxiddzovd.
Glukdza je pritom oxidovédna na glukonolakton a vznikajici peroxid vodiku reaguje v pfitomnosti peroxida-
zy se vhodnym chromogenem:

glukozooxiddza

glukéza + H,O ——————— glukonolakton + H,0,

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

Na tomto principu jsou zaloZeny i indikatorové papirky urcené k analyze moci. Jak jiZ bylo naznaceno,
v pfipadé¢ galaktdzurie je vysledek negativni. Z tohoto hlediska oxidoredukéni reakce typu Fehlingova nebo
Benediktova maji stdle své opodstatnéni. Dal$i moZnou enzymovou reakci je hexokindzovd reakce:

hexokindza
gluk6za + ATP ———— glc-6-P + ADP

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

Hexokinazovou reakci je moZno vyhodnocovat pfimo v UV oblasti, na zdkladé Warburgova optického tes-
tu. Piimé méfeni poskytuji biosenzory se zakotvenymi enzymy.

Pokud jednordzova glykemie celé kapilarni krve presdhne 7 mmol/l (u séra 8 mmol/l), a jsou pritomny
znamky diabetu (polyurie, polydipsie, ketonurie, ubytek hmotnosti), povaZuje se to za potvrzeni diagnosy.
Pokud se naméii tyto hodnoty nejméné dvakrat, byt bez klinickych pfiznaki, je zavér stejny. V pfipadé hod-
not mezi referencni hranici a zminénym limitem, tj. 6—7 mmol/l, je na mist€ ordlni glukézovy tolerancni test
(oGTT). Toto vySetfeni ma zjistit, jak je pacient schopen vyrovnat hladinu krevni glukézy po zatéZi stan-
dardni ddvkou 75 g hroznového cukru per os v daném Casovém useku. Oralni cesta umoZiiuje zapojeni gast-
rointestindlnich hormonalnich regulaci, zejména glukagonu stfevni stény. Napodobuje vlastné reakci orga-
nismu na piivod glycid potravou ve standardnich podminkach. OdrdZi se v ném nejen stav inzuldrniho
aparatu a antiinsulinovych hormond, ale také rychlost vyprazdnéni Zaludku, pasaz stfevem, schopnost resorp-
ce a stav jaternich funkci. VySetfeni se provadi na lacno, glukéza se podavé ve 300 ml vody, krev se odebira
bezprostfedné pred pfijmem cukru a za 2 hodiny po jeho podani.

oGTT u kapilarni plné krve (mmol/l):

Sond elukdeovd fol za2h
orusend glukozovd tolerance
P & 7,8-11,0
diabetes mellitus > 11,0

U vétsiny zdravych jedinci se po pocateCnim mirném vzestupu vraci glykemie do 2 h na normalni
hodnoty. Jak vyplyva z pfedchozi tabulky, sniZzend schopnost zvladnout zatéZ glukézou u diabetikl se
projevuje neschopnosti navratu k vychozi hladiné za 2 h od zacatku testu. Mezi témito hodnotami a hod-
notami fyziologickymi leZi oblast tzv. sniZené glukozové tolerance. V nazorech na indikaci testu a jeho
hodnoceni nejsou diabetologové zcela jednotni, v posledni dobé se pfipousti mirné zvysené hodnoty gly-
kemie na la¢no, coZ ¢aste¢né odpovida pojmu porusena glukézova tolerance. Glukdza se objevuje v moci,
je-li prekrocen rendlni prah, normalné odhadovany na 10 mmol/l, po dobu 15 min. Tam, kde je individu-
alné sniZen, pronika glukéza do moci jiz pfi normdlnich hodnotach glykemie (rendini diabetes). Naopak
u starych diabetiki s glomerulosklerézou dochazi ke glykosurii pfi hodnotiach daleko vysSich nez
10 mmol/1.
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Modifikaci oGTT je intravenosni glukézovy toleranéni test, provadény ve speciélnich ptipadech, a farma-
kokineticky test, hodnotici ze sedmibodové kfivky ziskané b&hem 3 hodin dalSi parametry jako je vstfebava-
ni glukézy, pronikani glukézy do bunék a jeji eliminace. Pfi rozhodovani o zptisobu insulinové 1€Cby se sle-
duje tzv. glykemicky profil, ktery spociva v opakovaném méfeni glykemie béhem dne, na latno i po jidlech.
Kompenzaci diabetu je mozno zhodnotit glykemickym indexem (GCI), vypocitavaného z 9 odbéra provede-
nych ve standardnich asech béhem 24 h.

Nyni se zminime o metodach, kterymi se hodnoti pribéh diabetu, véetné dspésnosti jeho 1écby. Jedna se
predevsim o stanoveni, ktera vyuZivaji spontannich chemickych reakci glukzy s proteiny. Z posuzovani gly-
kace proteinii se postupné stala cenna metoda, pomoci které je mozno ziskat pfedstavu o prumérnych hod-
notach glykemie v predchozich tydnech. Glykovany protein vznikd neenzymovou reakci mezi glukézou
a volnou aminoskupinou proteinu (zejména u lyzinového zbytku). Rychlost tohoto procesu je funkci kon-
centrace reagujicich sloZek, tedy predevsim glukozy. Glykace probiha ve dvou stupnich. Prvni je vznik labil-
ni Schiffovy baze (aldiminu), coZ je reakce reverzibilni, produkt se po sniZeni glykemie muZe hydrolyzovat.
Ve druhém stupni, ktery se nazyva Amadoriho pfesmykem, se vazba stabilizuje (viz schéma). Pfitom vznika
ketoskupina na druhém uhliku cukru, coZ je charakteristické pro fruktosu. Vznika tedy fruktosamin, ktery
miZeme kvantitativné stanovit na zaklad& redukce nitrotetrazoliové modfi na modry formazan.

Schéma glykace bilkovin:

protein protein protein
|
NH, N NH
0 ] |
CH CH CH,
| I 1
H(;—OH HCI—OH Amadoriho (I?-—-O
HO—(IZH «—H,0 + HO—CIH — HO-CH
HIC-OH H(IZ—OH presmyk HC'aOH
HIC—OH H(IZ—OH HCI—OH
CH,OH CH,OH CH,OH
D-glukéza Schiffova baze Amadoriho produkt
(aldimin) (fruktosamin)

Jednou glykovany protein zlstavé v séru po celé obdobi své existence. Ukazalo se, Ze nejvyhodnéjsi je sta-
noveni glykovaného albuminu a glykovaného hemoglobinu. Albumin ma poloCas degradace asi 19 dnu, tak-
7e podle koncentrace fruktosaminu v séru lze odhadnout hodnotu glykemie za posledni 2-3 tydny. Normal-
ni hodnoty nepiesahuji 285 pwmol/l. Hemoglobin v erytrocytech podléha rovnéZ neenzymové glykaci, pfi
¢emz vznikaji tfi produkty, z nichZ pouze jeden je dostatecng stabilni, aby mohl byt spolehlivym méfitkem
glykemie v uplynulych 6-8 tydnech. Oznaluje se HbA, , a podle uZité metody se stanovuje bud elektrofo-
reticky, sloupcovou chromatografii, nebo pomoci specifické monoklonalni protildtky. Referen¢ni rozmezi pro
tuto frakci je 4,3-5,7 % celkového hemoglobinu. Kompenzace diabetu do hodnoty 8 % je dobrd, hodnoty nad
tuto hranici jsou neuspokojivé a vyzaduji zahdjeni 1écby nebo prehodnoceni dosavadniho lécebného reZimu.

Zpiisob 1é¢by diabetu by mél odpovidat jeho kategorii. Jak bylo zminéno v y3e, rozhodujici pro zafazeni
do jednotlivych typt je zejména intenzita produkce insulinu a dle stupei resistence vii¢i tomuto hormonu.
Ve spornych pripadech je na mist& pfimé stanoveni hladiny insulinu nebo jeho produkce v pankreatu za stan-
dardnich podminek. Ukézalo se, Ze u pfimého stanoveni insulinu ma nejvétsi informacni cenu vySetieni po
zaté7i glukézou, napt. pfi oGTT. Tak se vyloudi interference s exogennim insulinem, vliv protilatek, atd.
U typu I je hladina sniZend, opoZdéné reakce s hypersekreci inklinuje k diabetu druhého typu. Jedna se tedy
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o projev insulinové rezistence, ktery spolu s dal§imi klinickymi pfiznaky je vyznamnym rizikovym faktorem
pro rozvoj aterosklerdzy.

Hladina pfimo stanoveného insulinu neodpovida jeho endogenni produkci, protozZe velka ¢ast je po sekre-
ci z B bunék pankreatu vychytdna v jatrech (50-60 %). Jatra v§ak propoustéji ¢ast pivodniho polypeptidu,
proisulinu, v mnoZstvi odpovidajicim skutecné produkci. Tento 31 ¢lenny tusek se nazyva ,,spojujici (conne-
cting) peptid“, kratce C-peptid, protoZe v proinsulinu spojuje fetézce A a B definitivniho insulinu do sou-
vislého polypeptidu. Stanovuje se imunochemicky, a jeho hladina v periferni krvi je mirou skutecné sekrece
insulinu, injek&né podany insulin C-peptid neobsahuje. Toto vysetieni dovoluje posoudit i funkci transplan-
tatu slinivky bfis$ni, event. Gplnost pankreatektomie. Referen¢ni hodnoty jsou 0,9-3,5 ug/l.

Pro posouzeni inzulinové rezistence je nejuzndvanéjs$i metodou stanoveni mnozstvi glukozy, které jesté
nevede k hyperglykemii pfi uméle udrZované koncentraci exogenniho insulinu tzv. clampovou technikou.
Cim mensi mnoZstvi glukdzy narusi euglykemii, tim je insulinova rezistence pacienta zavaznéjsi. Autoimun-
ni slozku u diabetu prvniho typu (IDDM) mizeme posoudit stanovenim protildtek proti Langerhansovym ost-
ruvkdm nebo proti enzymu glutamatdekarboxylase. Protilatky se mohou objevit jesté pfed vypuknutim dia-
betu. Zjisténi protilatek proti zvifecimu insulinu je indikace k prevedeni pacienta na lidsky insulin. Jednou
z obavanych komplikaci diabetu je poSkozeni ledvin glomeruldrni skler6zou. MoZnost kontrolovat pocatec-
ni faze poskozeni dava citlivé stanoveni albuminu v mo€i v koncentracich nezjistitelnych b&Znymi papirko-
vymi testy (citlivost od 150 mg/l). Stanoveni tzv. mikroalbuminurie je vlastné zachyceni koncentraci mezi
tfyziologickou albuminurii zhruba 30 mg/1 a béZné stanovovanou hranici 150 mg/1.

CHARAKTERISTIKA SEROVYCH LIPOPROTEINU

DuleZité nepolarni lipidy krevni plazmy, tj. estery cholesterolu a triacylglyceroly mohou byt sice chemic-
Ky stanovovany jako ucelené plazmatické frakce, jsou vSak ve vodé nerozpustné, a proto v krvi nemohou
existovat jako samostatné molekuly. Jejich transport ve vodnim prostfedi je umoZnén teprve vestavénim do
komplexnich ¢astic sférického tvaru s hydrofobnim jadrem a hydrofilnim povrchem, zvanych lipoproteiny
(LP). Biologickou funkci lipoproteint je tedy prenos ve vodé nerozpustnych tuki vodnim prostfedim téles-
nych tekutin do tkani, které je potfebuji ke spInéni svych metabolickych néroku, a souc¢asné odbér od téch
tkani a bunék, které je nejsou schopny samy katabolizovat.

Jak nazev napovida, konstantni stavebni souasti, a podle dnes$nich znalosti i rozhodujicim faktorem pfi
vytvafeni lipoproteinovych astic, jsou bilkoviny. Je pro né vyhrazen specidlni termin apolipoproteiny, zkré-
cené apoproteiny. Apoproteiny spolu s polarnéj$imi tuky, jako jsou fosfolipidy a volny cholesterol, tvoii obal
LP, uvnitf pak jsou lokalizovany vysoce hydrofobni triacylglyceroly a estery cholesterolu. Apoproteiny se
ucastni nejen vystavby lipoproteinovych &astic, ale zajistuji také aktivaci enzymi metabolismu LP a reaguji
s bunéénymi receptory, které umoziiuji vstup LP do bunék. Na schématu je patrno, Ze periferni apoproteiny
na rozdil od integralnich jsou volné pripojeny na povrch ¢astice, coZ usnadiuje jejich pfesun z jednoho LP
na druhy. To je skute¢né jednim z hlavnich principt interakci mezi LP tfidami. Apolipoproteiny jsou velmi
heterogenni skupinou proteinil, roz€lenénych do tfid, oznacovanych velkymi pismeny jako apo A, apo B atd.
Ke ¢lenéni uvnitf tfidy se pouzivaji fimské Cislovky, napf. apo A I, apo A II atd.

Plazmatické lipoproteiny je mozZno rozdélit do Ctyf hlavnich rodin, zahrnujicich chylomikrony (CHM), vel-
mi lehké lipoproteiny (Very Low Density LP, VLDL), lehké lipoproteiny (Low Density LP, LDL) a téZké lipo-
proteiny (High Density LP, HDL). Mimoto se v plazmé vyskytuji sekundarni produkty téchto Castic, jak bude
rozvedeno v dal§im textu. Kazda rodina obsahuje Siroké spektrum céstic s podobnym sloZenim a podobny-
mi metabolickymi funkcemi. Tyto rodiny je moZno separovat na zakladé jejich fyzikalné-chemickych vlast-
nosti, jako je hustota nebo schopnost migface v elektrickém poli. Hustota (denzita) lipoproteini je urena
pomérem proteind k lipidim v rdmci té které Castice. Nejlehéi lipoproteiny obsahuji nejmensi procentudlni
podil proteint, se vzristem proteinového zastoupeni roste i hydratacni denzita.

Nejleh¢i lipoproteiny jsou také objemové nejvétsi a obsahuji nejvys$si mnoZstvi triacylglyceroli (chylo-
mikrony, VLDL).V krvi se chylomikra objevi po poZiti tu¢né potravy a projevi se makroskopicky mlé¢nym
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periferni povrchovy apoprotein
(npt. apo C)

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

jadro: nepolarni slozky
(triacylglyceroly, esterifikovany
cholesterol)

integralni povrchovy apoprotein
(napt. apo B)

Schéma stavby lipoproteinové ¢astice

(,,chyloznim*) zakalenim séra, zatimco VLDL ve vétSim mnoZstvi zptsobi pouze opalescenci séra. Naproti
tomu HDL, nejtéZsi lipoproteiny, jsou také nejmensi a obsahuji vice fosfolipidi a apoproteinii nez kterékoli
jiné LP. Co se tyCe transportu volnych (neesterifikovanych) mastnych kyselin, jsou pifenaSeny ve vazbé na
molekuly albuminu krevni plazmy, takZe pfi fyzikdlnich analyzach sleduji albumin.

Pro separaci lipoproteint na zakladé hustoty je mozno uZit ultracentrifugace, pti které se LP roziadi pod-
le rychlosti, jakou vzlinaji k povrchu zfedéného roztoku NaCl. Tato metoda je ale vyhraZena spiSe pro
vyzkumnou préci. Pro rutinni analyzu je metodou volby elektroforetické rozdéleni, obdobné déleni plazma-
tickych proteind, pouze s rozdilnou metodou barveni. Rychlost migrace pfi elektroforéze LP je umérna rych-
losti sedimentace (a je opakem rychlosti flotace) s vyjimkou stfednich frakci. Elektroforetické poradi je zna-
zoméno na obrazku, spolu s lokalizaci zdkladnich bilkovinnych frakci. Nejrychleji se pohybuje frakce
a-lipoproteinii (odpovida frakci HDL), v oblasti zhruba a,-globulind se nachazi tzv. pre-p frakce (odpovida
VLDL), je§té pomalejsi jsou B-lipoproteiny (LDL). V piipadé, Ze sérum obsahuje chylomikra (u zdravych
jedinct by se vSak na lacno nemély vyskytovat), setrvavaji na misté startu. Po strance kvantitativni prevla-
daji B-LP (asi 50 % veskerych LP), o-LP a preB-LP frakce jsou pfitomny zhruba v polovi¢nich mnoZstvich.

Jak demonstruje tabulka sloZeni lipoproteinovych €astic, procentudlni podil proteinii vzristd od CHM
k HDL, tj. nepfimo imémé rozmérim komplexu. Nejbohatsi na triacylglyceroly jsou frakce chylomikroni
a VLDL, nejvice cholesterolu je ve frakci LDL. Nezanedbatelny podil cholesterolu vSak obsahuji i HDL,
a z kvantitativniho hlediska je vyznamny i pfisun cholesterolu z potravy prostfednictvim chylomikrond.
Z tabulky a z proporci apoproteini uvnitf jednotlivych tiid (zde neuvedeno) lze odvodit, Ze stanoveni apo
B-100 je obrazem zejména mnoZstvi LDL, zatimco apo A-I kvantitativné charakterizuje HDL frakci.

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

chylomikrony —s chylomikrony
B-LP

VLDL
DL — = pre-B LP

HDL ——» o-LP

Porovnani déleni lipoproteini ultracentrifugaci a elektroforézou
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Do vy¢tu biomedicinsky dileZitych lipoproteinti je tfeba zahmmout také lipoprotein (a). Je nachazen v riz-
né koncentraci v plazmé a je zjiSténo, Ze pfi jeho zvySeni nad 0,3 g/l stoupe vice neZ dvojnasobné vyskyt kar-
diovaskularnich onemocnéni. Tento rizikovy faktor je nezavisly na jinych hyperlipoproteinemiich. Na elekt-
roforéze je hybnosti nejblize pre-f LP(,sinking pre-f,,), tj. VLDL, svou velikosti vSak odpovida spise LDL
Casticim. Jeho proteinova soucést je zajimava: obsahuje apo B-100 disulfidicky vazany na protein podobny
plasminogenu. Tento fakt naznacuje i patologicky mechnismus jeho pusobeni. Pfedpoklada se, Ze brani vaz-
bé plasminogenu na monomery fibrinu a vyvazuje aktivator plasminogenu, takZe narusuje koagulacni rov-
novéahu ve smyslu zvySené tvorby krevnich srazenin.

Charakteristika lipoproteina krevniho séra

tfida: CHM VLDL LDL HDL
elfo mobilita: start pre-3 B o
velikost (nm): 102-104 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 B-100 apo Al
apo B apo A Il
apo C I-11I apo CII
apo E apo D
apo E

METABOLISMUS LIPOPROTEINU

Chylomikrony (CHM) vznikaji v intestinalnich epitelidlnich buiikdch po poZiti tukd v rekonstitu¢nim pro-
cesu, pri kterém jsou del§i mastné kyseliny uvolnéné travicimi enzymy reesterifikovany na triacylglyceroly,
pfipojen cholesterol, apoproteiny, a kompletni ¢astice jsou exocytosou transportovany do lymfy. Ackoli cho-
lesterol pfispiva k hmotnosti ¢astice jen nepatrnou mérou (5 %), jedna se o hlavni cestu, kterou je pfijiman
do téla. V krvi jsou chylomikra obohacovana o dalsi apoproteiny, zejména apo C II, apo E, a to pfenosem
z HDL. Apo C II aktivuje lipoproteinlipdzu, enzym zakotveny na endothel kapilar, ktery hydrolyzuje tria-
cylglyceridovy podil na volné mastné kyseliny (NEMK). Zajimavy tikaz vycefeni séra po podani heparinu je
zpusoben vytésnénim lipazy z vazby na kapilarni sténu, kam se pripojuje prostfednictvim heparansulfatu.
Lipaza se tak uvolni do krevniho ob&hu a masivné hydrolyzuje TG lipoproteini. Chylomikrony jsou za nor-
malnich okolnosti pomérné rychle odbourdvany (poloc¢as asi 30 min.), plazma se vyCefuje, a neesterifikova-
né mastné kyseliny jsou odebirany tkan€mi pro energetické zpracovani (svaly), biosyntézu triacylglyceroli
(jatra, tukova tkar), v pfipadé nékterych nenasycenych mastnych kyselin pro syntézy eikosanoidi, atd.

Po odbourani vétSiny triacylglyceridového podilu €astice disociuji z vazby na lipoproteinlipazu jako chy-
lomikronové zbytky (chylomicron remnants, CHR). Tyto pak jsou rychle odstranény z cirkulace jaternimi buii-
kami prostfednictvim povrchovych receptorii pro apo E.

Velmi lehké lipoproteiny, VLDL, jsou produkovény pfedevsim jatry, ale také stfevni sliznici, jako Castice
obsahujici velké mnoZstvi triacylglyceroli (TG), z apoproteinti pak zejména apo B-100 a apo C, z&asti pie-
sunuté z HDL. Obdobné jako chylomikrony, také VLDL reaguji s lipoproteinlipazou kapilarnich stén za
odbourani podstatného podilu TG. Kromé toho pfejimaji od HDL estery cholesterolu vyménou za TG. Zmen-
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Senym Casticim se fikd lipoproteiny stFedni hustoty (intermediate density lipoproteins, IDL, VLDL remnants).
Mohou mit dvoji osud. VétSina je po vychyténi jatry kompletné metabolizovana — co je jednou z moZnych
forem pfesunu cholesterolu do jater, znaény podil je vsak jaterni lipazou zbaven dalSich triacylglycerolii a tim
pfeménén na Céstice dalsi kategorie, tj. lehké lipoproteiny, LDL.

Hlavni tlohou lehkych lipoproteinii (LDL) je zésobovat tkané cholesterolem. Cholesterol je pro vSechny
buiiky zcela nezbytny. VEétsinou jsou schopny jeho syntézy z acetyl-KoA. Pokud odebiraji lipoproteinovy
cholesterol, déje se tak prostfednictvim buné&nych receptorti, které reaguji s apo B-100 na povrchu LDL.
Apo B-100 je kompletni polypeptidovy produkt genu pro apo B, produkovany jaternimi bufikami, a jako
takovy reaguje s receptorem, na rozdil od zkracené varianty apo B-48, produkované ve stfevni sténé a zabu-
dované do CHM. Podle typu tkané a momentélnich potieb je cholesterol VyuZit na vystavbu membran nebo
produkei steroidnich hormonii (ovaria, testes, nadledvinky), pfipadng vyloucen v podobé ZluCovych kyselin
(jatra). Ukazalo se, Ze vysoka koncentrace LDL, jmenovité vysokodenzitni frakce LDL,, koreluje se zvySe-
nym vyskytem koronarni ateroskler6zy. Pokud buiika odebrala adekvatni mnoZstvi externiho cholesterolu,
dochazi za normalnich okolnosti k omezeni vlastni bunéené syntézy. Déje se tak pfedev§im sniZenim aktivi-
ty kli€ového enzymu biosyntézy, hydroxymethylglutaryl-KoA-reduktdzy, dale je omezena produkce recepto-
rovych bilkovin, a koneCné je zvySena aktivita acyl-KoA:cholesterol-acyltransferdzy. Posledné jmenovany
enzym esterifikuje prebytek cholesterolu do zasobni formy.

tenké strevo

@\//\/\izf\j
V
L

VLD CHM

Jatra ’ perif. tkané
LPL ~
CHR KA’ MK )

I

S MK — |
\J LPL
VLDL , IDL —HL-> | pL ———> CHOL-E

CHOL-E

CHOL X HDL ﬁ’—_ CHOL

HDL
nasc.
CHOL, CHOL-E,
PL

ZLUCOVE K. CHM,f\"LDL
CHOL

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

CHR - zbytky chylomiker ~HDL - t&7ké LP

Zucovod

HL - hepatalni lipiza

ZjednoduSené schéma transportu lipidé (podrobnosti v textu)



Kromé pfisunu cholesterolu burikdm musi byt zajistén také odsun nadbyte¢ného cholesterolu, protoZe nase
buriky nejsou schopny odbourat steranové jadro. Cholesterol jsou schopny vyloucit pouze jaterni bunky. Cho-
lesterol je odstrafiovan jen z menSi ¢asti jako takovy, hlavni odpadni formou tvori Zlu¢ové kyseliny. Pfesun
cholesterolu do této ,konecné stanice®, tj. reverzni transport, maji za kol rézké lipoproteiny, HDL. Nové
vytvofené HDL (,,nascent HDL*) jsou produkovény jatry, ¢astecné také stfevni sliznici, a to jako diskovité
ttvary, které teprve po odbéru cholesterolu z buné¢nych membran, eventudlné z leh¢ich LP, a po jeho esteri-
fikaci nabyvaji sférického tvaru. Esterifikace, kterd je velmi dileZita pro dalsi osud cholesterolu, je umozné-
na dal§im klicovym enzymem lipidového metabolismu, lecitin:cholesterol-acyltransferdzou (LCAT). Aktiva-
torem tohoto plazmatického enzymu je apo A I. LCAT esterifikuje cholesterol na povrchu disku, pfenésejic
mastnou kyselinu z polohy 2 lecitinu (fosfatidylcholinu). Tim se cholesterol stava nepolarni a putuje do stfe-
du castice. RozliSuje se né€kolik klinicky vyznamnych subfrakci zralych HDL. Cholesterol z HDL muzZe byt
odebran jatry pfimo, ale miiZe byt pfedan i jinym LP. Jsou-li t€émito akceptory zbytky chylomiker (CHR),
putuje cholesterol rovnéz do jater. V piipadé IDL je mozny jak transfer do jater, tak do riznych tkani ve for-
mé LDL. Z toho je patrno, Ze reverzni transport cholesterolu do jater za pomoci HDL nemusi byt pfimy, ale
miiZe zahrnovat také lipoproteiny jiné tfidy nebo buriky nejaterniho piivodu. V protikladu k LDL je koncent-
race HDL v plazmé, a to zejména subfrakce HDL,, nepfimo iimérna vyskytu koronarni aterosklerozy.

Pokud bychom méli na zavér zhodnotit hlavni funkce jednotlivych kategorii lipo-protein, je moZno uvést,
Ze (1) chylomikra a VLDL jsou zdrojem energeticky bohatych mastnych kyselin, véetné esencidlnich; (2)
LDL poskytuji cholesterol, coz je dileZité zejména pro buiiky, které si jej samy nevytvareji; (3) HDL regu-
luji pfesuny a vylucovdni cholesterolu a katabolismus lipoproteinit s vysokym obsahem triacylgylcerolu
poskytovanim apoproteint (C, E).

LABORATORNI STANOVENI SLOZEK LIPOPROTEINU

slozka muzi I Zeny (pred menopausou)
CHOLESTEROL (celkovy) <5 mmol/l
LDL cholesterol <3 mmol/l
HDL cholesterol >1 mmol/l >1,2 mmol/l
TRIACYLGLYCEROLY 0,9-1,7 mmol/l
NEESTERIFIKOVANE MK (NEMK) 0,1-0,6 mmol/l
Apolipoprotein A—I > 1,4 ¢/ I > 1,6 g/l
Apolipoprotein B <09 g/l :
Apo A-1/Apo B > 1,5 >1,7
Lipoprotein (a) <03 g1

Vysetfeni lipidového metabolismu patfi mezi nejZadané;si laboratorni testy vzhledem ke klicové roli, kte-
rou lipidy hraji v patogenesi aterosklerotickych cévnich onemocnéni, pfedev§im u ischemické choroby srdec-
ni. Mezi zdkladni stanoveni patii hladina celkového cholesterolu a triacylglycerolii. Ve zdiivodnénych piipa-
dech se urcuje distribuce cholesterolu mezi HDL a LDL, event. se stanovi hlavni apoproteiny téchto
lipoproteinti. V ramci pétrani po dalSich rizikovych faktorech pro rozvoj aterosklerdzy je moZno stanovit
i LP(a). Hladina NEMK se vztahuje spiSe k metabolickym situacim, které jsou provazeny zvysenou utiliza-
ci triacylglycerolu.
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Stanoveni cholesterolu (CHOL) je zahajeno hydrolyzou jeho estert, tj. formy, ve které se vétsSina CHOL
v plazmé nachazi. Kvantitativni analytické metody dnes vyuZivaji specifickych enzymovych reakci. Celo-
svétové je roz§ifeno zejména pouZiti nasledujici trojice enzymi: cholestrolesterazy, cholesteroloxidazy
a peroxidazy, u¢inkujicich podle rovnic:

cholesterolesterdza
CHOL-ester + H,O CHOL + mastné kys.
cholesteroloxiddza
CHOL + O, + H,0 cholestenon + H,0,
peroxiddza
H,0, + chromogen barevny produkt + H,O

voevs

tord rozvoje aterosklerézy. U osob stfedniho véku by se hladina méla pohybovat v rozmezi 3,8-5,2 mmol/l.
Zvyseni na 6,5 mmol/l jiZ zdvojnasobuje riziko, pfi je§té dal$im vzestupu roste riziko exponencidlné.
Je vSak tfeba dodat, Ze fada pacientd se srdeCnim infarktem ma hodnotu cholesterolu uvnir referencniho
rozmezi. Je tedy zfejmé, Ze v téchto piipadech musime hodnotit i distribuci cholesterolu v jednotlivych
lipoproteinech.

HDL cholesterol v krevnim séru je moZno stanovit stejnou analytickou metodikou, po odstiedéni ostatnich
CHOL obsahujicich frakci precipitovanych fosfowolframovou kyselinou s hofe¢natymi ionty. Co se tyce
LDL cholesterolu, je mozno kromé pfimé metody stanoveni pouZit i nasledujici vypocet pomoci Friedewal-
dovy formule:

CHOL, ,, = CHOL,;, — (CHOL,;,, + 0,457 TG)

Index u sérové hodnoty triacylglyceroli (TG) je zdivodnén pfitomnosti CHOL ve frakci VLDL (viz
tabulku sloZeni lipoproteini). Tuto rovnici nelze pouZit pii vzestupu TG nad 4,5 mmol/l.

Pomér mezi ,,ne-HDL* a HDL cholesterolem lze vyjadrit jako tzv. aterogenni index (Al). Pti jeho vzestu-
pu nad hranici zhruba 3 se zvysuje nebezpeci vyskytu aterosklerotickych komplikaci.

CHOL,,, — CHOL,,
CHOLy;p;

Al =

Zjisténi koncentrace hlavnich apoproteinii je nakladnéjsi, provadi se imunochemickymi metodami. Jeho
vyhodou je vSak pfesné€jsi uréeni molarni koncentrace klicovych LP. Apo A-I je ukazatelem mnozstvi HDL,
Apo B-100 je méfitkem LDL frakce. Oba apoproteiny se vyskytuji v poméru jedné molekuly na LP &astici,
nemiZe tedy dojit ke zkresleni kolisavym podilem lipidickych sloZek. Zvyraznéni zmén z hlediska apopro-
teina se docili stanovenim poméru Apo A-1/ Apo B-100. Tento podil by mél dosahovat alesponi 1,5 u muzi
a 1,7 u Zen fertilniho véku.

Stanoveni triacylglycerolii (TG) je rovnéZ nékolikastupniovy proces. Jako v pfipadé cholesterolu je zaha-
jen hydrolyzou esterovych vazeb, a to bud zmydelnénim, nebo pomoci lipazy. Pri vlastnim stanoveni je dnes
davana prednost enzymovym metoddm. Jako piiklad je moZno uvést kombinaci glycerolkindzy a glycerol-
fosfatoxidazy s peroxiddzovym zakonCenim. Alternativni metodou je chemickd modifikace glycerolu
s naslednou barevnou reakci. VyZaduje vSak extrakci TG do organického rozpoustédla. Referencnim rozme-
zim pro triacylglyceroly je 0,9—-1,7 mmol/I. Pti hodnoceni se piihliZi k pohlavi a véku, zvySené hladiny se
nachdzeji u mnoha pacienti s ischemickou srdecni chorobou.

Neesterifikované mastné kyseliny (NEMK) patii rovnéz k lipidickym frakcim. Ke zvySené hladiné, tj. nad
0,6 mmol/l piispiva rychlejii odbouravani tukovych zdsob pti hladovéni, cukrovce, po vyplaveni adrenalinu.
Pokles jejich hladiny miZe byt vyvolan pfisunem glukézy nebo insulinem. Ke stanoveni se vyuZiva pfeve-
deni na médnata mydla s naslednym stanovenim meédi barevnou reakci.
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HYPERLIPOPROTEINEMIE A OSTATNI RIZIKOVE FAKTORY
SE VZTAHEM K ROZVOJI ATEROSKLEROZY

Poruchy lipoproteinového metabolismu se projevuji pfedevsim jako zmnoZeni jednotlivych frakci. Uby-
tek nebo chybéni LP jsou vzacné a jsou zpisobeny vrozenymi defekty apoproteini.

Hyperlipoproteinemie provazeji Casto choroby a patologické stavy jako je diabetes, hypothyredza,
nefroticky syndrom, choroby jater a pankreatu, chronicky alkoholismus, nebo zvySeny privod estrogeni
a glukokortikoidi. Kromé toho se vSak vyskytuji i jako primdrni poruchy, a to nasledkem vrozenych dis-
pozic, k nimzZ pfispiva i nevhodny zptsob Zivota. Jak primdrni, tak sekundarni stavy jsou vyzna¢nym rizi-
kovym faktorem pro vznik aterosklerézy a jejich komplikaci. Nejsou.vSak jedinym rizikovym faktorem,
ktery je moZno odhalit v biochemické laboratofi. V zavéru se proto zminime i o ostatnich duleZitych rizi-
kovych faktorech.

Jak jiz bylo naznaceno v predchozi kapitole, pfi vySetreni lipidového metabolismu vychazime ze zaklad-
nich ukazateld, tj. z koncentrace cholesterolu a triacylglycerol v séru. Jejich odchylky nam dovoli zaradit
hyperlipoproteinemii do jedné ze tfi zdkladnich kategorii (viz tabulka).

Jak vyplyva z predchoziho vykladu, v pfipadé cholesterolu je velmi duleZité, v jakém typu lipoproteinu je
cholesterol zabudovédn. VySetfeni se proto zpravidla dopliiuje o HDL cholesterol (dava vétSinou soucasné
informaci o LDL cholesterolu, viz pfedchozi kapitola), eventuelné se stanovuji apoproteiny Apo A-I a Apo
B(100). Timto zpisobem muZeme zhodnotit riziko aterosklerézy pomoci aterogenniho indexu (AI) nebo
pomeéru Apo A-1/Apo B. Fyziologickd rozmezi jsou uvedena v tabulce stanoveni sloZek lipoproteini.

Klasifikace hyperlipoproteinemii dle hladin CHOL a TG

L Hypercholesterolemie (izolované zvySeni celkového CHOL, prevazné v LDL)
11 Kombinované hyperlipidemie (soucasné zvyseni CHOL a TG)
IIL. Hypertriacylglycerolemie (izolované zvyseni TG)

Donedévna se provadéla klasifikace hyperlipoproteinemii metodou vypracovanou Fredricksonem. Vzhle-
dem k tomu, Ze je zminovana v zakladni literatufe, stru¢né ji popiSeme. Fredrickson rozd€lil hyperlipoprote-
inemie na 5 skupin podle vzhledu séra (na la¢no odebraného) po 12 hodinach, koncentrace CHOL a TG,
a elektroforetické frakcionace. U vzorkl byl hodnocen zédkal, ev. pfitomnost smetanovité povrchové vrstvy.
Z3kal vznika pfi prevaze VLDL frakce, flotujici bila vrstva signalizuje intaktni chylomikrony, které persis-
tuji pfi vzacném defektu lipoproteinlipdzy. Ciré sérum se pozoruje pouze u zvyseni LDL frakce, bohaté na
cholesterol. Nejcastéj$imi poruchami jsou typy II a IV. Typ Ila je charakterizovan zvySenym cholesterolem
a B-LP, u typu IV jsou zvySeny triacylglyceroly a preB-LP, typ IIb je kombinaci obou pfedchozich. Jmeno-
vané nejbéznéjsi poruchy jsou tedy analogické jiZ uvedenému tfidéni podle hladin CHOL a TG.

Genetickd slozka vystupuje do popredi zejména u familidrni hypercholesterolemie. Zde se jedna o posti-
Zeni funkce LDL receptort, at uZ je nasledkem konkretni mutace, nedostatecna syntéza nebo porucha tran-
sportu tohoto proteinu. Podobné se projevi i defekt Apo B-100, ktery neni schopen vazby na receptor.
Nasledkem je zvySena koncentrace LDL v krvi, ale 1 zvySena syntéza CHOL v bunikdch. Homozygoti vyka-
zuji hyperlipoproteinemii typu Ila dle Fredricksona, heterozygoti typ IIb. Homozygoty miZe postihnout
srdecni infarkt jiZz ve tfeti dekadé Zivota. V této oblasti se pocCitd s rozvojem diagnostiky na trovni DNA
pomoci polymerazové fet€zové reakce (PCR).

Na vzniku aterosklerdzy se v§ak mohou podilet i faktory jiného druhu, ¢asto kombinované. Apoprotein B-
100 miZe totiZ byt sekundarné chemicky pozménén, ¢imZ vazne jeho rozpoznani LDL-receptory. Jednd se
o modifikace dvojiho druhu. Apo B miiZe byt v cévni st€né, kam pronika zejména pii poSkozeni endothelu,
jednak oxidovan volnymi radikaly, jednak podléhat glykaci, emuZ napomaha zvySena koncentrace glukozy.
Synergické ptsobeni téchto dvou procest se nazyva glykooxidace. Tim se stava modifikovany apoB inicia-
torem zanétu cévni stény, ktery dnes pokladame za zaklad kornaténi tepen. V této souvislosti je tieba se zmi-
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nit o protektivni funkci HDL. HDL brani totiZ oxidaci LDL jednak likvidaci oxida¢nich faktort, jednak
vyménou oxidovanych sloZzek LDL, za vlastni neoxidované, a jejich vyloucenim.

Nyni pojedname kratce o dalSich rizikovych faktorech. V prehledu klinicky vyznamnych LP (kap. 2.5) byl
jiz zminén lipoprotein(a). Jedna se o kombinovanou molekulu, kde je k fetézci Apo B-100 disulfidickou vaz-
bou pripojen protein s vysokou homologii vi¢i plasminogenu, zékladni bilkoviné fibrinolytického systému.
Jak je zfejmé, pusobeni se tyka hlavné zvySeni rizika thrombotickych komplikaci aterosklerézy. LP(a) vSak
navic podnécuje také proliferaci bunék hladkého svalstva cévni stény, jeden ze dileZitych Ciniteld v patoge-
nesi aterosklerdzy. Zvyseni LP(a) nad 0,3 g/l se nachazi u osob s infarktem myokardu, mozkovymi cévnimi
pfihodami a sklerotickymi chorobami dolnich koncetin.

Dal$im rizikovym faktorem pro vznik predCasné aterosklerdzy a jejich komplikaci je zvySena hladina
homocysteinu v plazmé. Z metabolismu aminokyselin vyplyva, Ze na mnoZstvi homocysteinu maji vliv enzy-
my methylentetrahydrofolatreduktidza, methylentetrahydrofolat:homocystein-methyltransferaza a cystathio-
ninsynthasa, a ptislusné koenzymy. Teoreticky postiZeni aktivity kteréhokoli enzymu nebo deficit koenzymu
miiZe vést k hromadéni homocysteinu, ev. homocystinu. U latentnich poruch je mozno sledovat jeho hladinu
po podéani methioninu. Mechanismus pusobeni je dosud nejasny, je vSak dileZité, Ze tento vyznamny riziko-
vy faktor lze Casto velmi dobie kontrolovat podavanim kyseliny listové.

Fibrinogen je protein akutni faze (viz kapitola Bilkoviny krevni plazmy), soucasné také nezavisly faktor
aterogenese. Uplatiiuje se zvySenou viskozitou krve, infiltraci arteridlni sté€ny, vazbou lipoproteint, stimula-
ci bun&cné proliferace a agregace thrombocytd.

Proteinurie mirného stupné, zvana mikroalbuminurie, rovnéZz predisponuje ke kardiovaskuldrnim choro-
bam. Signalizuje zvySenou propustnost endotelu, a to nejen glomerularnich kapilar, ale 1 vétsich tepen koro-
narnich a mozkovych.
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Nizkomolekularni slozky krevni plazmy

Bilirubin: vznik, transport, degradace

Hem je degradovan mikrosomalnimi enzymy retikuloendothelidlniho systému (RES), prevdzné ve sleziné.
Zdrojem hemu jsou prevazné zaniklé erytrocyty, ¢ast ale pochazi i z myoglobinu a cytochromt. Prvnim kro-
kem je otevieni porfyrinového prstence v pfitomnosti hemoxygendzy, molekularniho kysliku a NADPH.
Uvoliiuje se pfitom atom Zeleza a molekula oxidu uhelnatého, produkt oxidace methylenového mastku mezi
isopyrrolovymi kruhy. Vznikly linearni tetrapyrrol byl nazvan biliverdin, vzhledem ke své zelené barve.
Nasleduje redukce centradlniho methylenového mustku biliverdinreduktidzou za vzniku oranzZového bilirubi-
nu. Denni produkce bilirubinu je za normalnich okolnosti 250-300 mg. Barevnou proménu hemu na biliru-
bin vsichni zndme z vyvoje krevnich vyroni.

COOH COOH
ﬁﬁz CHy §Ha ﬁﬂz
CH, CHp CHp CHy CHy G

sSuPulsl

bilirubin

Z bunék RES je bilirubin uvolnén do krevniho ob&hu. Transport ve vodé Spatné rozpustného bilirubinu je
umoznén pripojenim k albuminu krevni plazmy. Vazebna kapacita albuminu pro bilirubin je znacna, ale ne
neomezend. Asi 250 mg bilirubinu se miZe vazat na 1 I plazmy relativné pevnou vazbou, pfebytek ma vSak
jen velmi nizkou vazebnou schopnost, takZe snadno prechazi do tkani. Cetné latky, mezi které patii i salicy-
laty, sulfonamidy a antibiotika, soutéZi s bilirubinem o vysoce afinitni mista na molekule albuminu. Infiltra-
ce tkani, zejména CNS, bilirubinem je obavanou komplikaci novorozenecké hyperbilirubinemie, které je nut-
no zabranit.

Navzdory své vazbé k albuminu je bilirubin snadno pfebiran povrchovymi strukturami jaternich bunék,
které maji k bilirubinu mimoraddné vysokou afinitu. Odbérovy systém hepatocytu ma tedy za normalnich
okolnosti dostate¢nou kapacitu vzhledem k nabidce bilirubinu, coZ neplati vZdy pro jeho néasledné zpracova-
ni a vylu€ovani. Pro nitrobuné¢ny transport maji vyznam bilkoviny Y a Z. V jatrech probiha navazani (kon-
Jjugace) jedné aZ dvou molekul kys. glukuronové esterickou vazbou na zbytky propionové kyseliny bilirubi-
nu. Konjugovany bilirubin je slaba kyselina, pfi fyziologickém pH ve formé soli. Touto modifikaci se zvySuje
rozpustnost ve vodé a jsou vytvoreny predpoklady pro vylouceni do Zluci. Cely proces katalyzuje enzym glu-
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kuronyltransferdza, donorem kys. glukuronové je UDP-glukuronid. Indukce glukuronyltransferazy mtize byt
vyvoldna i uritymi farmaky, napf. barbituraty. Sekrece bilirubin-bis-glukéziduronatu (diglukuronidu) do Zlu-
¢i je zprostfedkovédna aktivnim transportem, ktery ma vSak na rozdil od absorpce kapacitu omezenou, a je
proto rychlost urCujicim faktorem odstranovani bilirubinu.

Zjednodusené schéma tvorby a premén bilirubinu

RES
HEMOGLOBIN

(Cerveny)
globin
CO
Fe3+

BILIVERDIN
(zeleny)

redukce

BILIRUBIN
(oranzZovy)

KREV Y
BILIRUBIN o ALBUMIN

JATRA

konjugace

BILIRUBIN-BIS-GLUKURONAT

STREVO

T gjukuronit

redukce

UROBILINOGEN-STERKOBILINOGEN
(bezbarvé)

oxidace

UROBILIN-STERKOBILIN
(Zluté)

Rozpustnost konjugovaného bilirubinu usnadiiuje jeho analytické stanoveni. Je schopen s ¢inidly reago-
vat ,,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 synony-
mum ,, pFimy“ bilirubin, pro nekonjugovany ,, neprimy“. ProtozZe konjugovany bilirubin neni vazéan na bilko-
vinu, miZe pronikat glomerulem do moci.

Konjugovany bilirubin je $patné vstfebavén stfevni sliznici. BEhem stfevni pasaze vsak jsou odsStépeny
zbytky glukuronové kyseliny bakterialnimi hydroldzami a bilirubin je redukovan na fadu produkti, zejména
bezbarvy urobilinogen a sterkobilinogen. Tyto tetrapyrroly se jiZ vstiebavaji l€pe, takZe vétsi Cast je reabsor-
bovéna (asi 70 %), zachycena jaternimi bunkami a znovu vylouc¢ena do Zlui, Gcastni se tedy enterohepatdl-
niho obéhu. Pti poSkozeni hepatocytu nebo jeho pretizeni mnoZstvim produktl pronikaji tyto latky do vel-
kého obéhu a jako bezprahové latky se vylucuji ledvinami, takZe je prokazujeme v moci. Urobilinogen
a sterkobilinogen se vzdu$nym kyslikem oxiduji na zluté pigmenty urobilin a sterkobilin, k emuZ dochazi
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v distalni ¢asti traviciho traktu. I tyto produkty se ¢aste¢né ucastni enterohepatdlniho obéhu. Malé mnoZstvi
uvedenych produkti se vylucuje i za normalnich okolnosti do moci, coZ byva vysvétlovano mj. prinikem do
velkého obéhu cestou haemorrhoidalniho plexu. Souborné mizeme degradacni produkty bilirubinu, vysky-
tujici se ve stievé, nazvat urobilinoidy.

Cast urobilinoidi je degradovéna na dipyrrolové fragmenty, které mohou polymerizovat na hn&dé meso-
bilifusciny. Tyto produkty, spolecné s oranZovym urobilinem a sterkobilinem, zabarvuji stolici. Je-1i vSak
zablokovén odtok Zluci do stfeva, napf. zaklinénym kamenem, ma stolice béloSedou barvu pro nepfitomnost
Zlucovych barviv, a vysoky obsah nestravenych tuka (acholickd stolice). V tomto pfipadé nemohou byt
degradacni produkty bilirubinu pfitomny ani v moci. Jiny vzhled ma stolice pfi chybéni nebo pii poruse stiev-
ni bakterialni flory, ktera se ucastni redukénich pfemén bilirubinu. Tento stav se nachazi fyziologicky u novo-
rozencu, piipadné je navozen lé¢bou Sirokospektrymi antibiotiky. Zde je vyluCovan nezménény bilirubin,
eventudlné dochazi k jeho oxidaci na zeleny biliverdin, jak vidime na meconiu novorozenct. Podobny efekt
ma i velmi rychla pasdz stfevniho obsahu.

Stanoveni bilirubinu v krvi

V krvi stanovujeme bilirubin kvantitativné po pfevedeni na diazobarvivo (Van den Berghova diazoreakce).
Cinidlem je diazotovana kyselina sulfanilova, pfipravena bezprostfedné pied stanovenim ze sulfanilové kyse-
liny a dusitanu sodného v prostfedi HCI. Barevny produkt ma povahu indikatoru: v siln€ kyselém prostredi je
modry, v neutrdlnim Cerveny a v alkalickém zelenomodry. Bilirubin konjugovany (,,pfimy*) vstupuje do reak-
ce okamZité, bilirubin nekonjugovany (,,nepfimy*‘) reaguje kvantitativné aZ po pridani urychlovace, akcelera-
toru, ktery zajisti vytésnéni z vazby na albumin a solubilizaci, coZ je pfedpoklad pro kvantitativni reakci s dia-
zo¢inidlem. Akceleratorem mohou byt organicka rozpoustédla misitelna 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 nemé-
la pfesahovat 22,2 umol/l. V obdobné reakci, ovSem bez akceleratoru, uréime pak koncentraci konjugovaného
(,primého*) bilirubinu, ktery by nemél presahnout 4,3 umol/l. Rozdil téchto dvou hodnot odpovida bilirubi-
nu nekonjugovanému. Presahne-1i koncentrace konjugovaného bilirubinu asi 34 pmol/l, tj. ledvinny préh, uni-
ké pigment do moci, kterd tmavne, piipadné po oxidaci na vzduchu nabyva zeleny odstin. Nekonjugovany bili-
rubin rendlni barierou neprojde ani pfi velmi vysokych koncentracich.

Pi kvantitativnim stanoveni abnormalné vysokych sérovych hodnot, které prichazeji v tivahu pii novoro-
zeneckych Zloutenkach, je nejpraktiCtéjsi primé fotometrické stanoveni pti dvou vinovych délkach, s nasled-
nym vypoctem. VySetfeni je dileZité vzhledem k hranici (asi 340 pmol/l), nad kterou je jiZ indikovana vymeé-
na krve novorozence, tzv. exsanquinacni transfuze.

Klasifikace hyperbilirubinemii

Vystoupi-1i hladina bilirubinu v krvi nad zhruba 35 pmol/l, za¢ne barvivo infiltrovat sklery a sliznice, roz-
viji se Zloutenka (ikterus). Zloutenka je priznak, ktery provazi vice chorob rizného pivodu. Ke zmnoZeni
bilirubinu dochézi jeho nadmérnou tvorbou, porusenim transportu v hepatocytu, nedostatecnou konjugaci,
snizenym vyluCovanim do Zlu¢i, nebo piekdzkou odtoku (obstrukci) ve Zlucovych cestach. Na zaklad€ cent-
ralniho postaveni jater pti vyluCovani bilirubinu byly iktery ¢lenény na prehepatalni, hepatalni a posthepa-
tilni. S ohledem na laboratorni nédlez a patogenezi vak dnes preferujeme rozdéleni hyperbilirubinemii na
nekonjugované, smiSené a konjugované.

Nekonjugované hyperbilirubinemie

Pii nékterych defektech erytrocyti vrozenych &i ziskanych (hemolytické anemie, hemoglobinopatie,
transfuze inkompatibilni krve) je produkovano takové mnoZstvi bilirubinu, Ze je pfekroc¢ena vylu€ovaci kapa-
cita jater a dochazi ke hromadéni nekonjugovaného bilirubinu v krvi (,, prehepatdini ikterus “). Masivni kon-
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verze na produkty typu urobilinogenu a urobilinu se projevi jednak na zabarveni stolice (polycholicka stoli-
ce), jednak nalezem Ehrlich a Schlesinger pozitivnich latek v moci. Bilirubin a ZluCové kyseliny v3ak v moci
chybgji. Do této kategorie fadime i novorozenecky ikterus, na kterém se primarné podili zvySeny rozpad fetal-
niho hemoglobinu, ale uplatiiuji se i dal§i mechanismy, jako je nezralost konjugacniho systému a nedostatek
nitrobunéénych vazebnych proteinii. Zvysena propustnost hematoencefalické bariery zvySuje riziko prostu-
pu lipofilniho nekonjugovaného bilirubinu do CNS a jeho vazby na citlivé struktury, zejména bazélni gang-
lia (,,kernikterns*) s naslednou encefalopatii. Podobny laboratorni obraz miiZe vyvolat dédi¢na porucha glu-
kuronyltransferazy, kde vSak neni nadprodukce urobilinogenu a mocovy nélez je proto chudsi. Enzymovy
defekt se klinicky manifestuje jako veelku benigni Gilbertav syndrom nebo jako Crigler-Najjariv syndrom,
u néhoZ zname i letalni formu. Céstecnou inhibici enzymu u kojenct muZe vyvolat pregnandiol obsaZeny
v matefském mléce.

Smisené hyperbilirubinemie

Jmenovand kategorie se piekryva s pojmem ,, hepatdlni iktery“, protoZe je spojena s poSkozenim jaterni-
ho parenchymu. Castou pfi¢inou je virova infekce, miZe se vSak uplatnit i jiny mikrobidlni faktor a cela Ska-
la toxickych latek (chlorované uhlovodiky, faloidin, etanol, atd.). Zloutenka je pfitomna i v terminalnich sta-
diich cirrhosy jater. U t&chto stavii je zpravidla postiZeno jak vychytavani a transport bilirubinu v jatrech, tak
jeho konjugace. Priivodnim jevem je tedy vzestup obou forem bilirubinu v plazmé a jeho pfitomnost v moci,
jakmile je prekroCen ledvinovy prah. Velmi ¢asnym nalezem je pozitivni Ehrlichova aldehydova reakce
v modi, kterd signalizuje pfitomnost urobilinogenu (dfive nazyvaného ,,pigment nemocnych jater®, i kdyZ je,
jak vime, bezbarvy). Urobilinogen v obdobi kulminace zanétu zmizi, aby se znovu objevil pfi poklesu bili-
rubinu. U hepatitid je naruien pomér albuminu a globulind v séru, coZ se projevi poklesem A/G koeficientu.
V plazmé se zvySuje aktivita nékterych enzymi, zejména aminotransferdz. Aktivita ALT je pfitom umérna
poctu postizenych hepatocyti, zatimco AST informuje o zavaZnosti buné¢ného postiZeni. Typické je i zvy-
Seni LD izoenzymu M, a Zeleza.

Orienta¢ni schéma laboratornich nalezii u Zloutenek (hyperbilirubinemii, HB)

hemolyticky ikterus hepatdlni poskozeni obstrukcni ikterus
(nekonjug.HB) (smiSené HB) (konjug. HB)
KREV bilirubin konjugovany - + +
bilirubin nekonjugovany + + -
1 A/G koef. - + -
ALT (AST), LD-M, - + -
ALP, GMT - -
MOC bilirubin - +
urobilinogen + + -
Zlué. kyseliny - + +

Konjugované hyperbilirubinemie

Nejcastgjsi pricinou této kategorie iktert, kterd zhruba odpovida ,,posthepatdlnimu ikteru®, je preruSeni
odtoku Zluéi do stfeva. Dochézi k tomu ve ZluCovych cestich mimo jatra zaklinénim konkrementu — nejCas-
t&ji v distalni &asti choledochu, okluzi nadorem, parazitem, jizevnatym ziZenim, ale také intrahepatdlné (pfi
cholangiolitis, cholestatické form& zanétu jater, atd.). U novorozencl pfichazi vzacné v dvahu i atresie Zlu-
dovych cest. Je zde postiZen transport bilirubinu z mista konjugace, coZ ma za nésledek vzestup konjugova-
né formy v krvi. Je-li uzavér Gplny, je stolice acholickd, a v mo¢i se nevyskytuje urobilinogen a jiné urobili-
noidy. Typicky je v mo¢i nachézen konjugovany bilirubin a ZluCové kyseliny. Z enzymovych aktivit je
vyrazny vzestup alkalické fosfatazy (ALP) a y-glutamyltransferazy (GMT). Pritvodnim zjevem obstrukéniho
ikteru je hypercholesterolemie a pfitomnost lipoproteinu x (Lpx), na ktery jsou uvedené enzymy zCésti vaza-
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ny. Tento obraz nemusi vZdy zplsobit obstrukce. Zname také dédi¢né syndromy postihujici pfenos konjugo-
vaného bilirubinu pres Zluovy pél hepatocytu (Dubin-Johnsontv a Rotoriv syndrom). Po odstranéni pfici-
ny déle trvajici hyperbilirubinemie mizZe prekvapit pomaly Gstup Zloutenky; je nasledkem vytvoreni kova-
lentni vazby mezi konjugovanym bilirubinem a albuminem (tzv. delta-bilirubin). Tento komplex ma
podstatné delsi polocas odstrafiovani nez konjugovany bilirubin.

NEBILKOVINNE DUSIKATE LATKY PLAZMY

Obecna charakteristika nebilkovinného dusiku krevni plazmy,
jeho plivod, slozeni a vyluc¢ovani

Nebilkovinné dusikaté sloZky plazmy v tradi¢nim pojeti, tj. latky, které neni mozZno oddélit vysrdZzenim
precipita¢nimi ¢inidly pro bilkoviny, jako jsou kys. trichloroctova nebo kys. sulfosalicylova, byly souborné
oznacovany jako nebilkovinny (zbytkovy) dusik. Tento pojem byl aktudlni v dobé, kdy pfimé kvantitativni sta-
noveni dusiku patfilo mezi béZna laboratorni vySetieni. Spolu s rozvojem biochemické analytiky se vSak brzo
ukazalo, Ze daleko vétsi diagnostickou hodnotu maji jednotlivé slozky nebilkovinného dusiku. Nejcastéji ana-
lyzované latky ukazuje nasledujici tabulka:

Hlavni nebilkovinné dusikaté latky krevni plazmy

mocovina 3-8 mmol/l
o-aminodusik 3,6—4,8 mmol/l

kyselina muZzi 210-450 pumol/l
mocova Zeny 140-360 pumol/l
Kreatinin muzi 62-106 pmo/l
Zeny 44-80 pmo/l

amoniak pod 52 umol/l

Jak vyplyva z tabulky, hlavnimi sloZzkami nebilkovinného dusiku jsou mocovina, aminokyseliny, Kys.
mocova, kreatinin a amoniak. Neni uveden kreatin, nukleotidy, indikan, bilirubin (viz pfedchozi text), pepti-
dy a dal$i minoritni dusikaté slouceniny. Jedna se tedy hlavné o koncové produkty degradace dusikatych
latek. Jejich celkovou hladinu proto ovliviiuje pfisum dusikatych latek potravou a rychlost odbouravani vlast-
nich bilkovin, nukleovych kyselin a svalového kreatinu. DiileZitou roli zde hraje stav jater jako centrdlniho
organu metabolismu dusikatych latek, ale zejména vylucovaci funkce ledvin, protoZe uvedené latky se z téla
pfednostné odstrafiuji rendlni cestou.

Zdrava ledvina pribézné vylucuje vyprodukovanou ,katabolickou naloZ“, pfedstavovanou piedevSim
slozkami nebilkovinného dusiku. Pfi rendini nedostatecnosti (insuficienci) ledviny vylu€uji dusikaté katabo-
lity jen v omezené mife, totéZ plati o udrZovani vodni, elektrolytové a acidobazické rovnovahy. Podminkou
zachovéni pfijatelného vnitiniho prostfedi je ovSem vyloudeni télesné namahy, minimalni pfijem bilkovin
aregulovany piijem tekutin a minerald. Tento stav miZe plynule piejit v chronické selhdni ledvin (renal fai-
lure), kdy ani za shora uvedenych podminek nejsou ledviny schopny plnit svou funkci a laboratorni nalezy
se zacinaji zhorSovat. Pfi¢inou je redukce poétu zdravych nefront nasledkem chronického onemocnéni, nej-
Castéji ledvinovych zanétl, nebo pii nezvladnuti akutnich stavl. Zvy3uji se dusikaté latky v krvi, vznika
dehydratace z polyurie, nastupuje acidéza. Prohlubuje-li se zanik nefronii, dojde nakonec ke vzestupu K*
a mocoviny. Akutni selhdni ledvin vznika naproti tomu nahle, béhem nékolika hodin aZ dnd, a to jako projev
akutni glomerulonefritidy, vlivem nefrotoxickych jedu, nebo pfi Soku. Zmény pfi Soku spocivaji ve sniZeném
prokrveni kiiry ledvin a jsou zpocatku reverzibilni. Dochazi k retenci dusikatych latek a nékterych ionti (K*),
a vznika metabolicka acidéza néasledkem neschopnosti vylouit net€kavé zplodiny katabolickych pochodi
(sulfaty, fosfaty). Zejména je obavana hyperkaliemie a hromadéni vody, které miiZze vést k edému plic. Akut-
ni i chronické selhani ledvin je indikaci k dialyzac¢ni 1écbé.

29



Chronické selhdvani ledvin miZe vyustit v klinicky syndrom uremie. Kromé jiZ zminénych biochemic-
kych znamek ledvinného selhani se navic projevi charakteristické nervové, gastrointestindlni a respiracni pfi-
znaky. Neurologické pfiznaky si vysvétlujeme inhibi¢nim dG¢inkem tzv. uremickych toxint (rizné derivaty
guanidinu) na enzymové déje, napf. transketolazovou reakci v CNS. Amoniak v mozku od¢erpava 2-oxoglu-
tarovou kys. z Krebsova cyklu. Byva zhorSena utilizace sacharidi, v krvi stoupaji triacylglyceroly, choleste-
rol je na rozdil od nefrotického syndromu normalni. Dlouhotrvajici porucha, hlavné u dialyzovanych paci-
entl, vede k vyvoji uremického kostniho syndromu z vyplavovani kalcia, tzv. rendlni osteomalacii.
V patogenezi tohoto stavu se uplatiiuje pufrovani privodni acidézy hydroxylapatitem, nedostatek vitaminu
D, ktery se vytvafi v ledvinach, a sekundarni hyperparathyreoidismus. Remodelace kosti je provdzena vze-
stupem sérové alkalické fosfatazy a dalSich ukazateld, zejména vylucovanim degradovanych pticnych spojek
kolagenu, ,,crosslinks* (deoxypyridinolinu). Klinicky obraz dopliiuji krvacivé projevy z nedostatku koagu-
la¢nich faktord a chudokrevnost ze sniZzené produkce erythropoetinu v ledvinach a z dtlumu kostni dfené.

Stanoveni mocoviny

Ve formé mocoviny je vylu¢ovano 80-90 % celkového dusiku. U lidi je mocovina hlavni kone¢ny produkt
katabolismu proteinti a detoxikace amoniaku. Vznikd v jatrech, prfevazné z aminodusiku kyseliny glutamové
a kys. asparagové, kam je usmérnén o-aminodusik z vétsiny katabolisovanych aminokyselin. Dal$imi zdroji
jsou amidicky dusik glutaminu a amoniak jako takovy, pfisunovany portalnim ob€hem ze stfeva. Urea je syn-
tezovana v ornithinovém cyklu z jednoho molekuly amoniaku, aminodusiku kys. asparagové a jednoho hyd-
rogenkarbonatového iontu, za spotfeby 3 molekul ATP. Vlastni biosyntéza probiha v nékolika stupnich (viz
ucebnice biochemie). Vrozené metabolické poruchy mohou postihnout kazdy z nich, coz vede k intoxikaci
amoniakem a vyvojem svéraznych klinickych pfiznaki, vCetné mentalnich poruch. Neurologické priznaky
jsou typické i1 pro zkratovy transport amoniaku ze stfevniho traktu do velkého ob€hu, jak vidime napf. u cirr-
hosy. Mocovina je mimoradné difuzibilni substance, a jako takova se vyskytuje ve vSech télnich tekutinach
ve srovnatelné koncentraci. ProtoZe je eliminovana téméf vyhradné ledvinami, jeji koncentrace v krvi je
ovlivnéna predevs§im funkci ledvin. Vylu€uje se glomeruldrni filtraci, pficemz 40 % se v proximalnim tubu-
lu opét vtiebava s vodou. Vedle toho je ovSem hladina urei zavisla také na pfijmu bilkovin, na intenzité kata-
bolickych dé€jd, a na stavu jaterni tkané. ZvySena produkce se pozoruje pfi masivnim krvaceni do traviciho
traktu, urcité zvySeni miZe byt nasledkem intenzivni sportovni ¢innosti. SniZené hladiny upozoriiuji na sni-
Zeny prisun bilkovin potravou nebo na selhavani biosyntézy mocoviny v jatrech.

Pro stanoveni mocoviny je k dispozici fada metod. MiZeme uZit pfimé barevné reakce (napf. s diacetyl-
monooximem a thiosemikarbazidem), nebo stanovit amoniak po rozkladu mocCoviny enzymem ureasou.
Referencni rozmezi je relativné Siroké, 2,5-8,3 mmol/l. Pokud vylouc¢ime vliv zvySeného katabolismu bilko-
vin, lze ze vzestupu hladiny urei pfi renalnich poruchich pomémé dobfe odhadnout postiZeni vylucovaci
funkce ledviny.

Stanoveni kyseliny mocové

Kyselina mocovd se vyskytuje ve form€ uratu jednosodného, ktery je asi 20 krat rozpustné;jsi nez vlastni
kyselina. U ¢lovéka a primatd je kys. mocova koneCnym degradacnim produktem katabolismu nukleovych
kyselin a jejich sloZek, véetné nukleoproteint exogennich, pfijatych potravou. Clovék priimérné eliminuje
4,4 mmolu kys. mocové denné. Asi dvé tfetiny tohoto mnoZstvi jsou vyluCovany ledvinami, zbytek stfevnim
traktem, kde bakterie degraduji tento purin na alantoin a CO,. ZvySena hladina v séru nad limit referen¢nich
hodnot, tj. u muzi 200—420 umol/l a Zen 140-340 umol/l, se nazyva hyperurikemie. Na syndromu hyperuri-
kemie se podili zvySeny pfijem nukleoproteini potravou, zvySeny rozpad vlastnich nukleoproteind, masivni
zvySeni pozorujeme u nadorovych chorob po ozareni nebo aplikaci cytostatik. Mezi dalsi pfiCiny se fadi sni-
Zené vyluCovani ledvinou a nadprodukce endogenni kys. mocové. Oba posledni mechanismy se mohou
uplatnit v patogenezi pomérné Casté poruchy metabolismu purint, dny (arthritis uratica). Na tomto misté je
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tfeba pfipomenout, Ze ne kazda hyperurikemie je dna, ale kaZda dna ma alesporti v nékterém stadiu hyperu-
rikemii. Vyznamnym momentem je nedostatecna regulace prvniho, kliCového kroku syntézy purint, kataly-
zovaného 5-fosforibosyl-1-difosfat-amidotransferazou. V prfipadé poruSené regulace tohoto enzymu nukleo-
sidmonofosfaty se zaCne vytvdfet nadbyte¢né mnoZstvi purint, které je termindlné pfeménéno
xanthinoxiddzou na kys. mocovou. Je-li tento mechanismus kombinovéan navic s nedostate¢nou reutilizaci
purinovych bazi, dostdvame obraz debilizujiciho a termindlné letadlniho Lesh-Nyhanova syndromu. Dna je
charakterizovana zachvaty krutych kloubnich bolesti zpisobenych krystalizaci uratu jednosodného v klou-
bech, zejména v oblasti bazalniho kloubu palcti dolnich koncetin. V dutém systému ledviny dochazi Casto
k vypadavéni uratd v podobé mocovych konkrementd, krystaly v ledvinovém parenchymu mohou vést az
k renélni insuficienci.

Pfi stanoveni kys. mo€ové je moZno vyuZit redukénich vlastnosti tohoto purinu, napf. redukci fosfowolf-
ramového ¢inidla po deproteinaci. (Pfipomerfime, Ze urdty jsou vyznaénymi antioxidanty krevniho séra!)
Reakce je vSak zatiZena urcitou chybou, a za vyhodnéjsi se proto povaZuji enzymové testy s urikasou, kde je
kromé alantoinu a CO, vedlejs$im produktem peroxid vodiku, vhodny ke kvantitativnimu stanoveni. Urdty je
mozno prokdzat 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 odpoje-
nim fosfatu. Denné se na kreatinin pfeméni 1-2 % kreatinu. Jeho produkce je za predpokladu fyzického kli-
du a bezmasé diety stabilni, imérna pouze té€lesné hmotnosti. Vzhledem k tomu, Ze kreatinin je téméf vyhrad-
né vylu€ovan glomeruly, je jeho hladina ukazatelem glomerularni filtrace. Plazmaticky kreatinin se zhruba
zdvojuje pri kazdé redukci glomerularni filtrace o 50 %. Presnéjsi informaci vSak poskytne, zejména v Cas-
ném obdobi poruchy, aZ clearance endogenniho kreatininu (viz funkéni vySetfeni ledvin). Pfi porovnani
s inulinovou clearanci je moZno vici této metodé vyslovit urcité vyhrady, tykajici se ¢astecného vylu¢ovani
kreatininu tubuly pfi jeho zvySené hladin€ a relativni nespecifi¢nosti analytické metody, jsou vSak vyvazeny
jednoduchosti a nizkou cenou vySetfeni. Kreatinin se stanovuje klasickou Jaffeho reakci s alkalickym pikra-
tem, pii které vznika oranZovy podvojny pikrat, ktery se kvantitativné urCuje fotometrii. Vzhledem k tomu,
Ze pozitivné reaguji 1 jiné soucasti, jako pyrohroznova kyselina, ketolatky aj., je vysledek casto nadhodno-
cen. Referen¢ni hodnoty jsou 50-125 umol/l, kde je voditkem v tomto Sirokém rozmezi pohlavi (u muza jsou
vy$8i hodnoty) a veék (zvysuje se s vékem).

Jednim z koneCnych produktli degradace aminokyselin ve vétSin€ organid je amoniak, NH; Amoniak je
rovnéZ adsorbovan ze stfevniho lumen jako vysledek bakteridlni deaminace proteinii potravy, odloupanych
epitelii, a z rozkladu moc€oviny bakteridlni ureasou. Tato potencidlng toxickd substance miZe byt detoxiko-
vana dvéma zplsoby. Prvni je pfedbézZny, a spo€iva v pfenosu amoniaku na ketokyseliny (napf. 2-oxogluta-
rdt) za tvorby minokyselin, nebo na glutamat za vzniku glutaminu. Ledviny pak mohou vyluCovat amoniak
glutaminu jako amoniovy iont, coZ je soucasné proces zmirfiujici acidézu vazbou H* ionti. Rozhodujici je
viak detoxikace v jatrech, prostfednictvim tvorby mocoviny (viz kapitola Stanoveni mocoviny). Pi akutnim
selhdvani jater se zvySuje sérovy amoniak nad limit 35-50 umol/l, vzhledem ke ztraté ezymovych aktivit
v destruovanych hepatocytech. U chronickych jaternich chorob je hlavnim faktorem portovendzni zkrat, kte-
rym amoniak obchazi jatra a pronika do systémového fecisté. K tomu ovSem miZe prfistoupit sniZena bio-
syntéza mocoviny v hepatocytech. Standardné prispivaji k hyperamonemii vrozené defekty omitinového cyk-
lu. Vzhledem ke snadné prostupnosti membranami se uplatiiuje zejména pisobeni amoniaku na CNS, kde
pfispiva k hepatogenni encefalopatii. Zpocatku jsou v popfedi funkénimi poruchy, v terminalnich stadiich
jaternich chorob muiZe vyistit aZ v bezvédomi, coma hepaticum. Mechanismus toxického pisobeni neni zce-
la jasny, vime v§ak, Ze reaguje s kys. glutamovou a 2-oxoglutarovou za vzniku glutaminu a 2-oxoglutarami-
du, ¢imZ je postiZena utilizace pyruvatu v cyklu kys. citronové, vedle toho se viak predpoklada i pfimé piiso-
beni toxickych metaboliti. Stanoveni amoniaku je vZdy velmi choulostivé vySetfeni a vyZaduje okamZité
zchlazeni vzorku a co nejrychlejsi zpracovani, aby nedoslo k falesnému zvySeni hodnot.
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Vznik mo¢i a funkce ledvin

Ledviny jsou nejmohutnéjsi sekre¢ni organ lidského téla, jehoz dilezitym dkolem je udrZovat stalé vnitini
prostfedi organismu. Ledviny vylucuji z téla nepotfebné latky, predevsim t.zv. ,,metabolicky odpad* (napf.
mocovina, kreatinin, kyselina moc€ova atd.), fadu 1€kt a toxickych latek, soucasné prubézné vstrebdvaji Zivot-
né¢ dalezité latky (napf. glukdéza, aminokyseliny). Tvorba amoniaku v epitelu ledvinnych tubuld, regulace
vylu€ovéni ur¢itych aniontd a kationtd pfedstavuje dialeZitou roli pfi regulaci acidobazické rovnovahy.

KaZda ledvina se sklada asi z jednoho milionu funk¢nich jednotek — nefronii. Ty jsou tvofeny glomerulem
(klubko 2040 kapilar vchlipené do Bowmanova vacku), stoenym kanalkem 1. fadu (proximalni tubulus),
Henleovou klickou, sto¢enym kandlkem 2. fadu (distélni tubulus) a sbérnym kanalkem. Glomeruly a stoCe-
né kanalky jsou umistény v kife ledvin, Henleovy kli¢ky se zanotuji do dené ledvin, prave tak, jako sbérné
kanalky. Cela ledvina je silné vaskularizovdna a pfedstavuje z hlediska prokrveni, spotieby kysliku a Zivin
metabolicky neobycejné aktivni organ.

VZNIK A SLOZENIi MOCI

V glomerulech dochdzi k nepfetrzité filtraci krevni plazmy pfes bazélni membranu kapilary do Bowma-
nova vacku, odkud se odvadi tzv. primdrni mo¢ neboli glomeruldrni filtrdt v mnoZstvi 2 ml/s (vice neZ
170 /24 h), coZ pfedstavuje /5 objemu krevni plazmy proteklé ledvinami. Primédrni moc€ je ultrafiltrat krev-
ni plazmy, tj. ma stejné sloZeni jako plazma, ale téméf neobsahuje bilkoviny.

V tubuldrnim systému ledvin dochazi k tprav€ primarni moci resorpci dileZitych latek a vody, ale také
k exkreci nékterych latek do tvorici se moci.

V proximdlnim tubulu probihd resorpce Na*, K*, Cl-, HCO;~, glukézy, aminokyselin a dalSich latek pro-
vézend isoosmotickou resorpci vody, takZe 80 % puvodniho filtratu je resorbovéno.

Do Henleovy klicky tak vstupuje 0,4 ml/s tekutiny isoosmotické s krevni plazmou, zbavené glukéozy
a obvykle kyselejsi nez plazma. Henleova kli¢ka sestupuje do dfefiové ¢asti ledviny, kde je znacné hypero-
smoléarni intersticidlni tekutina (osmolarita vzrista smérem k papile). V disledku toho dojde v sestupném
raménku klicky k pasivni resorpci vody, takZe ve vrcholu klicky je moc¢ rovnéz hyperosmolérni a ve znacné
zredukovaném objemu. Ve vzestupném raménku pak osmolarita moci opét klesd, ovSem nikoliv pfijmem
vody, nybrZ aktivnim pfenosem predevsim Na* do intersticia. Vysledkem je tedy zredukovany objem opét
isoosmolarni tekutiny. Pfipomefime, Ze ne vSechny nefrony se podileji stejné na tomto procesu. Jen asi !/,
nefroni obsahuje Henleovy klicky tak dlouhé, Ze pronikaji do vyrazné hyperosmolarni ¢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 sbérném kandlku dochazi k dal$im selektivnim tpravam moci, z nichZ k nejpodstat-
néjSim patii aktivni vylucovani K* nebo H* vyménou za Na* (fizeno aldosteronem) a dalsi acidifikace moci.
Ta se realizuje aktivnim pfenosem H* z tubularnich bun€k do moci, a to jednak ve formé¢ NH,* (rozkladem
glutaminu), jako H,PO,~ (z HPO,?") i jako volny H*. Kone¢né vSechny sbémé kandlky prochazeji hypero-
smolarnim prostfedim dfené, kde je mozné dosahnout znacné resorpce vody a vytvorit tak hyperosmotickou
mo¢ (fizeno antidiuretickym hormonem).
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Epitelialni buiiky ledvinnych tubuli se chovaji rizné viici jednotlivym latkam pfitomnym v glomerularnim
filtratu. Pro nékteré latky je sténa tubulii neprostupna (inulin, manitol, EDTA), takZe tyto latky se octnou
v definitivni moc¢i ve stejném mnoZstvi, jako byly v glomerulamim filtratu, 1 kdyZ v dasledku konecného
zahu$téni moci se jejich koncentrace v definitivni moc¢i vyrazné€ zvysi. Tyto latky nazyvame bezprahové a jsou
pro nas cennym ukazatelem ledvinnych funkci, pfedev§im jsou méfitkem glomerularni filtrace. Jiné latky
mohou prostupovat sténou tubul pasivné podle koncentracniho nebo osmotického spadu (voda, mocovina,
aceton aj.) a konecné je fada latek aktivné resorbovana nebo naopak secernovana tubularnimi buiikami. Tran-
sportni tubularni mechanismy pfedstavuji z hlediska své celkové kapacity urcity , prdh*, do jehoZ vyse je urci-
ta latka zcela resorbovana a pri jeho prekroceni se latka objevuje v moci. Tyto aktivné resorbované latky nazy-
vame prahové (napf. glukéza). Celkova schopnost ledvin resorbovat konkrétni latku v tubuldrnim systému se
nazyva tubuldrni resorpcni maximum (T,,), napt. pro glukézu je 27-33 umol/s. Analogicky vyjadiujeme tubu-
larni sekre¢ni maximum pro latky, které jsou aktivné v tubulech do moci secernovéany (p-aminohipurat).

pmol/s Filtrovana glukéza S
40 | //’
\ // Vylucovana glukdza

30 £ /
20 | Resorbovana

L glukéza

Tm

10 |

] L ] 1

5 10 15 20 25 30 mmol/l

Koncentrace glukézy v plazmé
Vztahy mezi koncentraci v plazmé, filtraci a resorpci v ledvinach

Lidské ledviny denné vyprodukuji vice nez 170 1 glomerularniho filtratu, pfi€emzZ denni vydej definitivni
moci je 1-2 litry. V dasledku tubuldrnich funkci doslo tedy ke stondsobnému zahus$téni primarni moci, ¢imz
se dosahlo i vyrazného zkoncentrovani latek uréenych k eliminaci z organismu, zatimco latky pro organis-
mus cenné byly zcela resorbovany.

Predstavu o sloZeni normdlni moci dosp€lého Cloveéka dava nasledujici tabulka. Uvadi jen nejdileZité;si
komponenty a z minoritnich sloZek jen ty, které maji diagnosticky vyznam.

Normalni soucasti moci dospélého clovéka

Nejdulezitéjsi anorganické soucasti
Sodik 120-240 mmol/24 h
Draslik 45-90 mmol/24 h
Hoft¢ik 0,6-5,0 mmol/24 h
Viapnik 0,6-5,0 mmol/24 h
Amonny iont 30-75 mmol/24 h
Vodikovy iont 1-10 pmol/24 h (pouze v kyselé moci)
Chloridy 120-240 mmol/24 h
Fosfaty 25-35 mmol/24 h
Hydrogenuhli¢itan 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 moc¢ova 1,5-5 mmol/24 h
Jiné dusikaté latky 0,5 g N/24 h
Diagnosticky vyznamné soucasti
Vanilmandlova kyselina 8-30 pmol/24 h
5-hydroxyindoloctova kys. 1042 umol/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 pmol/24 h
17-ketosteroidy muzi 14-76 pmol/24 h
Zeny 7-52 pmol/24 h
o-amylaza 17-33 umol/24 h
Objem 0,6-2,51/24 h Hustota 1003-1035
pH 4,7-8,0 (pramér 6,0) Osmolalita 50~1400 mmol/kg

Je tieba piipomenout, Ze jak mnoZstvi, tak vlastnosti a sloZeni moci kolisaji predevsim podle mnoZstvi pti-
jaté vody a druhu potravy, méni se téZ podle metabolickych okolnosti.
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(pH 7,4) (pH 5,5-6,0)

Slozeni mod¢i v porovnani s krevni plazmou
(Vnéj3i stupnice hodnot slouZi k posouzeni celkové vySe koncentraci litek,
vnitini stupnice predstavuje hodnoty zv14st pro kationty a zvlaSt pro anionty.)
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Dobrou pfedstavu o funkci ledvin pfi pfeméné glomerularniho filtratu na definitivni mo¢ dévaji sloupcové
diagramy, které porovnavaji sloZeni krevni plazmy a mo¢i. Nejndpadnéjsi rozdil je v extrémnim zvySeni kon-
centrace mocoviny, kreatininu a dalich odpadnich metabolitd v moci pfi absenci glukézy a proteind. V ion-
tové oblasti je napadna retence sodiku, ktery je v mo¢i nahrazovan draslikem a amonnym iontem. Stejné tak
chloridové ionty jsou zadrZovény ve vnitinim prostfedi a nahraZeny fosforecnany a sirany. Kysela moc neob-
sahuje hydrogenuhli¢itan. Z iontovych rozdili vyplyva i mimé kysely charakter moci ve srovnani s plazmou.

FUNKCNI VYSETRENI LEDVIN

Pod timto pojmem rozumime vySetfovaci metody, které kvantitativné hodnoti jak glomerularni funkci
(filtraci), tak tubularni ledvinné funkce. Hlavni funkéni 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 vznik4 primarni mo¢
(glomerularni filtrat) asi 2 ml/s. MnoZstvi tohoto filtratu vSak zavisi na nékolika okolnostech:
a) filtratnim tlaku (tj. rozdil mezi kapildrnim tlakem a souctem tlakd intersticidlniho + intratubularniho +
onkotického tlaku bilkovin krevni plazmy)
b) permeabilité glomerularni membrany
¢) velikosti filtrani plochy
Z mechanismu tvorby mo¢i rovnéZz vyplyva, Ze rizné litky 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 Cinnosti ledvin zcela odstranéna (neboli-
clearance je takovy objem plazmy v ml, ktery je tpIné ocistén od ur¢ité latky pfi jednom priitoku ledvinami).
Vyludovéni jakékoliv nizkomolekularni latky x, ktera volné prochdzi glomerulem a v tubulech je bud
resorbovéna nebo secernovana, muZeme vyjadrit nasledujici rovnici:

GF.PxT=U.V

GF...mnozstvi glomerularniho filtratu

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

.. koncentrace latky x v definitivni moci

.. objem definitivni moci

<cA3r

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, ktera spliiuje shora uvedené pod-
minky (pouze filtrace, T = 0). Témto podminkdm 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 priméma hodnota je 1,73 m?. Clearance t€chto latek pak pocitime podle rovnice:

u.v
GF = ———
P

= clearance (ml/s)

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

koncentrace latky v plazmé (mmol/l)

I

v<caQ
I

I
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NejpouZivan€j$im vySetfenim v oblasti funkénich zkousek ledvin je clearance kreatininu. NevyZaduje
totiz podavani Zadné cizorodé latky vySetfované osobé, nebot prfi vylouceni kreatinu z potravy (omezeny pfi-
jem masa) a vylouceni svalové prace (klid na 14Zku) je hladina endogenniho kreatininu v krvi celkem stala.
Zaklidovych podminek je kreatinin vylucovan filtraci v glomerulech, podle novéjsich ukazateli se nepatrné
vylucuje 1 tubuldrni sekreci. MnoZstvi secernované tubuly roste se stoupajici koncentraci kreatininu v plaz-
mé. Pfi normalni funkci ledvin odpovidd clearance kreatininu glomerularni filtraci, pfi prohlubujici se renal-
ni insuficienci klesa clearance kreatininu pomaleji, neZ odpovida poklesu glomerulérni filtrace.

Vlastni zkousSka trva 24 h nebo 12 h, kdy se sbira veSkera moc do jedné nadoby (clearance jednordzovd), nebo
do riznych nadob vétsinou po 3 hodinéach (clearance frakcionovand — ziskame 8 hodnot/24 h). Peclivé se vzdy
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 primérna hodnota. Vypocétem zji-
stime clearance, kterd normalné ¢ini 7,33-3,34 ml/s/1,73 m?. Z této hodnoty lze vypogitat tubularni resorpci, nor-
mélni hodnota je 0,98-0,99 (98-99 %). Glomerularni filtrace a tedy i clearance kreatininu klesa s vékem.

Pro presnéjsi vyjadreni glomeruldrni filtrace se v indikovanych piipadech provadi clearance inulinu nebo
novéji clearance 3! Cr-EDTA (i jiného radioaktivniho kovu v komplexu s EDTA). Pomoci infuse je tfeba zaji-
stit stalou hladinu inulinu nebo jiné latky v krvi po celou dobu vySetfeni. Inulin je polysacharid (polyfrukto-
sid), ktery se filtruje glomerulem a vSechno profiltrované mnozstvi se bez dalSich zmén vylouci v definitiv-
ni moci. Stanoveni je narocnéjsi, neZ stanoveni kreatininu. Norméalni hodnoty jsou 2,07 + 0,43 ml/s u muza
al1,82 +0,23 ml/s u Zen.

Tubularni funkce

U vétSiny latek je jejich mnozstvi v glomeruldrnim filtratu dale upravovano v tubularnim systému resorp-
ci nebo sekreci téchto latek. Clearance mnoha latek je nékolikandsobné vétsi, neZ glomerularni filtrace, jeli-
koz dochazi k jejich sekreci v tubuldrnim systému. p-aminohippurova kyselina (PAH) v nizké plazmatické
koncentraci ma extrémné vysoké clearance, je Gplné vyloucena z krve do moci pfi jednom pritoku plazmy
ledvinou, takZe jeji koncentrace ve venosni krvi se rovna nule. Clearance PAH nam ve skute¢nosti udiva
aktudlni priitok 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 zarovefi vypocitat T, pyy (tubuldrni sekre¢ni maxi-
mum PAH), jehoZ normalni hodnota je 8,83 * 1,43 pmol/s u muzi a 6,63 + 0,93 umol/s u Zen. Obé uvede-
né clearance ndm umozni vy¢islit dalsi ukazatel ¢innosti ledvin, tzv. filtracni frakci (FF=Cl,_; /Clpayp), jejiz
hodnota je 0,194 £ 0,039. Mé&fi objem glomeruldrniho filtratu, k celkovému objemu plazmy proteklé ledvi-
nou (asi 20% plazmy je profiltrovano).

Jestlize Cl,_je niZsi neZ Clyy, vyluCovani se déje filtraci a resorpci. V tom piipadé je mnoZstvi vyluCované
latky v moci mensi, neZ mnozZstvi latky profiltrované za stejny Cas.

Pro posouzeni renalni funkce v mineralnim metabolismu, v acidobasické rovnovaze a pfi regulaci osmo-
tickych pomért v organismu, slouZi stanoveni clearance Na*, clearance K*, osmoldlni clearance, clearance
bezsolutové vody, ev. bezelektrolytové vody. Viechna tato vySetfeni vyZaduji zarovefi stanoveni alespon kre-
atininové clearance, aby mohla byt posouzena resorpce jednotlivych sloZek. Vedle vlastni hodnoty clearance
totiz vyjadiujeme, jaka &4st z celkového mnoZstvi iontu v glomeruldrnim filtratu se moci vyloudi a jaka cast
byla zresorbovéna.

Plati vztah, Ze profiltrované mnoZstvi (GF) se rovnd 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 = frakcni exkrece dané latky (podil z mnoZstvi glomerularniho filtratu, ktery je za stejnou ¢asovou jed-

notku vyloucen v definitivni moci).
Logicky tedy plati: FE + TR = 1 nebo FE + TR = 100 %.
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Zakladni vySetieni moci

Zakladnim vysetfenim moci rozumime fyzikalni vySetieni, vySetfeni mocového sedimentu a chemické vyset-
feni na bilkovinu, glukézu, aceton, bilirubin, Ehrlich pozitivni latky a krevni barvivo.

SBER MOCI A FYZIKALNI VYSETRENI

Moc¢ sbirame zasadn€ do suché, Cisté nadoby vymyté pouze horkou vodou, bez pfitomnosti saponati
a dezinfek¢nich prostfedki. Pokud se vysSetfeni neprovadi do 2 h, je lépe moc¢ uchovavat v chladnicce, nejlé-
pe pii teploté 2-8 °C, nadoba ma byt zakryta a pfi delsim skladovani je lépe moc¢ konzervovat (napf. thymol,
benzoan sodny, HCIl, Na,COj; atd.). Je totiZ nutné zabranit bakterialni kontaminaci a pomnoZeni bakterii,
nebot jejich metabolickou ¢innosti se vyrazné meéni chemické sloZeni moci. Kazdou konzervaci je nutno hld-
sit laboratori.

Na vySetfeni zasilame moc¢ ziskanou nejcastéji jednordzovym odbérem nebo moc sbirdme za urcité
¢asové obdobi. K jednordzovému odbéru pouzivame zasadné Cerstvou l.ranni moc, kterd je nejkoncent-
rovan€jsi, a proto eventuelné pritomné patologické latky se snaze prokazuji. Pfi podezieni na pritomnost
glukézy je 1épe odebrat mo¢ 1-2 h po jidle. Pro vyrazné zmény ve vylucovani v prabéhu dne zplsobené
fyzickou ndmahou, pfijmem potravy a tekutin apod. divame prednost 24hodinovému sbéru, zejména jed-
né-li se o kvantitaivni stanoveni. Mo¢ se sbird od 6,00 h do 6,00 h. Pacient se v 6,00 h rdno vymoci a od
té doby stfdda moc¢ do oznacené, Cisté a suché nadoby, umisténé v chladnicce a opatiené vikem. Sbér kon-
¢i nasledujiciho dne v 6,00 h. Moc€ se musi velmi dikladné promichat, pe¢livé zméfit objem a do labora-
tofe zaslat nejméné 5 ml praimé€mého vzorku/24 h s uvedenim presné diurézy/24 h. Pro néktera vysetie-
ni je nutno mo¢ acidifikovat nebo naopak alkalizovat. Je-1i nutny odbér moc¢i pfi menstruaci, provadi se
cévkovanim.

Nikdy nevysetifujeme moc¢ teplou ani piili§ chladnou. Ochlazena moc se pfed vlastni analyzou necha ohfét
na laboratorni teplotu, ¢imZ se také z&asti rozpusti v chladu vznikly zdkal. Masivni zdkal, ktery znemoZiuje
analyzu se odstrani filtraci, avSak pak jiZ neni mozZné vySetfovat sediment.

Fyzikalni vysetreni moci

MnoZstvi moci kolisd, primérna diuréza je 1000-1500 ml denné. Polyurie znamena zvyseny 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 sldmove Zluta. Zbarveni vyvolavaji urochrom (Zluty) a uroerytrin (raZovy).
Intensita zabarveni zavisi predevS§im na koncentraci moci (ranni mo¢ byva nejkoncentrovanéjsi, tudiZ nej-
tmav$i). Abnormdlni barvu moci zpisobuje nejCastéji krev, ktera dava moci Cervenou az hnédou barvu, stej-
né tak jako myoglobin. Bilirubin nebo methemoglobin zpuisobuje hnédé aZ tmavohnédé zabarveni moci,
podobné i urobilin, melaniny, kyselina homogentisovd (alkapton) a indikdn. Barva mo¢i ovliviuji 1 néktera
léciva, napf. antipyrin barvi mo¢ riZové, chinin tmavohnédg. Pfi podavani téchto 1éku je tfeba pacienta vidy
upozornit na zmeénu zabarveni moci.

Péna byvi u Cerstvé moci béZné v malé mife. ZvySenou pénivost miZe zplsobit bilkovina nebo glukoza.
Zluté péna je charakteristicka pro bilirubin.

Zdkal se objevuje v moci, ktera chladne. Cerstva mo¢ je normalné Cira. Zakal zpisobuji jednak epitelie,
hlen, patologicky téZ bakterie a hnis. V chladnouci mo¢i vypadavaji z roztoku anorganické i 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 zdkal zpisobeny nejcastéji fosfaty, které se rozpusti pfidanim
kyseliny octové. V alkalické moci tvofi zakal nejcastéji uhli¢itany, které rovnéZ rozpousti Kyselina octova,
pficemZ Sumi uvolnény CO,. Zakal, ktery se podafilo rozpustit az po piidani HCI, byl zpusoben oxalatem
vapenatym (mo¢ byva kyseld nebo neutrdlni). Zakal zplsobeny tuky se vycefi éterem nebo chloroformem,
hnis vytvori rosolovitou hmotu s koncentrovanym roztokem KOH. Zdkal, ktery nejde rozpustit ani odstranit
filtraci, byvé zplsoben bakteriemi.
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Zdpach muze 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 moci se pohybuje v rozmezi 1003-1035 (1,003-1,035) a je vyrazem zakoncentrovani 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 moci jinak signalizuji leh&i stavy acidozy nebo alkalosy. TéZSi metabolicky roz-
vrat ve smyslu acidozy nebo alkalosy vSak nemusi byt sledovan adekvéatnimi zménami pH moci. Méfit pH
mo¢i mé smysl jen pokud je mo¢ Cerstva, u star$i moci se bakterialnim rozkladem mocoviny uvolfiuje amo-
niak (p¥i 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, glukozu, acetonové ldtky, krevni barvivo a Zlucovd barviva. VétSina
z téchto latek je ve skute¢nosti v malych kvantech normalni soucasti moci, ovSem citlivost béZné uzivanych
zkousek je takova, Ze tato mald mnoZstvi nelze chemicky prokdzat a vysledky jsou u zdravych jedinct nega-
tivni. Pozitivni reakce tedy znamena téméf vZdy patologickou pritomnost prislusné latky.

Bilkovinu v moc¢i zdravého ¢lovéka béZné neprokdZzeme. Normalni mo¢ sice obsahuje asi 150 mg bilko-
vin za den, coZ je pod hranici citlivosti bé€Znych testd. Jedna se asi o 40 mg albuminu, o néco méné IgG,
nékteré nizkomolekuldrni globuliny a kone¢né Tammuv-Horsfalliiv mukoprotein, ktery je produkovan tubu-
larnimi burikami a je zdrojem hyalinnich védlcG v normalni moci (viz mocovy sediment).

Stav, kdy prokazeme bilkovinu v moci, nazyvame proteinurie. Jde o dleZity symptom, ktery provazi led-
vinna onemocnéni. Proteinurie nastava v disledku zvySené permeability glomerulu, pfi naruSené tubularni
resorpci normalnich mnozstvi bilkovin v glomerularnim filtrdtu, nebo v disledku tubularni exkrece. Druh bil-
koviny v mogdi pfi patologické proteinurii se méni podle povahy zakladniho onemocnéni.Cim vice jsou posti-
Zeny glomeruly, tim vznikaji vét$i otvory v bazalni membrané a tim vétsi proteiny mohou pres ni pronikat.
V takovém pfipadé oznacujeme proteinurii jako neselektivni. Naproti tomu pfi zachovaném mensSim pramé-
ru pért bazilni membrany pronikaji jen nékteré (mensi) proteiny a proteinurie se oznacuje jako selektivni.
Rozliseni selektivnich a neselektivnich proteinurii je dileZité z davodi diagnostickych i1 prognostickych.
PouZitim specidlnich metod (napt. immunoassay) 1ze tyto proteinurie rozliSit. Napf. détské glomerulonefriti-
dy providzené 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. ndlez muramidasy (lysozomu) u Fanconiho syndromu, IgA pii pyelonefritidé nebo nalez nékte-
rych enzyma tubularniho pavodu. Zvlastni kapitolu tvoii hodnoceni proteint v moci pifi posuzovéni stavu
transplantati ledvin, respektive posouzeni Casnych stadii rejekci.

Do mo¢i snadno pronikaji ¢aste¢né degradovnaé proteiny nebo atypické proteiny, které nejsou normalné
pritomné v plazmé. Mezi né patfi i hemoglobin a myoglobin. Charakteristicky je také tzv. Bence-Jonesiy
protein,vyluCovany moci u myelomu. Jedna se o lehké fetézce myelomového imunoglobulinu, které jsou
napadné tim, Ze pfi teploté 45-55 °C precipituji a pfi vysSich teplotich se opét rozpusti.

Vedle vyslovené patologickych proteinurii existuji i proteinurie na okraji fyziologickych poméri. Jde
o tzv. ortostatickou (juvenilni) neboli posturdlni proteinurii, kterd provazi urcité procento mladistvych,
objevuje se pouze ve vzpiimené poloze a souvisi nejspiSe s venoézni vazokonstrikci pri bederni hyperlor-
dose. Proteinurie nékdy provazi horecnaté stavy, dlouhodobé vystaveni chladu, stresu nebo prii velké téles-
né ndmaze, Casté jsou proteinurie v t€hotnych Zen. Vétsinou vsak po odeznéni pfi€iny se proteinurie spon-
tann¢ upravi.
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Prikaz bilkovin v moci se provadi jejich vysraZzenim riznymi denaturacnimi ¢inidly. Nejspolehlivéjsi
a nejcitlivéjsi je srdaZeni kyselinou sulfosalicylovou, vhodné je pouZiti riznych indikatorovych prouZzki
(Albuphan, Heptaphan atd.). Nékdy se provadi 1 kvantitativni stanoveni. Na stanoveni bilkoviny nelze pouZit
moc¢ upravenou (konzervovanou) pfidanim jakékoliv latky!

Glukoza se rovnéZz normélné v moci nevyskytuje, coz vyplyva z vykladu o mechanismu vzniku moéi.
Stoupne-li vak glykemie nad 9 mmol/l kapacita transportnich mechanismi v tubulech nepostaci viechnu glu-
kézu resorbovat (tubularni resorpéni maximum pro glukézu je 27-33 umol/s), glukéza zistava v definitivni
moci a ztraci se z organismu, vznika glykozurie. Ta bude tedy provazet vSechny stavy se zvySenou glykemii,
predev§im cukrovku (diabetes mellitus), néktera endokrinni onemocnéni (hyperparathyreoidismus, Cushigav
syndrom, zvySena produkce adrenalinu u feochromocytomu aj.), nékteré poruchy jater a tézké srdecni poru-
chy. Objevi-1i se glykozurie bez hyperglykemie, jde o poruchu ledvin, a to tubuldrnich bunék, které zajistuji
resorpei glukézy (je snizeno T,, pro glukoézu), vznikd rendlni diabetes. Kapacita tubuldrnich resorpCnich
mechanismi klesa s vékem. Glykozurie miZe byt i alimentarni, po poZiti vétSiho mnoZstvi cukrd, rovnéz
u t€hotnych Zen se mlZe obCas objevit, oba typy vsak spontdnné mizi a povaZujeme je spiSe za tyziologické.

Od pravé glykozurie (vyluovani glukézy) je tfeba odlisit melliturii (vyluc¢ovani jinych cukri), jde vétsi-
nou o vrozené metabolické defekty.

Fruktézurie je neobycejné vzacnd anomalie, kdy je poruSen metabolismus fruktézy. MuZe vznikat pfi
nadmérném poZiti potravin, obsahujicich fruktézu (ovoce, zejména tfe$n€ a Svestky, med).

Laktézurie je casta u kojicich matek a déti dlouhodobé drZzenych na mlécné dieté.

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

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

Jednoduchy priikaz glukézy v moci je zaloZen na jejich redukénich vlastnostech (obsahuje aldehydovou
skupinu) nebo na schopnosti reagovat s glukézooxidazou. Pro vypocet ztrat glukézy pii glykozurii je tieba
1 kvantitativni stanoveni, které se provadi polarimetricky (glukdza je opticky aktivni) nebo fotometricky po
karamelizaci glukozy v moci. VSechny uvedené cukry v moci, lze dobfe prokézat papirovou chromatografii.

Zkous$ky na cukry zasadné provadime aZ po zkouskach na bilkovinu. Bilkovina miZe totiZ zpisobit fales-
nou pozitivitu redukcnich zkousSek, a proto je tfeba pfi nalezu bilkoviny mo¢ pred dalsi praci odbilkovat. Pred
vy3etfenim je nutné omezit vitamin C.

Ketolatky (acetoacetdt, B-hydroxybutyrat, aceton) jsou sice normalni produkty metabolismu, aviak
jejich koncentrace v tkdnich a v krvi je za béZného metabolismu tak nizk4, Ze jejich vyluovéani modi je zce-
la nepatrné (do 0,8 mmol/l) a béZné se v moci neprokaZi. Vazne-li v8ak zpracovani acetyl-KoA pfi nedo-
stateCné funkci citratového cyklu (zpravidla pro absenci glykolytickych produkti, hlavné oxalacetétu, nebo
pfi nadmérném zpracovani mastnych kyselin), hromadi se acetyl-KoA. Ten miZe byt pfeménén na acetoa-
cetyl-KoA a vyuZit pro synthesu cholesterolu, pozdé&ji se pfemé&fuje ve zvy$ené mife na acetoacetét a ostat-
ni ketolatky, ty se hromadi v organismu, zpisobuji ketoacidozu a zaénou se vylu€ovat moci, kde se daji pro-
kazat. Vznika ketonurie. Ta provazi pfedev$im diabetickou ketoacidézu, ale miZe byt i privodnim
ptiznakem hladovéni, provazi febrilni stavy, zvraceni a prijmy, téhotenské toxemie, acetonemické zvrace-
ni déti a pod.

K prikazu ketolatek se vyuZziva jejich reakce s nitroprusidem sodnym v alkalickém prostiedi (Legalova
a Lestradetova zkouska). Reaguje prfitom hlavné aceton, jehoZ podil mezi ketolatkami je vyrazné nejniZsi
(nejvice byva hydroxybutyratu a poté acetoacetatu). Jde o t€kavou latku, proto se zkouSka musi provadét
v moci Cerstvé, rozhodné nelze ocekavat pozitivni vysledek v modi staré, ohfaté nebo dokonce povarené. Pri
vys8i koncentraci acetonu v moci, miZeme citit jeho charakteristicky zapach.
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2 Acetyl KoA > Acetoacetyl KoA +  KoASH

Acetyl KoA D

KoA
HMGKoA
HMGKOoA lyasa
Acetoacetat
NADH + H'
neenzymaticka
NAD* reakce
CO,
B-Hydroxybutyrat Aceton

Schéma tvorby ketolatek

Krevni barvivo za normalnich podminek do mo¢i neprochdzi. Za patologickych okolnosti je miZeme v moci
prokazat pii hematurii (pfitomnost krve v moci) nebo pii hemoglobinurii (pfitomnost hemoglobinu v moci). Pri
hematurii se miZe jednat o masivni krvaceni z ledvin nebo do mocovych cest nebo pouze o pfitomnost vice nez
3 erytrocytl na 1 zomné pole pri vySetfeni mocového sedimentu. Hematurii délime na extrarendlni a intrarendlni.
Extrarendlni hematurie znamena poSkozeni vyvodnych cest moCovych (panvicka, ureter, moovy méchyf, pro-
stata), byva nejcastéji zptisobena zanéty, poranénim (Casto konkrementem nebo trazem) nebo naddorem. Intrare-
ndlni hematurie znamena predevsim poskozeni glomerull vétSinou zanétlivym procesem, Casté jsou rovnéZz riz-
né malignity (Grawitziiv nador aj.) nebo miZe byt ledvina zachvéicena tuberkulosou apod.

Pfi hemolyse z nejriiznéjSich ditvodii (vysoka teplota, nevhodna transfuse krve, pfi krisi u riznych anemii,
plsobeni riznych jedl atd.), dochazi k nadmémému uvolnéni hemoglobinu a volny hemoglobin pronika pak
i neporusenou ledvinou. Krevni barvivo v moci se projevi cervenym zabarvenim, dale 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 vySetrenim mocového sedimentu. Poskozenim svalll se miZe v moci objevit také myoglobin, mo¢ ma
v tom pfipadé€ Cervenohnédé zabarveni.
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Zlucova barviva jsou degradacni produkty hemu, jejichZ pfemény jsou podrobn& popsany v kapitole
3.1.1. Mo¢ na ZluCova barviva vySetiujeme tehdy, jestliZze je tmavé zbarvena nebo pacient ma Zluté zabarve-
ni kiZe a sliznic (ikterus, Zloutenka) a nebo jako soucdst rutinniho vySetfeni. MoZnost pfechodu do moci je
logicky déna jejich vyskytem v krvi. Prvy dileZity meziprodukt, transportovany krvi je bilirubin. Vizany 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 buriky, kde se konjuguje (s kyselinou glu-
kuronovou), ¢imZ se stava ve vodé rozpustny. Z jater je vylucovan do Zlu¢i. Za fyziologickych okolnosti vol-
ny bilirubin nemuiZe prestupovat do moci (je ve vodé nerozpustny), prokdZeme jej vSak u Zloutenek obstrukc-
nich a z hepatalniho poskozeni. Stanoveni je zaloZeno na oxidaci bilirubinu na zeleny biliverdin nebo modry
bilicyanin. Ve stfevé je bilirubin dile pfeménovan na bezbarvé urobilinogeny, které se z Casti vstiebéavaji
a venou portae se vraci do jater, kde jsou opét vychytany a vylouceny do Zluce. Za fyziologickych podminek
se v mocCi neprokazi. Pozitivni Ehrlichova aldehydova reakce (p-dimethylaminobenzaldehyd + HCI) zname-
nd jaterni poSkozeni nebo pietiZeni jater pfi zvySené produkci bilirubinu. Urobilinogeny se nakonec ve stfe-
v€ 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 prokdZeme je pozitivni Schlesingerovou reakci. Naopak negati-
vita této reakce znamena poruseni pasaze Zluci do stfeva (obstrukéni ikterus).

Erytrocyty RES Krev Jatra
hemoglobin — " bilirubin " bilirubin-albumin konjug. bilirubin
l entorohepataln{
ob¢h
Zlug
l V. portae
Stfevo

urobilinogeny

urobiliny

|

Mo& V. cava inferior Stolice

Diagnostickym vyznamem se ke ZluCovym barviviim 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 né€ktera Zlucova barviva enterohepatalni obéh. V moci se normalné nevyskytuji, miZeme je vSak proka-
zat pii obstrukénich Zloutenkach a nékdy pii 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
usnadiiuje vyroba riiznych tablet, které nahrazuji klasické roztoky a zejména vyroba indikatorovych prouz-
k. V soucasné dobé se pouzivaji predev§im kombinované indikatory napi.tuzemsky Heptaphan firmy
Lachema, které obsahuji na jediném prouzku indikatorové zony pro stanoveni pH, bilkovin, glukézy, ketoli-
tek, bilirubinu, urobilinogenu a krve. Zahrani¢ni papirky (Boehringer Mannheim ¢i Bayer Multistix) maji
navic dalsi policka pro priikaz leukocytd, nitriti a orienta¢né stanoveni hustoty moci. Vétsinou vSechny papir-
ky slouzi pro kvalitativni vySetfeni, ale porovnanim zabarveni poli¢ka s barevnou $kalou lze vysetfovany vzo-
rek vyhodnotit i semikvantitativng.
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Specialni vySetireni moci

MOCOVY SEDIMENT

Vysetfeni moCového sedimentu je nejpouZivangjsi, pro pacienta nenarocny, klinicky test, ktery vhodné
dopliiuje fyzikdlni a chemické vySetfeni moci. Mo€ na vy3etieni musi byt zcela Cerstva (do 1 hodiny po odbé-
ru), jinak dochazi k rozpadu bungk a vélcll, zejména v moci hypotonické a alkalické.

Kazdy zdkal mo&i samovolné sedimentuje a lze jej vySetfovat kromé jiného mikroskopicky. AvSak i mo¢
bez zjevného zakalu obsahuje ur¢ité mnoZstvi elementd schopnych sedimentace a hodnotitelnych pod mik-
roskopem. Preparat mocového sedimentu se pfipravuje $etrnou centrifugaci dobfe zamichané moci, superna-
tant se z v&t3i Casti slije a ze sedimentu se zhotovi nativni mikroskopicky preparat. Vhodnéjsi a diagnosticky
vyznamnéj§i je viak barveny preparat. Nejcastéji se uZiva Sternheimerova supravitdlni cytodiagnostickd
metoda, upravena podle tzv. ,finské modifikace. PouZiva se Lachemou dodavana: Souprava na ,, Barveni
mocového sedimentu . Metoda vyuZiva kombinace vodnych roztoku Alcidnové modri a Pyroninu B— Cerve-
né. Touto metodou lze rozliit erytrocyty, leukocyty, benigni a nadorové buiiky a riizné typy vélcl. Jadra
bunék jsou zbarvena tmavé modie, zatimco cytoplazma je zbarvena riZové. Hodnoceni poctu element v jed-
nom zorném poli se provadi pii 400 nadsobném zvétSeni nebo se kvantitativné hodnoti pocet elementi na 1 pl.

Podle druhu element délime pak sediment na orgdnovy a neorgdnovy.

VEtsi diagnostickou cenu ma orgdnovy sediment, do kterého zahrnujeme piedevsim bunécné elementy:

Epitelie — jsou bud velké polygondlni a cylindrické z vyvodnych cest mocovych, které pokud nepieséh-
nou limit 0-5 nemaji klinicky vyznam. Malé polygonalni az kulaté buiiky z ledvinnych tubuld (mohou se
zaménit s leukocyty) jsou vZdy patologickym nédlezem a svéd&i pro vazné poSkozeni ledvin. Nékdy mohou
byt i tukové degenerované. Jadra jsou tmavé modrd, cytoplazma riZova.

Leukocyty — normalné nachazime 0—4 v jednom zorném poli. K jejich zmnoZeni dochdzi zejména pfi zané-
tech ledvin a vyvodnych cest mocovych, kdy pfi tézkych zanétech miZeme najit aZ chuchvalce hnisu. Maji
vysokou peroxidazovou aktivitu. Jadra maji zbarvena modfe, cytoplazmu riZove.

Erytrocyty — normalné jsou 0—3 v jednom zorném poli. VEtsi poéet nachdzime pfi hematurii (viz vySe),
jejich zjisténi vylou¢i hemoglobinurii nebo myoglobinurii. Kromé svého typického vzhledu (kulaty, s boku
piskotovity-bikonkavni) mohou byt v hypertonickém prostiedi svrastélé, tzv. morusovity vzhled, v hypoto-
nickém prostfedi naopak praskaji a nachézime pouze jejich zbytky. Ve star$i moci z nich byva vylouZeno
krevni barvivo, takZe nalezneme jen stromata (stiny) erytrocyt. Zbarveni maji rizové aZ SedoriZové.

Vilce — jsou jakési odlitky ledvinnych tubulii nebo sbémych kanalkd a jsou vZdy renélniho pivodu. Zakla-
dem valcti byva Casto sraZend bilkovina, zpravidla mukoprotein Tammuv-Horsfalliv, produkovany tubular-
nimi buiikami. Tim dojde k ucpani tubulu a tlakem nové vznikajici mo¢i je sraZenina vypuzena ven jako hya-
linni vdlec. Jsou to jediné vélce, které v malém mnoZstvi nachdzime fyziologicky. Casto vznikaji pfi
dehydrataci, horeckach a acidéze. Slepenim dalSich elementii organového sedimentu vznikaji vélce: erytro-
cytdrni zejména pfi hematurii renalniho piivodu, leukocytdrni pti zanétlivych procesech v ledvin€ (pyelone-
fritida), epitelidlni a vzacnéji voskové vdlce (vznikaji tukovou degeneraci tubularnich bunék) ukazuji na
zévaZzna 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.

Dalsi soucasti mocového sedimentu mohou byt: bakterie, paraziti, kvasinky (Casty vyskyt u diabetiki),
spermie, tkdriovd a bunécnd drt, hlen a riznd znecisteni.

Hodnoceni mocového sedimentu se provede tak, Ze se prohliZzi minimalné 20 zornych poli v mikroskopu
pti 400 nasobném zvétseni a nalez se vyjadfuje primémym poctem elementil na jedno zorné pole. Sediment
Ize v8ak hodnotit i zcela kvantitativné. Tzv. Addisiv sediment znamena sbér moci po dobu 24 h (nebo 12 h)
a pocitani elementl v komirce. V soucasné dobé se provadi tzv. Hamburgeriiv sediment (rychlost, jakou jsou
do moci eliminovany morfologické elementy), zejména pii mocovych infekcich. Mo¢ se sbira 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, leukocyry do 67/s a hyalinni vdlce do 1/5.
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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
muzZe vyskyt uréité latky v sedimentu signalizovat metabolickou poruchu (vrozené aminoacidurie, zejmeéna
ndlez krystalii cystinu je vZzdy patologicky). SraZeniny jsou bud”amorfni nebo tvoii charakteristické krystaly,
kterym se v posledni dobé opét za¢ind vénovat pozornost, nebot se predpoklada jejich vyznam pfi tvorbé
mocovych konkrementd, onemocnéni, které je stile Cast€jSi. V kyselé moci byvaji amorfni sraZeniny soli
kyseliny mocové, 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: oxalét
vapenaty, fosfore¢nan amonno-hofecnaty a vapenaty, uhlicitan vapenaty. Krystaly tvoii také cholesterol, cys-
tein, leucin, tyrosin aj.

Granulovany Epitelidlni

Q Primer Erytrocytu valec vilec
© Svrastely }vhypertonicke’ R A%
Moru3ovity * moci Hyz‘ilmm
O vilec
O Nabobtnaly v hypertonické

moci

Degenerovany leukocyt

} Leukocyty

Ruazné typy
epitelidlnich
bunék

Epitelidlni
burika
rohovéjici

Bavinéné
vlikno

Krystaly oxaldtu vapenatého
a) osmistén nebo ,,obalka“
b) ¢inkovita forma
c) piskotovitd forma

W& &

Uratové (mocanové) sedimenty: a) amorfni uraty
b) pigmentované koule urdtu amonného (alkalickd mog&)
¢) ,ostnaté koule* urdtu amonného nebo sodného Ruzné formy kyseliny mocové
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DUSIKATE LATKY V MOCI

Produkty dusikatého metabolismu se vylucuji z nejvetsi casti pravé moci. Mocovina je syntézovana v jat-
rech a jako hlavni degradac¢ni produkt aminokyselin dosahuje normélné ze vSech sloZek moci nejvyssi kon-
centrace (333-583 mmol/24 h). Jeji vylucovéni zavisi na pfijmu bilkovin, zvySuje se, kdykoliv se zvySuje
katabolismus bilkovin (pii horecce, diabetu atd.).Je v urcité rovnovaze s amonnym iontem (30-75 mmol/24 h),
jehoZ vylu€ovani stoupd pii acidoze na dkor mocoviny, coZ piedstavuje jeden z hlavnich regulacnich mecha-
nismt acidobazické rovnovahy organismu (viz schéma). PFi acidoze se oslabi tvorba mocoviny v jétrech, kte-
rd mimo jiné spotiebovava 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 zarovefi se formuje HCO,~, tedy alkalicka sloZka
zakladniho pufru organismu.

Zvysené nebo sniZené vylucovani mocoviny a amonného iontu souvisi pfedevsim s dietnimi okolnostmi
a s chorobnymi stavy v rdmci celkové dusikaté bilance organismu.

Vyrazem degradace purinovych slouéenin je vyluCovana kyselina mocovd (normalni hodnoty
15-45 mmol/24 h). VEtSi vyznam ma ovSem sledovani jeji hladiny v krvi. ZvySené vylucovani provazi viech-
ny stavy se zvySenym rozpadem bunék, zejména bunék obsahujich jadro (leukocyty, nadorové buiiky po ozi-
feni nebo po podani cytostatik), ddle pfi poZivani stravy bohaté na puriny (vnitinosti, jatra). Pro svoji Spat-
nou rozpustnost je kyselina mocova Castou soucasti zdkalll a také neorganového sedimentu. Jeji nebezpeci
spociva vtom, Ze se uklada v riznych Castech téla (svaly, klouby) ale zejména v ledvinach, kde je castym
zdrojem mocovych konkrementi, zvlasté u lidi, ktefi trpi chorobou zvanou dna (viz kapitola krev).

Kreatinin je produktem odbouravani kreatinu. Endogenné se vytvari u kazdého jednotlivce pomérné ve sta-
1ém mnoZstvi, bez zavislosti na skladbé potravy. Je normalni soucasti moci v mnoZzstvi 9-16 mmol/24 h a jeho
vylucovani se sleduje v ramci funkéniho vySetieni ledvin (viz kapitola 2.4). Pfi jednostranné masité stravé,

JATRA LEDVINA
HCO;~ + NHj H,0 + CO,
+2 ATP

H,CO5
+« HCO;~
Karbamoylfosfat N H'
NHg\{
Mocovina
\ NH;* Na*
< 3
Ni'l4+ Na*
MoC
Modovina

pii nadmérné svalové Cinnosti a pii nékterych chorobnych stavech se vyluovéni kreatininu zvySuje, jiné
patologické okolnosti (napk. té7ké poskozeni jaterni) mohou vést ke sniZzenému vyluCovani. Jeho metabolic-
ky prekursor kreatin je normalné pritomen v mo¢i déti, zatimco u dospélych je jeho pfitomnost patologicka.

V moci nachézime pravidelné také aminokyseliny, aviak v nizkych koncentracich (do 14 mmol/24 h). Sta-
novujeme je jako tzv. celkovy o-aminodusik reakci s ninhydrinem. Aminokyseliny jsou v tubulech aktivné
resorbovany, podobné jako glukéza, a proto vy33i aminoacidurii povaZzujeme za patologickou. VEtSinou jde
0 projev postiZeni tubulii, vazne zejména zp&tna resorpce piislu§nych aminokyselin, pfi normalni hlading
vkrvi, vznika rendlni aminoacidurie. Nap¥. cystinurie je geneticky podminény defekt tubularni resorpce cys-
tinu a basickych aminokyselin — lysinu, argininu a ornithinu. Z nich nejhife rozpustny cystin krystalizuje
v t€lnich tekutindch (pfedevsim v moci) a vede ke vzniku cystinovych kaménki.

Pfi nékterych dédi¢nych onemocnénich nebo u jaternich onemocnénich produkce n&kolika nebo i jedné
aminokyseliny pfevysi resorpéni kapacitu ledvinnych tubuli a dochazi k rzv. woverflow* aminoacidurii
(napf. homocystinurie).
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Abnormalni metabolity aminokyselin vylu¢ovanych moci svéd¢i rovnéZ pro vrozené metabolické poruchy.
Hojné jsou v oblasti pfemén aromatickych aminokyselin. Vrozeny defekt hydroxylace fenylalaninu na tyrosin
(chybi enzym fenylalaninhydroxylaza) se projevuje vznikem abnormalnich metabolitl: fenylpyruvatu, fenyla-
laninu, a kyselin o-hydroxyfenyloctové, fenylmlééné a fenyloctové. Viechny tyto latky se hromadi v téle,
nékteré jsou vylucovany do moci, kde mohou byt detegovany napi.fenylpyrohroznova kyselina (fenylketonu-
rie). VEtSina téchto metabolitii 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 pie-
devSim ve vCasné diagnose, a proto se dnes vSichni 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 bezpodmineéné nutné okamzité zavedeni specidlni diety témé¥ bez fenylalaninu.
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Mista moZného zablokovini metabolické drihy pro: 1. fenylketonurii, 2. jednu forem kretenismu, 3. albinismus a 4. alkaptonurii.

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

Jina porucha je alkaptonurie, vrozena neschopnost $tépit kyselinu homogentisovou (alkapton), metabolit
tyrosinu, ktery se prozradi vyraznymi redukénimi vlastnostmi. Dalsi vrozené poruchy spojené s vylucovanim
tyrosinu je tyrosinosa eventuelné albinismus. Kozni pigment melanin je totiZ rovnéZ produkt pfemén tyrosi-
nu. Melanin se muZe patologicky vyskytovat v moci pfi melanoblastomu.

Normélni mo¢ obsahuje rovnéZ mald mnozstvi porfyrinii a jejich prekursort, tj. porfobilinogenu (do
6 wmol/24 h) a d-aminolevulové kyseliny (pramérné 20 umol/24 h). Porfyriny se v mo¢i patologicky zmno-
Zuji pri kongenitalnich nebo 1 ziskanych porfyriich rizného typu, pii nékterych poruchéch jater a pri infek-
cich. Vylucovani uvedenych prekursori ve zvySené mife doprovazi poruchy krvetvorby a intoxikace olovem.
Postizeny byva velice citlivy na svétlo, ma tmavou mo¢ a zvySenou pigmentaci pokoZzky. Za urcitych okol-
nosti, kdy je podezieni na akutni porfyrii (vrozeny defekt metabolismu porfyrin) ma byt na oddélenich jako
Jje napf. urazova chirurgie aj. pii 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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Enzymologie
OBECNE VLASTNOSTI ENZYMU

Prakticky veskeré biologicky vyznamné chemické reakce jsou katalyzoviny. Dosahuje se toho pomoci
specifickych biokatalyzatora znamych jako enzymy. Enzymy jsou schopny zvy$it rychlost reakce, ktera pro-
bihd v té které bunce nebo tkani. Je tfeba pfipomenout, Ze enzymy neméni chemickou rovnovahu a rovnéz
neméni celkovy energeticky pfijem nebo vydej v prabéhu reakce. Enzymy zvysuji reakéni rychlost tim, Ze sni-
Zuji aktivacni energetickou bariéru reakce.

Téméf viechny zndmé enzymy jsou bilkoviny. Relativni molekulovd hmotnost enzymi se nachdzi ve velmi Sirokém rozmezi. Napf.
enzym ribonukleasa je pomérné maly a jeho molekulova hmotnost je piiblizné 13700, Naproti tomu jeden z glykolytickych enzymil,
aldoldza, mi molekulovou hmotnost pfiblizné 156 000, Sklida se ze Ctyf podjednotek, kazda o molekulové hmotnosti piiblizné
40000. Pyruvitdehydrogendza. kterd katalysuje pfeménu pyruvitu na acetyl-KoA, je multienzymovy komplex, v némz jsou jednot-
live komponenty tak pevné propojeny, Ze cely systém milZe byt isolovin jakoZto kompletni funkéni jednotka z mnoha tkani. Tento
komplex isolovany z praseciho myokardu ma molekulovou hmotnost pfiblizné 1x107. Obsahuje minimalné 42 jednotlivych molekul,
viéetné nékolika dileZitych kofaktorl. Celd tato struktura pyruvitdehydrogenazového komplexu je nezbytna pro katalytickou funkei.

Vedle proteinové &idsti mnohé enzymy vyZaduji pro svoji katalytickou funkci téZ neproteinovou slozku. Tyto pridatné Zasti jsou
nazyviny rtizné, a to prosthetické skupiny. kofakiory, nebo koenzymy. Terminem prosthetickd skupina se oznacuje ta &ast molekuly
bilkoviny, kterd neni tvofena aminokyselinami, a kterd bilkoviné davi urditou specifickou vlastnost. Tyto prosthetické skupiny mohou
byt pfipojeny k bilkoviné Cisti bud kovalentné (hem v cytochromech) nebo nekovaleniné (hem v hemoglobinu). Termin kofaktor je
také pomérné Siroce definovin. Malé organické molekuly, jako tfeba fosfolipidy, jsou nékdy zcela podstatné pro udrZeni spravné pro-
storové konformace proteinové Eisti enzymu, kierd je vhodnd pro katalyticky a¢inek, aniZ by se piisluiny fosfolipid néjak sim na
katalyze podilel. Nékteré enzymy vyZaduji jako kofaktor aniont (napf. chloridovy), ¢astéji ale kationt (napf. hofeénaty). PEitomnost
kovového iontu v proteinové struktuie je nezbytnd pro fadu enzymi obecné oznacovanych jako metaloenzymy (napf. karbondtdehy-
dratiza obsahuje v kaZd¢ molekule atom zinku). Termin koenzym se pouZiva pro fadu organickych molekul, nezbytnych pro aktivit
nékterych enzymi, které byvaji velice ¢asto odvozené od riznych vitamini, Koenzym byvi obvykle pevné piipojen k proteinové &is-
ti pfisludného enzymu, takZe pfi pokusu jej isolovat, dochdzi pomémné Casto k denaturaci vlastniho enzymu. V nékterych pripadech
Jje koenzym viizin tak slabg, Ze se da separovat od proteinové ¢dsti enzymu pouhou dialysou. Koenzymy se vZdy podileji na kataly-
ticke reakci. Kompletni funkéni komplex, zahrnujici jak proteinovou st enzymu, tak viechny dal3i pfidavné sloZky jakéhokoliv dru-
hu, se nazyvi holoenzym. Naopak, pouze proteinova ¢ast, bez dalSich kofaktord, je nazyvina apoenzym.

Pravdépodobné neindpadng&isi vlastnosti enzvmi ie ieiich specificita. kterda oviem nemusi bvt vZdy absolutni. Uredza nebo katald-
za jsou piiklady enzymu s absolutni specificitou vi¢i svym substritdm, na druhé strané kupf. chymotrypsin vykazuje ponékud niZii
specificitu, kdyZ §tépi peptidové vazby, na nichZ se podileji aromatické aminokyseliny.

Enzymy ziskan¢ izolaci ze svych piirozenych zdrojl se mohou pouZit in vitto k detailnim swodiim @ch reakei, kweré katalyzuji.
Reakéni rychlost se totiZz miZe ménit v diisledku zmén takovych parametrd jako je pH nebo teplota, nebo v disledku rozdilného ion-
tového sloZeni reakéniho prostiedi, ale i v disledku pridani riznych ligandii, dokonce jinych nezli je substrat nebo koenzymy.
Vzhledem k tomu, Ze struktura proteinu uréuje jeho enzymovou aktivitu, pak cokoliv, co narusuje proteinovou strukturu, vede ke
zméndm enzymové aktivity. Denaturace proteinu, coZ je vlasingé vznik ndhodného prostorového uspofadini, miZe byt vyvoldna
riznymi zplsoby. Vyvold ji jednak teplo, jednak chemikdlie, které rudi vodikové mistky v proteinové struktufe, jako tfeba moco-
vina ve vysoké koncentraci, detergeny jako napf. dodecylsulfit sodny, nebo thiolové (sulfhydrylové) reagencie jako napf. mekap-
toethanol. Enzymy ¢asto vykazuji velkou repelnou citlivost. JestliZze se zahfeji na teplotu nad 50 °C, pak vétiina enzymd, i kdy?
ne viechny, denaturuji. Denaturace vysokou teplotou je zpravidla ireverzibilni. Dokonce i za podminek, kdy denaturace jesté nena-
stivd, vét8ina enzymil vykazuje urité teplotni optimum, pfi némZ je aktivita maximdlni. Zmény aktivity nad a pod teplotni opti-
mum nemusi mit vidy symetricky charakter.

Enzymovi aktivita ma rovnéZ tzky vztah k mife ionizace vlastni struktury, predev§im jeji proteinové &isti, nebot polypeptidové
fetézce obsahuji funkéni skupiny, jejichZ stupen ionizace zdvisi na pfevaZujicim pH prostfedi. Tak jako to plati pro proteiny obecng,
maji i enzymy sviij isolektricky bod, pfi némZ je jejich souhrnny ndboj nulovy. pH tohoto iseelektrického bodu (pl) prakticky nikdy
neni totozné s hodnotou pH, pfi niZ enzym vykazuje maximalni aktivitu. lonizace funkénich skupin je zpravidla rozhodujici pro kon-
formaci enzymu a pro zformovini aktivniho centra. Optimdinf pH enzymil miZe byt znané rozdilné. Pepsin, ktery existuje v Kyse-
lém prostfedi Zaludeéni $tavy, ma optimalni pH 1.5, na druhé strané argindza, kterd §tépi aminokyselinu arginin, ma pH optimum 9,7.
Avgak vétSina enzymi ma své pH optimum mezi hodnotami 4 a 8. Nékteré enzymy vykazuji $irdi toleranci, pokud jde o pH prostfe-
di, jiné funguji pouze v izkém rozmezi pH. JestliZe je enzym vystaven extrémnim hodnotdm pH, je zpravidla denaturovin. Znacni
citlivost fady enzymil ke zméndm pH je jednim z divodii, pro¢ musi byt pH vnitfniho prostfedi organismu tak peélivé fizeno a proc
jeho zmény mohou vyvolat tak zavazné disledky.
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Enzymy se lidi od ostatnich proteind hlavné tim, Ze obsahuji tzv. aktivai katalytické centrum. Toto aktivni centrum je tvofeno
relativné malym poétem aminokyselinovych zbytki, a to takovymi, které nendsleduji bezprostfedné za sebou z hlediska primérni
struktury proteinu. Nicméné tyto aminokyseliny spolu vzdjemné reaguji takovym zplsobem, Ze umoZiuji katalyzovanou reakci.
S ohledem na sloZity a v podstaté individudlni zpisob, jakym jsou peptidové fetézce prostorové uspofadany, mohou se takové ami-
nokyseliny, které jsou z hlediska primdrni struktury znaéné vzdilené, podilet na funkci aktivniho centra. Na druhé strané to ale
zdrovefi znamend, ¥e nevelkd strukturni zména mii¥e zpisobit ztritu potfebného kontaktu aminokyselin tvoficich aktivni centrum,
To je i diivodem toho, Ze nékdy i mimé vlivy mohou zpusobit denaturaci enzymu.

Neékteré enzymy, predeviim ty, které maji mohutny nevratny Géinek (napf. proteolytické enzymy traviciho traktu, enzymy kaska-
dy sraZeni krve aj.) jsou syntetizovany v podobé neaktivnich prekursorti, zvanych proenzymy nebo €7 gymogeny. Typicky aktivacni
mechanismus je vyStépeni peptidového fragmentu s nislednou zménou konformace, pii niZ se vytvofi aktivni centrum.

U mnoha biologickych druhti, ¢lovéka nevyjimaje, byly isoloviny z téZe nebo z riznych tkani rizné molekuldrni formy enzy-
mi, zvané isoenzymy nebo isozymy. Laktatdehydrogenaza (LDH) a malatdehydrogendza jsou pfiklady detailné studovanych iso-
enzymi. LDH je sloZena ze &tyf podjednotek. Dva typy podjednotek, které jsou vyrazem dvou velmi podobnych gent a které se
ponékud li% svy¥m aminokyselinovym sloZenim a sekvenci, se mohou kombinovat ve étyfech podjednotkach péti moznymi zpu-
soby. JestliZe jeden typ podjednotky oznacime M (jedna se o hlavni typ, pfitomny ve svalech - muscle a v jatrech) a druhy typ
oznaéime H (hlavni forma pfitomnd ve srdeénim svalu — heart), pak moZné tetramery budou mit sloZeni M,, M H, M,H,, MH,
a H,. Tyto frakce lze oddélit clektroforézou. U Elovéka se 1181 obsah jednotlivych isoenzymi v jdtrech a v srdci, coZ se did vyuzit
v diferencidlni diagnose pfi onemocnéni téchto orgdnd.

KINETIKA ENZYMOVE REAKCE

Jiz dfive bylo feceno, Ze enzymy urychluji chemické reakce svym katalytickym piisobenim. Podivejme se proto na nékteré kvan-
titativni aspekty enzymové reakéni kinetiky. Analyza enzymové reakce zavisi vétSinou na stanoveni reakénich casi. JestliZze budeme
stanovovat poddtecni reakéni rychlost (tj. rychlost méfenou v dobé, kdy je koncentrace produktu jeSté stile blizkd nule) v zavislost
na koncentraci substratu, pak ziskdme vztahy zobrazené na nasledujicim obrazku.

Kiivka, spojujici jednotlivé naméfené body bude hyperbola a bude se asymptoticky blizit ur€ité maximalni hodnoté reakéni rych-
losti, oznacené jako V.. Jednd se o maximalni inicidlni reakéni rychlost, kterou lze ziskat, aniZ se zvysi mnoZstvi enzymu.

Hyperbolicky charakter kfivky oviem ponékud ztéZuje jeji praktické vyuZiti. Jestlize se viak pouZiji pfevricené (reciproké) hod-
noty obou veli¢in, pak se sledovand funkce zméni na piimku. Systém zobrazeni reakcni rychlosti v zavislosti na koncentraci substritu
pomoci dvojich reciprokych hodnot se oznacuje podle autori jako Lineweaveriiv-Burkiv graf.

JestliZe pouZijeme standardni oznaceni pro molami koncentrace (kupf. [S] jako moldrni koncentraci substrétu) a nékolik pfedpo-
kladt pro experimentilni situaci, ziskdme uZiteéné rovnice, které popisuji enzymovou kinetiku. Pfedpoklddejme:

1. Systém zahrnuje pouze jediny substrat.

2. Systém je ve stavu dynamické rovnovahy, tj. [ES] je konstantni a volny enzym E je v rovnovize s komplexem ES

3. Systém je urCen tak, Ze [E] je men8i neZ [S] z hlediska moldrnich koncentraci.

4. JelikoZ tato analyza pofitd s poditeéni rychlosti, je [S] podstatné vy&si neZ [P] a [P] je zanedbatelné za téchto podminek.

<
£

R —

-
3

47



V tomto pfipadé pak miZeme reakéni mechanismus formulovat takto:

k k

E+S —%ES —25 E+P
fem e e
k, k,

kde k. k;, ky a k, jsou pfislusné reakCni konstanty.
Ve stavu dynamické rovnovihy je koncentrace ES konstantni, tzn. Ze rychlost vzniku tohoto komplexu je stejnd jako rychlost jeho

rozpadu. Za téchto podminek miZeme odvodit reakéni rovnici:

K [EI[S] + K [E][P] = k,[ES] + k3 [ES]

Ponévad? tato analyza se omezuje na pocatecni reakcni rychlost, kdy [P] je zanedbatelng a [S] je prakticky konstantni, lze tedy
¢len obsahujici [P] vypustit a ¢leny obsahujici [ES] spojit, takZe dostaneme nasledujici vztah:

[E1[S]  ky+ky
[ES]  k;

k, [E] [S] = (k, + k3) [ES]  nebo

Vyraz (k, + k;) / k, lze nahradit jedinou konstantou Ky, zndmou jake Michaelisova konstanta.
Maximdlni pocdtecni rychlost mize byt dosaZena pouze tehdy, jestlize veSkery pfitomny enzym je ve formé aktivniho komplexu

(ES). z ¢ehoz vyplyva, Ze:
Vinax = K3[E]
Za jakychkoliv jinych podminek je pak méfena pocdtecni reakéni rychlost ndsledujici funkei:

V = k,[E]

S vyuzitim téchto vztaht pak miaZeme odvodit konecnou formu rovnice Michaelise-Mentenove:
1S Vo _ [SI k5 LE]
[SI+K, [SI+K,

Vyznam hodnoty Ky, je z rovnice patmy. Jestlize K,, se rovnd [S], pak v = 1/2 V.. Tento vztah je vlast-
né definici Ky,: Michaelisova konstanta je takovd koncentrace substrdtu, pfi niZ je pocdtecni rychlost reak-
ce rovna poloviné V, , . Obé hodnoty, K, a [S] jsou vyjadieny v tychz jednotkach, tj. v mol/l. Z rovnice také
vyplyva, Ze jestliZe [S] je vyrazné vyS3i neZ Ky, pak K,, miZeme zanedbat, a tudiz

v=V__ [S]/Ky.

Tyto vztahy je tfeba respektovat v jakékoliv laboratorni prici. Pfi stanoveni koncentrace nékterého enzymu v krvi nebo v jiném
materidlu je velice dileZité zajistit dostateéné mnoZstvi substritu, aby byl pfisluiny enzym substritem plné saturovin, tj. aby sec
vytvofil v plné mife komplex enzym-substrat. Na druhé strané, jestliZe méfime pomoci enzymatické reakce koncentraci substritu, je
tfeba vytvorit relativni nadbytek enzymu, aby reakéni rychlost byla funkci koncentrace substratu.

Vyznam K, pfi posuzovani uréité metabolické situace vyplyvi z jeji definice jakoZto koncentrace substratu, pfi niZ je po¢ite¢ni rych-

lost polovinou rychlostniho maxima. Z toho lze odvodit dilezité zavéry:

1. Koncentrace substratu miZe hrat dileZitou roli v fizeni rychlosti enzymatické reakce pouze tehdy, je-li pfiblizné srovnatelna
s hadnotou Ky,

2. Jestlize enzym plsobi na dva riizné substraty, z nich? kaidy je charakterizovdn svymi hodnotami Ky, a V. pak rychlosti jedno-
tlivych pfemén mohou byt vypocteny z rovnice Michaelise-Mentenové. Predpoklada to oviem, Ze koncentrace jednotlivych sub-
strdti in vivo jsou zndmy. Jestlize koncentrace nékterého substritu in vivo je vyrazné niZdi nez piisluina K, pak tento substrat
nebude signifikantné pfeménovan na pfisludny produkt. Pfikladem takové situace je alkoholdehydrogendza, ktera ,,preferuje” etha-
nol pfed jinymi alkoholy.

3. JestliZe substrit miZe byt pfeménén dvéma riznymi enzymy na riizné produkty, pak enzym s nizdi Ky, pfeméni vétfinu substritu
na sviij specificky produkt. Z toho vyplyva, Ze fyziologicky vyznam (dileZitost) jednotlivych enzymu lze posoudit z hodnot Ky,
a V.. az koncentrace pfislusného substratu in vivo.

Jednotkou enzymové aktivity je katal (kat), ktery je definovan jako pocet moli substratu pfeménénych
enzymem za jednu sekundu. Pro vyjadfeni koncentrace enzymu v analyzovanych télnich tekutinach (sérum,
mozkomiSni mok, mo¢) se pouZiva kai/l (mkat/l, pkat/l, nkat/l). Pfi stanoveni enzymové aktivity zpravidla
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méfime ubytek substratu nebo pfirustek produktu, je mozné také méfit zmény koenzymu, tedy cokoliv, co je
vyhodné z laboratorniho hlediska. OsvédCuji se rizné syntetické substrity, poskytujici barevné produkty,
nebo i nasledné reakce zaloZené na vlastnostech vedlejsich produkti enzymové reakce.

INHIBICE ENZYMOVYCH REAKCI

Enzymy mohou byt inhibovdny specifickymi molekulami nebo ionty. Pfi ireverzibilni inhibici je inhibitor
poutan kovalentné k enzymu nebo je jinak pfipojen tak pevné, Ze disociace inhibitoru od enzymu velice niz-
ka. Reverzibilni inhibice naproti tomu je charakterizovina skute¢nou rovnovidhou mezi volnym enzymem
a inhibitorem a komplexem enzym-inhibitor. Kompetitivai inhibitory brani substriatu ve vazbé na aktivni
centrum. SniZuji reakcni rychlost tim, Ze smiZuji pofet molekul enzymu, které vaZi substrat. Nekompetitivni
inhibitory naopak snizuji ¢islo premény. Rozliseni obou typu inhibice je moZné zjisténim, zda inhibice muze
byt potlaCena zvySenou koncentraci substratu, coZ je typické pro kompetitivni inhibici.

In vivo je aktivita mnohych enzymi regulovina. V tomto sméru jsou zejména dileZité tzv. allosterické interakce, coZ jsou inter-
akce mezi prostorové odliSnymi misty enzymi. V enzymovych regulacich se velmi Casto setkdvime s jevem, pfi némZ je enzym kata-
lyzujici prvni reakei urcité syntetické drdhy inhibovan koncovym produktem této drihy. Enzymy jsou mnohdy fizeny také regulad-
nimi proteiny typu kalmodulinu, ktery svoji konformaci reflektuje hladinu vipenatych iontd. Dalezitym ndstrojem regulace enzymil
byva také kovalentni modifikace prostfednictvim fosforylace serinovych, tyrosinovych nebo threoninovych zbytki ve struktufe enzy-
mu. Nejmohutngjsi regulaéni mechanismus je patrné spojen s tvorbou inaktivnich prekursori, které se proteolytickym Stépenim méni
na aktivni enzymy — tzv. proteolyticka aktivace.

Podstatou enzymové Katalysy je zpravidla selektivni stabilizace aktivovaného meziproduktu, ktery je enzymem vidzdn pevnéji,
neZli pivodni substrat. Proto jsou nejiéinnéjdimi inhibitory enzymu pravé strukturmni analogy aktivovanych meziprodukti. To se vzta-
huje i na imunogeny, nebot interakee antigenu a protildtkou silné pfipomind reakei enzym-substrat a nejlepsi producenty protildtek
jsou imunogeny (antigeny), které imituji aktivovany meziproduki.
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Kompetié¢ni inhibice podle Lineweaverova-Burkova grafu:
A = normalni neinhibovana reakce
B a C - dvé rizné koncentrace inhibitoru (B<C)
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Drive uvedeny Lineweaverav-Burkav graf ma jesté jedno dilezité vyuZiti, a to posouzeni charakteru eventuelni inhibice enzymu.
Ma-li probéhnout katalysovana reakce, musime pfedpoklddat ur€itou strukturni korelaci mezi povrchem substritu na jedné strané
a vnitinim povrchem aktivniho centra enzymu na strané druhé, Cokoliv, co méni tyto struktury nebo brani jejich vzijemné interakci
inhibuje nebo uplné blokuje enzymovou katalysu. Metabolity, léky nebo toxické latky mohou inhibovat mnohé enzymy do té miry,
Ze se katalytickd reakce zpomali, nebo dokonce zastavi. Inhibitory klasifikujeme podle toho jak reaguji s enzymem:

Kompeticni inhibitory se vazi reverzibilné na enzym a v podstaté konkuruji substritu ve vazb& na aktivni centrum enzymu. Jestli-
Ze je inhibitor vizadn na enzym, substrdt nemiZe tvofit s enzymem aktivni komplex ES, a tudiZ méné molekul enzymu je k dispozici
pro katalytickou reakci. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o kompetiéni vztah mezi substritem a inhibitorem, dostate¢né vysoka kon-
centrace substratu miize eliminovat inhibici, takze V__ bude mit stejnou hodnotu jako v reakci bez inhibitoru. Aviak, bude-li kon-
centrace substratu srovnatelnd s koncentraci inhibitoru, hodnota K, bude pochopitelné zvysend.

Nekompeticni inhibitory se vazi jak na volny enzym, tak na komplex enzym-substrit. V tomto pfipadé je hodnota V. sniZena,
aniZ se zméni Ky, pro dotyény substrat. Ani extrémné vysokd koncentrace substratu nemiZe zcela vyloucit inhibicni efekt.
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Nekompeti¢ni inhibice podle Lineweaverova-Burkova grafu:
A — normélni neinhibovana reakce
B a C - dvé riizné koncentrace inhibitoru (B<C)

Bezkompeticni (uncompetitive) inhibitory se naproti tomu vaZi pouze na volny enzym, nikoliv viak na jiZ existujici komplex
enzym-substrit. V tomto pfipadé jsou zménény obé konstanty, tj. jak V__ tak K, Lineweaveriv-Burkiiv grafl vykazuje paralelni
piimky pro riizné koncentrace inhibitoru.

ALLOSTERICKA REGULACE

Nékteré enzymy se viak nechovaji zcela podle modelu Michaelise-Mentenové. Existuje vyznamna skupina enzymu, jejichZ akti-
vita je v podstaté fizena jinymi molekulami, které se vaZi na specifickd mista enzymu, aviak vidy na mista odliind od aktivniho kata-
Iytického centra. Tyto molekuly, nazyvané efektory, viak ovliviiuji kvalitu vazby substritu na aktivni centrum, respektive ovliviiuji
kvalitu aktivniho centra jako takového. Tyto enzymy jsou znamy pod jménem allosterické enzymy. Nékteré allosterické enzymy jsou
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sloZeny z vice podjednotek s identickou nebo podobnou strukturou. Jejich kvarterni struktura a celkovid konformace je pak ovliviio-
vana zminénymi efektory. Tyto enzymy tudiZ vykazuji jedno nebo vice aktivnich katalvtickych center (C), kterd vaZi substrat, a ved-
le toho oviem jedno nebo vice regulacnich center (R), ktera vazi efektory. V nékterych pfipadech jsou R a C centra na riznych pod-
Jjednotkach enzymu, jindy nachdzime obé centra na téZe podjednotce. Zcela charakteristické pro viechny allosterické enzymy oviem
je to, Ze grafické znazornéni zavislosti pocatecni reakéni rychlosti na koncentraci substratu ma vzdy esovity (sigmoidilni) charakter
a nikoliv charakter hyperbolicky. Charakter této kiivky je rovnéZ silné zavisly na pfitomnosti a koncentraci pozitivné nebo negativ-
né pusobicich efektori. Zmény vyvolané typem a mnoZstvim efektoru silné pfipominaji zmény hodnot K,, u klasickych enzyma.
S jistou toleranci miZeme tedy fici, Ze efektory allosterickych enzymi méni ,hodnotu K,,"* pro urcity substrit. Znamena to, Ze allos-
tericky enzym ma riznou aktivitu za riznych metabolickych okolnosti, které jsou signalizoviny ménicimi se koncentracemi efekto-
rit. Jednd se tedy o vysoce kvalitni typ regulace enzymové aktivity.

Ve velmi obecné podobé 1ze allosterickou kinetiku vyjadfit nasledujici rovnici:

_ [S ]n vrnm;

[S]"K

kde n je koeficient charakterizujici aktivni centrum, K pfedstavuje miru afinity substritu k enzymu a ostatni symbeoly jsou standardni.

ENZYMOVA AKTIVITA SERA

Stanoveni enzymovych aktivit v krvi, plazmé, nebo v krevnim séru patfi mezi zakladni biochemicka vyset-
feni. Ve specidlnich pfipadech je moZno stanovit enzymy i v bioptickém materidlu, zejména pii podezieni na
vrozenou metabolickou poruchu. V krvi Ize prokdzat velké mnoZstvi riznych enzymovych aktivit. V zasadé
rozliSujeme enzymy, jejichZ aktivita v krvi je vy38i neZ v buiikdch a krev je tudiZ kompartment, kde provo-
zuji svou funkci, a enzymy, které nemaji plazmatickou funkci a jejich nitrobuné¢né aktivita podstatné pie-
vysuje aktivitu plazmatickou. Do prvni skupiny enzymi fadime napf. pseudocholinesterazu, cholesteroleste-
razu, ceruloplazmin a proenzymy koagulace a thrombolyzy. ProtoZze vznikaji v hepatocytech a jsou
secernovany do krve, miZeme je nazvat také enzymy sekrecnimi. Jejich aktivita je pomérné vysoka, diagnos-
ticky je dulezité jeji sniZeni, protoZe poukazuje na geneticky defekt nebo poruchu produkéniho orgénu.

Druhé skupina enzymi se za normélnich okolnosti prokazuje jen velmi citlivymi metodami. Patii k nor-
malni buné¢né vybavé nebo jsou vylucovany Zlazovymi orgdny travicicho traktu. Jejich pfitomnost se prici-
ta piirozené obmeéné bunék ve tkanich a nejvice jich pochazi z organi s rychlym metabolickym obratem (jat-
ra, pankreas). Ke zvySeni jejich aktivity dochazi v souvislosti s poruchou organu, ve kterém se vyskytuj,
takZe indikuji jeho postiZeni. Odtud pochézi nizev enzymy indikacni. Je viak nutno dodat, Ze vzestup nékte-
rych enzymovych aktivit 1ze vyprovokovat i nékterymi latkami, zndma je napf. indukce jaternich aminotran-
sferaz barbituraty a alkoholem. Indukci je ovSem nutno odlidit od toxickych projevi. Pfedpokladem priiniku
enzymu z bunék do extraceluldrnich tekutin je poruSeni bunééné membrany. Nejmirnéj§im stupném je posti-
Zeni energetického metabolismu buiiky, které vede k poruSe transportu iontil s retenci vody a ke kalciem pod-
minéné vezikulaci ¢asti buné¢nych membran. To maZe byt provazeno docasnym vyplavovanim cytoplazma-
tickych enzymii. Pfi pokracujici poruse dochazi k naruseni kontinuity membrany, coZ je jiz jev nevratny.
Nejprve unikaji cytoplazmatické enzymy, pozdéji enzymy mitochondridlni.

Enzymy lyzosomdlni se uvoliiuji jako posledni a likviduji struktury jiZ zaniklé buiiky. Z hlediska ¢asné dia-
gnosy je tedy prvoradé stanoveni vzestupu aktivit cytosolovych enzymu, prikkaz enzymu vazanych na mem-
brany ¢i bunécné organely je pak umémé spise hloubce postiZeni.

Pfi hodnoceni zvySenych hladin intraceluldrnich enzym je tfeba prihlédnout k enzymoveému profilu jed-
notlivych organii. Nékteré enzymy maji totiZ ubikvitarni vyskyt, nachézeji se prakticky ve vSech bunkach,
jako napf. enzymy glykolyzy (laktitdehydrogendza, aldoldza), takZe jejich ndlez nemusi vést pfimo k diag-
néze organového postizeni. U fady enzymu je viak fadovy rozdil v expresi u riznych organd, takZe nilez
zvysenych aktivit je jiZ informativni. Tak napf. ALT pfevlada v jatrech, AST ve svalech, jatrech a erytrocy-
tech, kreatinkindza ve svalech, kysela fosfatdza v prostaté. Jen malo enzymi je absolutné organoveé speci-
fickych. Jako pfiklad lze uvést sorbitoldehydrogenazu, vyskytujici se vylucné v hepatocytech. V pripadé
aminotransferdz je mozno vyuZit faktu, Ze AST je pfitomna jednak v cytoplazmé jaternich bunék podobné
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jako ALT, jednak v mitochondriich, kde se ALT nenachazi, takZze pomér téchto dvou aminotransferaz se
méni podle zavaZnosti postiZeni hepatocytu. Pfi poméru AST/ALT (DeRitisiiv kvocient) menSim neZ 1 se
jednd o lehké postiZeni s pfitomnosti plazmatické formy AST. vzestup nad 1 uZ signalizuje tinik mito-
chondrialni frakce, co? je ukazatelem nekrdzy jaternich bunék. Zvlasini situace je u enzymu, které se nor-
malné vylucuji do traviciho traktu (sekrecni enzymy). Jedna se o amylézu, lipizu, jaterni alkalickou fosfa-
tazu a leucinarylamidasu (leucinaminopeptidasu). V pfipadé amylaz v klidu pfevlida enzym produkovany
piiusni Zlazou, pfi nekrose pankreatu prudce stoupne enzym slinivky bfisni, vyplavovany z acint lymfatic-
kymi cestami. Aktivita poslednich dvou jmenovanych enzymi se zvySuje pfi stagnaci Zluci nasledkem uza-
véru zluCovych cest.

Enzymové profily vvbranych orgini

srdce jatra kosterni sval
AST
ALT £
5D ] =
LD,
LD E3

Pii enzymologickém monitorovani poruch je tieba sledovat aktivity jednotlivych enzymi v Case a hodno-
tit je vzhledem k jejich polocasu odbourdvdni (biologickému poloCasu). Je to doba, za kterou by aktivita
enzymu klesla na polovinu, pokud by nebyl dopliiovan ze tkani. PoloCasy inaktivace kolisaji od 3-6 hodin
u amylazy do 10 dnil u alkalické fosfatazy, cholinesterazy a lipdzy. K odbouravani dochazi po endocytoze
hlavné v jitrech a ve slezingé. Na kréitkém polo¢asu amylazy se podili pfedeviim vylu€ovani v ledvinach,
vzhledem k pomémé malé molekule (MH 50 tis.). Zahu3téni moci pak zpisobuje nélez vy§Sich aktivit v moci
neZ v krevnim séru. Pfi renélni insuficienci oviem vylu¢ovéni ledvinou klesé a sérové hodnoty jsou pak vys-
§i. Vylucovani je vzicné blokovino pri vytvofeni plazmatickych komplexii mezi amylazou a imunoglobuli-
novymi molekulami, které neprojdou glomeruldrni membranou (makroamylasemie). Trva-li porucha tkang,
produkujici indika¢ni enzymy déle (napf. u cirh6zy jater), maZe dojit k poklesu celkové proteosyntézy nato-
lik, Ze se enzymové zvyseni zdanlivé normalizuje. Obecné tedy pokles aktivit miZe znamenat jak reparaci
chorobného procesu, tak selhdavani funkce produkujiciho organu.

Vétdina klinicky vyznamnych enzymii se vyskytuje ve dvou nebo vice variantach, které se nazyvaji izo-
enzymy. Jedna se o molekuly se stejnou, nebo velmi blizkou enzymovou aktivitou, ale s ur€itymi zménami
v aminokyselinovém sloZeni. Rozdilu ve fyzikaln&-chemickych vlastnostech se vyuZiva k separaci a identi-
fikaci izoenzyma. V predchozi kapitole jsme se jiZ setkali s existenci 5 izoenzymovych forem laktatdehyd-
rogenazy. Zminéna cytosolova a mitochondrialni forma AST jsou také izoenzymy, dalsi priklady uvidime
u fosfataz. Od izoenzymi musime odlisit enzymové molekuly, liici se pouze svou sacharidovou slozkou, tj.
charakterem posttranslaénich modifikaci, pfi stejném genovém transkriptu. Tyto produkty jsou uvadény jako

izoformy enzymii.
STANOVENI ENZYMOVE AKTIVITY A JEJi VYJADROVANI

MnoZstvi enzymu se v enzymologii zpravidla nahraZuje pojmem enzymovd aktivita a misto pojmu kon-
centrace enzymu se uZiva aktivita vztaZena na 1 litr vySetfované tekutiny (katalytickd koncentrace). Vyjim-
ku tvoii vysledky specidlnich imunochemickych metod, které mohou jako antigen detegovat i degradované
formy enzymi, které by nebyly dostatedng aktivni pfi kinetickych méfenich. Zde se vysledky vyjadiuji v jed-
notkdch hmotnostni koncentrace (ug/l). Jednotkou enzymové aktivity je mnoZstvi substritu (mol) pfeméné-
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né za jednotku asu (s) a nazyva se katal (kat). V oblasti klinické biochemie pfipadaji v ivahu odvozené jed-
notky pkat a nkat, aplikované na katalytickou koncentraci pak pkat/l a nkat/l.

Pfi stanoveni aktivit musi byt definovany podminky katalytické reakce, snahou je, aby byly optimalni pro
¢innost vySetfovaného enzymu. ProtoZe se katalytickd koncentrace enzymu stanovuje z rvchlosti enzymové
reakce, musi byt mnoZstvi biologického materidlu, substriatu a kofaktori takové, aby rychlost v prakticky
méfitelném 1ntervalu odpovidala rychlosti maximdlni (viz vyklad kinetiky enzymovych reakci). Zakladni
podminkou je proto dostatek substratu aby byla splnén piedpoklad [S]>K_, , v druhé fadé pak pfiméfena akti-
vita enzymu. Idealni technikou je kinetické méfeni ve vice Casovych intervalech, pfi kterém se vybere usek
s nejvétsim sklonem pro vypocet maximalni rychlosti reakce. Na nasledujicim schématu je znazornén pru-
béh tvorby produktu pfi riznych aktivitach enzymu. Viiméte si, jak se méni pfirastek produktu ve druhém
Casovém intervalu pii vyS8ich katalytickych koncentracich enzymu, kdy dochazi k rychlému poklesu kon-
centrace substratu:

Pi sledovani enzymové reakce davame v klinickobiochemickych laboratofich prednost optickym meto-
dam. Je lhostejné, zda sledujeme pfiriistek produktu nebo tibytek substrdtu. Nékteré produkty je moZno sta-
novit fotometricky ve viditelném svétle, napf. fosfatazy odstépuji Zluty p-nitrofenol z p-nitrofenylfosfatu. Zde
miiZeme vyuzit bézny fotometr s wolframovou Zirovkou jako zdrojem svétla. Jiné produkty je mozno stano-
vit naslednou jednoduchou reakci se vznikem barevného adduktu, jako napf. DNP-hydrazonu

kys. pyrohroznové pii testu na aminotransferazy. Ukazalo se v8ak, Ze nejspolehlivéjsi jsou metody zalo-
zené na sledovani zmény koncentrace pyridinovych koenzymii, které se icastni enzymové reakce oxidore-
dukéniho typu bud piimo, jako je tomu u stanoveni laktatdehydrogendazy, nebo jsou kofaktory sprazené reak-
ce, kvantitativné pfeménujici produkt (viz alternativni stanoveni aminotransferaz). Tato metoda, znama pod
nazvem Warburgiiv opticky test, je zaloZena na rozdilech v UV absorbanci redukované a oxidované formy
pyridinovych koenzymi. NADH ma druhy vrchol absorbance pii vinové délce 340 nm, kde NAD* ma absor-
banci nulovou. Je-li UV-spektrofotometr nastaven na tuto délku, pfi redukénim procesu méfime ubytek, pfi
oxida¢nim déji priristek absorbance.

[P]

[E4
[E]s

[El2

(El

t 1%) t

Kinetika enzymovych reakei pfi riznych katalytickych koncentracich enzymu

Rutinni metody stanoveni enzymovych aktivit jsou zatiZzeny nejvétsi primérnou chybou ze viech kli-
nickobiochemickych vySetfeni (uvadi se asi 15 %), coZ je z€asti dano choulostivosti metodik samotnych.
O tom se ostatné studenti sami pfesvédci prfi praktickych cvicenich. Je déle tfeba vyvarovat se viech tech-
nickych chyb pfi manipulaci se vzorkem pfed vySetienim, tj. dodrZovat zdsady sprivného odbéru mate-
ridlu, krev by méla byt co nejdfive odstfedéna (aby se zabranilo kontaminaci séra erytrocytdrnimi enzy-
my) a krevni sérum uchovavino pii 4 °C, event. zmraZené, a to co nejkrati moZnou dobu. Pri vy§sich
koncentracich enzymu je nutno sérum fedit, coZ je zdrojem dalSich chyb. K fedéni by se mélo uZivat tepel-
né inaktivované sérum.
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Absorbance

Warburgiv opticky test

NAZVOSLOVI A KLINICKY VYZNAM RUTINNE VYSETROVANYCH ENZYMU

Aldolaza (ALD): stépi fruktosa-1,6-bisfosfat

organové nespecifickd, stoupd hlavné u poskozeni jater a svalu
norma do 50 nkat/l.

a-Amylaza (AMS): hydrolyzuje Skrob a glykogen v centru molekul, produkuje oligosacharidy

jsou znamy slinna (S) a pankreatické (P) izoforma, lisi se od sebe sacharidovou sloZkou, lze je od sebe
odli%it pomoci lektinii nebo specifickych protilatek, vzestup jednotlivych izoforem u chorob pankreatu,
zejména akutni nekrosy, a u chorob slinnych Zlaz (parotitis), dalsi informace v oddilu 5.3.1, vyluCovani
modi, kde jsou vzhledem ke zkoncentrovani vy33i aktivity

norma AMS(sérum): do 3,3 ukat/l, AMS(moc): do 20 pkat/l.

Alaninaminotransferiza (ALT): L-alanin-2-oxoglutarat-aminotransferdza

cytoplazmaticky enzym, nejvy3si aktivita v hepatocytech, podili se na pfeméndch aminokyselin a elimi-
naci a-aminodusiku, podrobnosti v kap. 5.3.1, zvy3uje se pfi chorobach jater (hepatitis, inf. mononukleé-
za, toxicka poskozeni)
norma do 0,67 pkat/l.

Aspartataminotransferaza (AST): L-aspartat-2-oxoglutarat-aminotransferaza

nejvyi§i koncentrace v jatrech a srd. svalu, existuje izoenzym plazmaticky a mitochondriélni, podrobnos-
ti viz oddil 5.3.1., vzestup pii infarktu myokardu, postiZeni hepatocytl (zejména tézsich), poskozeni kos-
ternich svali, tfeba hodnotit vzhledem k aktivité ALT

norma do 0,67 pkat/L

Fosfatiza alkalicka (ALP): hydrolyzuje monoestery kys. fosforecné v alkalickém prostfedi

existuji tfi izoenzymy ALP: (1) placentarni, (2) stfevni, (3) izoenzym kosti, jater a ledvin, pfi cemzZ kost-
ni a jaterni izoenzym se vyskytuje v odli¥né izoformé oproti ledvinovému (nepfitomen v séru), zvySeni pfi
jaternich afekcich spojenych s cholestazou a u onemocnéni kosti (obtiZe s rozliSenim), fyziologicky jako
vyraz osteoblastické aktivity u déti, placent. izoenzym stoupe v téhotenstvi

norma u dospélych: pod 2,3 pkat/l.
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Fosfataza kysela (ACP): hydrolyzuje monoestery kys. fosforeéné v kyselém prostfedi

- vyskytuje se nejvice v prostaté, obsaZena také v kostech, erytrocytech a trombocytech, prostaticky
izoenzym je tartardt labilni, stoupe pfi karcinomu prostaty, zejména pfi jeho generalizaci, izoenzym
kostni, erytrocytarni a trombocytarni je tartarat stabilni (vyuZiva se pfi stanoveni), stoupe pfi osteo-
klastickych procesech kostnich, fyziologicky je zvySen u déti, zvySuje se pfi hemolyze, proto je lépe
vysetiovat plazmu, ACP je nestabilni pfi fyziologickém pH, plazmu je nutno okyselit citratovym
pufrem

— norma ACP(muZi): pod 108 nkat/l, ACP(Zeny): pod 92 nkat/l.

Y-Glutamyltransferaza (GMT): pfenos y-glutamylového zbytku na peptidovy akceptor

— obsazena hlavné v hepatocytech a sténach Zlucovoda, v tubularnich buiikach ledvin, vyznam nejasny, zvy-
Suje se zejména u toxickych postiZeni jater (alkohol, léky) a pfi obstrukcich ZluCovych cest

— norma GMT(muZi): pod 1,77 pkat/l. GMT(Zeny): 1,10 pkat/1.

Glutamitdehydrogenaza (GMD): oxidoreduktdza deaminujici kyselinu glutamovou, NAD* zavisla
— obsaZena v mitochondriich jaternich bunék, zvy3uje se pfi t¢Z3im jaternim postiZeni (nekrozy)
- norma: do 23 nkat/l.

Cholinesteraza (CHS): hydrolyza esterii cholinu

— v erytrocytech specificka acetylcholinesterdza, v séru pseudocholinesteriza secernovana jatry, Stépici
1 jin€ estery, klinicky vyznamné je sniZeni aktivity, provizejici téZké jaterni léze, intoxikaci organofosfa-
ty, a vrozeny defekt enzymu, manifestujici se hlavné pfi aplikaci myorelaxancii typu sukcinylcholinu
v souvislosti s operacnim zakrokem

— norma: 76-230 ukat/l.

Kreatinkinaza (CK): ATP: kreatin-fosfotransferiza

— nejvice obsaZena v kosternim a srde¢nim svalu a v mozku, dimer ze subjednotek dvou typii, M(muscle),
B(brain), moZné tfi kombinace, BB v mozku, v krvi jen pfi mozkovych nadorech, MM v kosternich sva-
lech a srdci, myokard vSak obsahuje vice hybridniho MB izoenzymu, takZe zvyseny podil MB pfi vze-
stupu CK (CK-MB, samostatné stanovitelny pfi inhibici M subjednotek) podporuje diagnosu infarktu,
jinak nejvy3si hodnoty CK u svalovych dystrofii, mirny vzestup i po nadmémém svalovém vykonu
u netrenovanych

— norma CK(muZi): pod 3,2 pkat/l, CK(Zeny): pod 2,4 pkat/l, CK-MB: pod 0,4 pkat/l, nebo pod 6 % cel-
kové aktivity CK.

Laktatdehydrogenaza (LLD): L-laktat:NAD*oxidoreduktaza

— Jjako zavéreCny enzym anaerobni glykolyzy se vyskytuje prakticky ve vech tkénich, podrobnosti v kap.
5.2.3., tetramerni struktura, 2 typy subjednotek (H, M), 5 izoenzymu, H, hlavné v myokardu a erytrocy-
tech, stoupe u infarktu a pfi hemolyze, H subjednotky schopny dehydrogenovat i o-hydroxybutyrat, pro-
to je ekvivalentni stanoveni aktivity a-hydroxybutyratdehydrogenazy (HBD), M, v jatrech a ve svalech,
stoupe u jaternich chorob a svalovych dystrofii jako CK

— norma LD: pod 8 pkat/l

— norma HBD: pod 6 ukat/l.

Leucinarylamidaza (LAS, dfive leucinaminopeptidaza): 3tépi jednoduché peptidy s leucinem i jinymi
aminokyselinami
— vyskytuje se hlavné v hepatocytech a buiikach Zlu¢ovodi, zvySené aktivity provazeji zejména uzavéry Zlu-
covych cest
— norma: 0,13-0,37 pkat/l1.
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Lipaza (LPS): hydrolyza triacylglycerola na monoacylglyceroly a mastné kyseliny

~ Jedna se o enzym vyluCovany pankreatem, tieba odlisit od lipoproteinové lipazy, obsaZené v endothelu cév
(viz kapitola Lipoproteiny), stoupa u pankretickych poruch, zejména akutni nekrosy, podobné jako pan-
kreaticky izoenzym amylazy

— norma: pod 3,2 pkat/l.

Sorbitoldehydrogenaza (SD): katalyzuje pfeménu sorbitolu na fruktosu

— enzym specificky pro jaterni buiiky, zvySuje se u riznych poruch jater, u infarktu pouze dojde-li k jaterni
hypoxii

— norma: pod 6,7 nkat/1.

Z dalSich, méné Castych stanoveni, je moZno uvést vySetfeni 5 “nukleotidasy, ktera se zvySuje pfi uzavérech
zluCovych cest, thymidinkinazy (TK), ktera stoupa v krvi pfi rakovinném bujeni, takZe se fadi k tzv. tumo-
rovym markerum, stanoveni prostata-specifického antigenu (PSA), ktery je vlastné proteolytickym enzymem
a jeho pfitomnost v krvi signalizuje rakovinu prostaty. PSA je z vétsi ¢asti v komplexu s antichymotrypsinem
a alfa-2-makroglobulinem, mensi ¢ast je volna. Hraniéni koncentrace celkového PSA je asi 6 ug/l.

ENZYMY ENERGETICKEHO METABOLISMU:
ALDOLAZA, LAKTATDEHYDROGENAZA

Buiiky ziskdvaji energii degradaci energeticky bohatych sloucenin predevsim pii glykolyze, pfi B-oxidaci
mastnych kyselin a v cyklu kys. citronové, coZ jsou procesy napojené prostiednictvim redukovanych koen-
zymi na oxidativni procesy dychaciho fetézce. V nasledujicim textu uvidime, Ze nédlez nékterych enzymi
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zminénych drah v séru ma také medicinsky vyznam jako vice nebo méné specificky indikator organového
poskozeni.

Pr1 anaerobni glykolyze je koneCnym produktem odbouravini glukozy kys. mléénd. Vznika napf. ve vel-
kém mnoZstvi v pracujicim svalu, nestaci-li nabidka kysliku kryt potieby tkafiového dychani. Konverze pyru-
vatu na laktat je zde nutnd z energetickych divodi, nebot glykolyza a tim I produkce ATP na trovni substrati
mohou probihat jen pfi regeneraci NAD* z NADH, vzniklého pfi oxidaci glyceraldehyd-P na di-P-glycero-
vou kys. Kyselina mlécna je dodatecné regenerovana v jatrech na glukézu. Nekteré tkané maji zvIast dobie
vyvinutou schopnost kryt energetickou spotfebu glykolyzou za anaerobnich podminek. Vedle tkané svalové
to jsou napi. nddorové buriky. U bakterii mlé¢ného kvaSeni se jedna dokonce o hlavni metabolickou drahu.

Pro osvéZeni znalosti zdkladnich reakci anaerobni glykolyzy véetné role pyridinovych koenzymu pfipo-
Jujeme zjednodusené schéma této dulezité metabolické drihy.

Funkce a vlastnosti aldolazy

Aldoldza umoZiiuje jeden z kliCovych kroku glykolytické drahy, totiZ $t€peni fruktosa-1,6-bisfosfatu na
dve triosy, glyceraldehyd-P a dihydroxyaceton-P. Tyto dva produkty jsou vzhledem k dal§imu pribéhu gly-
kolyzy rovnocenné, diky zapojeni fosfotriosoisomerazy, kterd zajistuje vzijemnou konverzi obou trios. Tak
miZe glyceraldehyd-P, ktery je dehydrogenovian na fosfoglycerovou kyselinu, vznikat rovnomémé z obou
produkt. Rovnovaha izomerizace je posunuta na stranu dihydroxyacetonfosfitu (96 %).
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Aldoléaza je nitrobunécny enzym, lokalizovany v cytoplazmé, ve vysoké koncentraci zejména u svalovych,
méné jaternich bunék. Pfi destruktivnich pochodech téchto tkéni se objevi i v krevnim séru, jeho nélez viak
neni prili§ specifickym ukazatelem. ProtoZe se vyskytuje 1 v ¢ervenych krvinkach, automaticky se zvySuje
Jeho hladina pfi hemolyze.
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Pro stanoveni aktivity enzymu mame k disposici jednak barevnou reakci, pfi které reaguji produkty aldo-
lazové reakce s dinitrofenylhydrazinem za vzniku barevnych hydrazonii, jednak spiaZenou reakci, ve ktereé je
dihydroxyaceton-P redukovan na glycerol-1-P za soucasné konzumace NADH, coZ lze pfimo sledovat v UV
svétle (Warburgiiv opticky test). Normalni aktivity v séru nepfesahuji 50 nkat/l.

Funkce a vlastnosti laktatdehydrogenazy

Laktatdehydrogenaza (D) katalyzuje vratnou preménu pyruvatu na laktat. Patfi mezi NAD* zévislé
oxidoreduktizy. Rovnoviha je pfi tom posunuta vyrazné ve prospéch laktitu. Vyznam enzymu pro regene-
raci oxidované formy nikotinamidového koenzymu pii anaerobni glykolyze vyplyva ze schématu v dvodni
kapitole.

k. pyrohroznova
COOH

C=0 — NADH + H'
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COOH / \)
CHOH NAD"

CH;
k. mléena

Molekula enzymu je sloZena ze Ctyf bilkovinnych subjednotek. Vzhledem k tomu, Ze existuji dva typy
monomert, které jsou kombinovatelné, rozeznavame 5 variant kvarterni struktury laktatdehydrogenazy. Tyto
monomery se li§i jak svou primarni strukturou, coZ dovoluje napf. elektroforetickou separaci typi, tak i svym
metabolickym zapojenim.a expresi v riznych organech. ,, H “(heart) subjednotka je produkovéna pfedevsim
v srdecni svaloving, kde také pfevladaji tetramery H,. Komplexni struktura je specializovana na prednostni
oxidaci kys. mlécné na pyruvat, ktery pak slouZi jako zdroj energie pro srdce. Naopak v kosternim svalu
a v jatrech jsou prepisovany piedevsim geny pro subjednotky , M “(muscle), takZe se zde vyskytuji v nejvét-
§i mife tetramery typu M,, specializované na pochod opacny, tj. redukci pyruvatu na laktat, pfedpoklad ana-
erobni glykolyzy. Jiné kombinace subjednotek maji afinity proporciondlni poctu jednotlivych monomerd.
LH* subjednotky maji vy33i anodickou mobilitu pfi elektroforéze nez subjednotky ,,M", coZ vedlo ke klasi-
fikaci 5 isoenzymil laktatdehydrogenazy dle rychlosti migrace (LD, s). SoubéZné se v3ak uZiva i klasifikace
podle poméru subjednotek.
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Prvni izoenzym je kromé srde¢niho svalu také obsaZen v erytrocytech, takZe hemolyza arteficielné zvy-
Suje koncentrace prave této frakce. Je zajimavé, ze komplex obsahujici vice H subjednotek mize oxidovat
i a-hydroxybutyrit, takZe aktivita ot-hydroxybutyrat-dehydrogendzy v séru je vlastné aktivitou izoenzymu
LD bohatych na H subjednotky.

Stanoveni laktatdehydrogenazy je zaloZeno na sledovani poméru oxidované a redukované formy NAD
koenzymu. MEéfit je moZno pfimo v UV oblasti (340 nm) nebo prevést zménu do barevné oblasti redukei
jodonitrotetrazoliové violeti na Cerveny formazan, méfitelny pfi 510 nm. Za normdlni se povaZuji hodnoty
celkové LD menSi neZ 8 ukat/l séra.

ENZYMY PREMEN AMINOKYSELIN: AMINOTRANSFERAZY

Centralni postaveni v metabolismu aminokyselin ma kys. glutamova, kterd se jako jedind miZe pfimo
deaminovat pfi biosyntéze mocoviny, hlavniho odpadniho dusikatého produktu v katabolismu bilkovin.
Témér vSechny ostatni aminokyseliny pfedavaji sviij o-aminodusik prekurzoru kys. glutamové, kys. 2-oxog-
lutarové, mechanismem transaminace. Reakce je katalyzovana enzymy, nazyvanymi aminotransferazy, dfi-
ve transaminazy. Ve viech je jako prostheticka skupina zabudovan fosfopyridoxal a vyznacuji se azkou sub-
stratovou specifitou jak pro donor c-aminoskupin, tak pro 2-oxo akceptor. Nejsou znamy zadné genetické
defekty postihujici aminotransferazy, tento stav by nebyl slucitelny se Zivotem.

Z klinického hlediska ma vyznam zejméma stanoveni aminotransferdaz alaninu a kys. asparagové, které
pfenaseji aminoskupiny na totoZny akceptor, kys. 2-oxoglutarovou. Zkratky ALT (L-alanin:2-oxoglutarat-
aminotransferaza) a AST (L-aspartat:2-oxoglutaryl-aminotransferaza) vystihuji hlavni smér této vratné reak-
ce lépe neZ drivéjsi symboly GPT a GOT, odvozené od prevazujicich produkth reakce:

(EOOH ﬁJOOH
i
CH, (FI-I3 ALT (IJH3 CH,
H-NH,  + =0 - %O + “H-NH,
COOH COOH — (600 HCOOH
alanin 2-oxoglutarova k.  pyrohroznova k. glutamova k.
(FOOH (IZ'OOH
EOOH GH, OOH H,
H, (IZH2 AST H, H,
I H-NH, + (|3=0 — =0 + ; H-NH,
COOH COOH — OOH COOH

asparagova k.

Aspartataminotransferiza zajiStuje mj. rovnovihu mezi kys. glutamovoua asparagovou pfi biosyntéze
mocoviny, na které se obé aminokyseliny podileji svym aminodusikem. Oba enzymy jsou pfitomny ve znac-
ném mnoZstvi v jatrech, AST je rovnéZ velmi aktivni v srde¢nim a kosternim svalu a verytrocytech. U AST
jsou znamy 2 izoenzymy, plazmaticky a mitochondridlni, zhruba ve stejné katalytické koncentraci. Jak bylo
jiz uvedeno v kap. 5.3.1, pomér AST/ALT je ukazatelem zavaZnosti jaterniho onemocnéni. Klinicky vyznam

2-oxoglutarova k.

oxalooctova k.

a referenCni hodnoty aminotransferaz jsou uvedeny v kap. 5.3.3.

Laboratorni stanoveni aktivity aminotransferdz je zaloZeno na barevné reakci 2-oxoderivdtii s 2,4-dinitro-
fenylhydrazinem (metoda Reitman-Frankela) nebo na kvantifikaci spraZzenych enzymovych reakci (viz niZe).
Cerveny hydrazon v barevné reakci kys. pyrohroznové, produktu ALT reakce, poskytuje vy3si absorbanci pri
505 nm neZ hydrazon kys. 2-oxoglutarové, substratu enzymové reakce. Presto je viak Zadouci, aby koncent-
race tohoto substratu v reakéni smési byla co nejniZ§i, aby nedochazelo k fale$né pozitivité testu. To pfinasi
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ovSem nevyhodu v pomémné tzkém rozmezi méfenych aktivit, pfi vy§sich katalytickych koncentracich enzy-
mu je nutno vzorek fedit. Pii stanoveni AST je vyuZita stejna reakce, oxaloacetat z vétdi ¢asti spontdnné
dekarboxyluje na pyruvit.

Vzhledem k urcitym teoretickym a technickym problémum zatéZujicim tuto jinak jednoduchou a levnou
metodu davame v souc¢asné dobé piednost vyuZziti spraZenych enzymovych reakct, kde je kofaktorem pyridi-
novy koenzym. Zde jsou oba 2-oxoprodukty béhem reakce redukovany na kys. mlécnou a jable¢nou za vzni-
ku NAD* z NADH:

ALT

alanin + 2-oxoglutarat -3 pyruvat  + glutamat
LD

pyruvat + NADH + H* — laktat + NAD*
AST

aspartat + 2-oxoglutarat - oxaloacetat + glutamat
MD

oxaloacetit + NADH + H* — malat + NAD*

Aktivity jsou imérné rychlosti redukéniho procesu, tj. ubytku NADH, ktery Ize méfit pfimo Warburgovym
optickym testem (viz kap. 12.2.), tj. sledovanim abytku absorbance pii 340 nm, nebo navéazat barevnou reak-
ci s pyridinovymi koenzymy ve viditelné oblasti. Uvedené stanoveni je zejména vyhodné pfi kinetickém sle-
dovani transaminacni reakce.

ENZYMY STEPICI ESTERY KYSELINY FOSFORECNE

Fosfatazy patfi systematicky do skupiny hydrolaz Stépicich estery kyseliny fosforecné. Tyto enzymy se
rozdéluji na fosfomonoesterazy a fosfodiesterazy podle poctu esterovych vazeb kyseliny trihydrogenfosfo-
re¢né. Fosfomonoesterazy hydrolyzuji rizné fosfore¢nanové estery predeviim cukrii a bilkovin, ale i nuk-
leotidy. 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). Fosfodiesterazy jsou diilezité enzymy katabolismu nukleovych
kyselin, ale mohou $tépit 1 fosfolipidy (fosfatazy z hadich jedn).

Alkalicka fosfataza (ALP) se vyskytuje ve formé tii izoenzymi. Stievni izoenzym je dileZity pro vstie-
bavaci procesy, kostni 1zoenzym se ucastni vystavby a pfestavby kosti. Stejny izoenzym se nachazi v jatrech,
kde je nezbytny pro pfemény glycidi, a v ledvinach. Tfeti je izoenzym placentarni. Ve viech pfipadech jsou
enzymy lokalizovany v cytoplazmatické membrané, k aktivaci jsou nezbtné ionty Mg2+. Zvy3eni sérové akti-
vity ALP se pozoruje u poruch jater, proviazenych cholestdzou. Soudi se, Ze méstnani vyvola zvasenou syn-
tézu alkalické fosfatazy v epitelidlnich bunikach ZluCovych kandlka. Vzestup provazi také metabolické poru-
chy kosti (kfivici) a kostni nadory primarni a metastatické. Vzhledem ke zvySené aktivité osteoblasti u déti
Jsou zde fyziologicky nachazeny vySsi sérové katalytické koncentrace.Aktivitu ALT je moZno stanovovat
také v leukocytech, kde je enzym ve znac¢né koncentraci. Zmény aktivit jsou pfiznac¢né pro nékteré leukemie.

Kysela fosfataza (ACP) je v nejvy3si katalytické koncentraci v prostaté dospélych muZzi, ostatni tkané ji
obsahuji o 2-3 fady méné. ProtoZe je lokalizovdna v lyzosomech, souvisi jeji uvolnéni do krve s hlub3im
zasahem do struktury bufiky, pfi kterém dojde k poruseni lyzosomdlni membrany. U zdravého jedince je pro-
to aktivita prostatického izoenzymu v séru sotva postiZitelna. Nalez zvySené aktivity maZe byt znamkou kar-
cinomu prostaty, zejména jeho kostnich metastaz. Prostaticky izoenzym muaZeme odlidit od druhého izoen-
zymu z kosti, erytrocytii a trombocyta jeho citlivosti vaci vinanu (,.tartardt labilni frakce ACP*). Znanou
aktivitu tohoto exkrecniho enzymu ma semindlni tekutiny, coZ se v soudné-lékaiské praxi vyuZiva k prika-
zu spermatu. Vzhledem k tomu, Ze ACP je pfitomna i v erytrocytech, jsou vySetfeni znehodnocena hemoly-
zou séra. Doporucuje se proto vySetfovat krevni plazmu, a to po okyseleni acetatovym pufrem pro zamezeni
degradace enzymu pfi fyziologickém pH.
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Biochemické stanoveni obou typa fosfataz je zaloZeno na $tépeni syntetickych esteri kys. fosforecné.
Odstépené substituenty jsou bud samy barevné, nebo je Ize na zdkladé jednoduché barevné reakce stanovit.
Sety Lachema obsahuji jako substrat p-nitrofenylfosfit:

(PH fosfatdza
NO, - @ —0—(51:’:0 + H,0 - NO, © —~OH + H,PO,
H

Podle typu stanovovaného enzymu probiha reakce bud v kyselém nebo v alkalickém prostiedi. Zluty
p-nitrofenol stanovujeme fotometricky pfi 405 nm.
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Molekularni biologie

Detekce leidenské mutace

Toto praktikum vyuZivd prvky pristupu PBL (problem based learning).
problém: "Leidenskd mutace'’ - ze vSech uihlii pohledu

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

Leidenskd mutace je autozomdlné¢ intermedidrn¢ (neiplnd dominance) dédi¢na
jednobodovd mutace v genu pro hemokoagulacni faktor V. Jde o nejbé€znéj$i genetickou
pfic¢inu trombofilie (zvySené krevni sraZlivosti) v evropské populaci. Tato mutace byla
objevena v roce 1993 (publikovdno r. 1994) a pojmenovdna podle mista objevu — mésto
Leiden v Nizozemsku.

Molekularni podstata
Na molekuldarni udrovni se jednd o jednonukleotidovy polymorfismus, SNP

(z anglického Single Nucleotide Polymorphism) oznaovany v databazich rs6025. Pismeno
predstavuje laboratof nebo vyzkumny tym, ktery dany SNP objevil, ¢islo pak potadi objevu
v rdmci piisluSného tymu. Jde o substituci G1691A, tedy zdménu G (guanin) za A (adenin) na
pozici 1691 v kédujici oblasti genu pro faktor V. Gen pro faktor V je lokalizovan na dlouhém
raménku prvniho chromozomu (locus q23), celkova délka tohoto genu je 80 kb. Gen obsahuje
celkem 25 exond, pficemZ Leidenskd mutace (také oznaCovand jako faktor V Leiden) se
nachdzi na exonu ¢islo 10.

ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA
AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGARACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAARACCCACAG
AAARATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA

TCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGCEAG

0

GRATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAARATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

Obr. 1 Cdst nukleotidové sekvence genu pro faktor V. Barevné oznacen exon 10.

Nésledkem této mutace/substituce/polymorfismu/zamény v genu je zména primarni
struktury produkovaného proteinu hemokoagulacniho faktoru V (jde o kofaktor, bez
proteolytické funkce). Na pozici 506 dochazi k zdméné aminokyseliny argininu za glutamin.
Podle zmény genetické informace se jednd o nesynonymni SNP typu missense. To znamena,
Ze kodon se zaménénou bdzi kéduje jinou aminokyselinu a mulze tak byt zménénd funkce
proteinu.
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CTG GAC AGG CGA GGA ATA CAG AGG GCA
FV wild type
Leu-Asp-Arg-Arg-Gly-Ile-Gln-Arg-Ala

CTG GAC AGG CAA GGA ATA CAG AGG GCA
FV Leiden
Leu-Asp-Arg-Gln-Gly-Ile-Gln—-Arg—-Ala

Arg 506 GIn G 1691 A

Obr. 2 Cdst nukleotidové a aminokyselinové sekvence zdravého (wild type) a mutovaného
genu. Zduraznéna zameéna nukleotidu a aminokyseliny.

Hemostaza

Hemostdza (zéastava krvaceni) je zivotn¢ dualezity d&j chranici organismus pied
nadmérnou ztratou krve pii poruseni vaskuldrni integrity (poruSeni kontinuity krevniho
feCist€). Na zdstavé krvéaceni se podileji tyto mechanismy: reakce cév (vazokonstrikce),
¢innost krevnich desticek (aktivace a jejich nahromadéni v misté poranéni) a srdZeni krve tzv.
hemokoagulace. Tyto procesy vedou ke vzniku krevni sraZzeniny (trombu).

Rozlisujte trombus a koagulum: trombus je intravitdlné a intravazdlné vznikla krevni
sraZenina, zatimco koagulum je krevni sraZenina vznikld extravazdlné nebo posmrine.

Samotnd hemokoagulace je kaskdda enzymovych reakci vedouci k pfeméné
fibrinogenu na nerozpustny fibrin. Tento proces vyZaduje souhru mnoha koagulacnich
faktorti, fosfolipidii a vdpenatych iontii. Koagula¢ni faktory jsou oznaCovdny ndzvem a
fimskou Cislici, kterd méa pouze historicky charakter, to znamend, Ze neuddva posloupnost
reakci. Koagula¢ni faktory maji
vétSinou charakter

proteolytickych enzymt (F I, o N
VIL, IX, X, XI, XII, prekalikrein), \ proteolytickd

aktivace

podle mechanizmu ucinku jde o inaktivni proenzym

tzv. serinové protedzy. Jsou /

syntetizovany v jatrech ve formé \ inhibitor
inaktivnich proenzymil el
(zymogenil), které se postupné |aktivniproteéza%

(kaskadovit¢) vzdajemné aktivuji.
Aktivace jednotlivych

proenzyml na aktivni enzymy
spo¢ivd v jejich proteolytickém
Stépeni enzymem aktivovanym
v predchozi reakei. Obr. 3 Zjednodusené schéma exprese, aktivace a inhibice

DNA

exprese

inaktivni komplex

proteolytického enzymu
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Diéle existuji ptidatné faktory urychlujici aktivaci zymogenu (FIII, V, VIII...). Pro
uspésné zapojeni koagulacnich faktort II, VII, IX, X a antikoagula¢nich faktort - proteinu C a
S nestaci pouze proteolyza. Podstupuji nejprve posttranslacni tpravu (jde o karboxylaci 10 —
12 zbytkl kyseliny glutamové na y uhliku), kterd bezpodmine¢n¢ vyZaduje vitamin K.
Smyslem této posttranslaéni tpravy je zvySeni schopnosti reagovat s ionty Ca** a pfipoutat
koagulacni faktor k fosfolipidové membrané. Nedojde-li ke karboxylaci, je afinita faktoru
k membrané nizkd, coZ se projevi poruchou srazlivosti.

Koagulacni d€je se rozd€luji do dvou systémii: vnitintho a zevniho/vnéjsiho, které
vSak na sob¢ nejsou nezdvislé a spole¢né smétuji k aktivaci faktoru X. Ve vnitinim systému
(vSechny prokoagulacni faktory jsou v krvi) je aktivovén faktor XII (tzv. Hagemantv faktor)
kontaktem s negativné nabitym povrchem (kolagen, fosfolipidy desti¢ek) poSkozené cévy. Za
spoluptisobeni vdpenatych iontl se postupné aktivuji faktory IX (tzv. Christmastv faktor),
VIII (tzv. antihemofilni faktor) a X (tzv. Stuart-Prowertv faktor). Zevni systém zacind
uvolnénim faktoru III - tkanového tromboplastinu. Faktor III spolu s uvolnénymi
membranovymi fosfolipidy z bun¢k, faktorem VII (tzv. prokonvertin) a vipenatymi ionty
vede k aktivaci faktoru X. Pro oba systémy pak pokracuje spolecnd cesta. Aktivovany faktor
Xa, vdapenaté ionty, destickové fosfolipidy, aktivovany faktor Va (tzv. proakcelerin) a
neaktivni protrombin (faktor II) vytvoii protrombindzovy komplex. Pak mtze dojit k aktivaci
protrombinu na trombin. Trombin je serinovd protedza, kterd odStépuje z fibrinogenu dva
fibrinopeptidy. Tim je umoZnéna spontdnni polymerace fibrin-monomerti nekovalentnimi
vazbami. Pak zasdhne fibrin stabilizujici faktor (faktor XIIIa), ktery stabilizuje za piitomnosti
vdpenatych iontl nové vznikly fibrin-polymer. Nerozpustny fibrin vytvoii spolecné
s destiCkami sraZeninu, zatku uzavirajici ranu.

Hemokoagulace je mnohastupiiové regulovany proces, protoZe spontdnni sraZeni krve
v cirkulaci mize mit fatdlni nasledky. Proto v krvi koluje spolecné s koagula¢nimi faktory i
n¢kolik inhibitort koagulac¢nich faktort. Tyto inhibitory se fadi mezi serpiny (serin
protedzové inhibitory). Patii sem hlavné antitrombin, protein C (PC), protein S a na endotel
vazany trombomodulin.

Ptesto k hemokoagulaci dochdzi i v nenaruSeném Zilnim systému, pokud zde dojde ke
stize krve. V tomto pifipadé jde o patologicky proces vedouci k tromboembolismu (blize
vysvétleno v kapitole Klinicky vyznam). Pfispivd k tomu i nefunkcnost nebo nedostatek
piirozenych inhibitorti koagulace ¢asto jako néasledek genetické poruchy (napt. FV Leiden).

Dal$im, casové vzdalen¢jSim mechanismem navazujicim na zdstavu krvaceni je
fibrinolyza (odstranéni trombu) a aktivace fibroblastt a hladkych svalovych bunék.
Vysledkem je zahojeni poranéné tkang.

Primarni fibrinolyza je pfirozeny fyziologicky proces, jehoZz cilem je odstranit ze
zhojené cévy jiz nepotfebny trombus. Fibrin (v menSi mife také fibrinogen), je St€pen
plasminem na rozpustné fibrinové St€py. Plasmin (dfive nazyvany fibrinolyzin) je aktivni
forma bilkoviny plasminogenu. Jde o serinovou protedzu. Aktivaci plasminogenu na plasmin
zpusobuje uinny enzym, tkdiovy aktivator plasminogenu (tissue plasminogen activator, t-
pA). Naopak rychlou degradaci plasminu zptisobuje op-antiplasmin, plazmaticky protein,
ktery s nim vytvafi nevratny inaktivni komplex.

Pti Stépeni 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
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v klinické praxi pii diagnostice trombdz a embolii. Vzhledem k faktu, Ze vznik srazeniny 1 jeji
odbouravani jsou fyziologické déje, nemizeme jednoduse spojit zvySenou hladinu D-dimera
s n¢jakym onemocnénim. AvSak jsou-li D-dimery negativni, miZeme vyloucit piitomnost
jakékoliv srazeniny v krevnim feciSti (tfm padem Ize vyloucit i1 diagnézu trombdézy nebo
embolie). Jednd se o relativné levny, rychly a predevSim pacienta nezatéZujici test a proto je
vyuzivan v klinické praxi k prvnimu roztiidéni pacientll s podezienim napft. na plicni embolii.
Pomoci testu muze 1€kat rozd€lit pacienty na zdravé, které jiZz neni tfeba dale vySetfovat a na
ty, u nichz je tfeba chorobu déle prokazat ¢i vyloucit pomoci dalSich metod.

Sekundarni fibrinolyza (Castéji oznaCovand jako trombolyza) je pomérné nebezpecny
avSak nezfidka Zivot zachranujici 1ékatsky vykon, vyuZivany dnes predev§im u masivni plicni
embolie. Do krevniho ob&hu pacienta jsou podavany preparaty s fibrinolytickou aktivitou
(alteplaza, streptokindza atd.) za Ucelem rozpustit srazeninu uzavirajici tepnu a obnovit tak
krevni ob¢h za ni. Hlavnim rizikem mtiZze byt zdvazné krvaceni, znemoZnujici navic piipadné
chirurgické feseni situace, kterd si podani trombolyzy vyzadala.

Bezchybny vznik koagula omezeného v konkrétnim mist¢ a Case je podminén
spravnou interakci mnoha specifickych latek. Nekteré plisobi ve smyslu posileni a zrychleni
srazeni krve, jiné maji za kol mechanismus sréZeni krve brzdit. Ukolem tohoto sloZitého
systému je zajistit dynamickou rovnovahu, kterd nejen ze zastavi krvaceni v piipadé poranéni,
ale na druhé stran€ i1 zabrdni nekontrolovatelnému srazeni krve, které by v konecném
disledku uzavielo cévni feciste.

Patofyziologie Leidenské mutace

Faktor V (FV) je glykoprotein, koagulacni faktor, nazyvany také proakcelerin nebo
labilni faktor. Na rozdil od vétSiny koagula¢nich faktorii nema enzymatickou aktivitu, funguje
jako kofaktor. FV je aktivovan trombinem na FVa. Pfi aktivaci se rozSt€pi na dva fetézce,
které jsou spojeny prostfednictvim vapenatych iontl viz obr.5. FVa se vaze na specifické
receptory na membrdn¢ desticek a spoleCné s faktorem Xa a protrombinem tvorii
protrombindzovy komplex. Protrombin je nasledné Stépen aktivovanym faktorem Xa na
trombin. Role FVa je tedy na strané prokoagula¢nich faktorii. Mohlo by se zdét, zZe disledkem
mutace faktoru V, ktery ma prokoagulacni ucinky, by mélo byt sniZeni ucinnosti
koagulacniho systému. Zdména 1 aminkyseliny ve struktufe proteinu FV Leiden oproti FV
wild type nemd kupodivu Zadny vliv na jeho prokagulacni aktivitu. Trombofilie spojovana
s Leidenskou mutaci je podminénd zménou v jeho odbouravani.

Aktivovany faktor Va je inaktivovan aktivovanym proteinem C (APC), coz omezuje
jeho ptsobeni v koagulaci. APC se vaZze na FVa v misté tif riznych argininovych zbytkl a
proteolytickym Stépenim zpiisobi jeho inaktivaci.

Leidenska mutace faktoru V zpiisobuje zdménu aminokyseliny argininu za glutamin
na 506 pozici FV, kde se nachézi jedno vazebné misto pro APC. Ten se na FV obtizné&ji vaze.
Vysledkem je perzistence (prodlouzeni doby trvani) aktivity FVa. Tento trombofilini stav je
vysledkem prodlouzeni doby ptisobeni FVa.

Leidenskd mutace je také nékdy popisovana jako APC rezistence - rezistence
aktivovaného faktoru Va k antikoagula¢ni aktivité¢ aktivovaného proteinu C (APC). APC je
potfebny pro inaktivaci faktoru Vaa VIlla, a je jednim ze zdkladnich fyziologickych

65



inhibitord koagulace. Tyto inhibitory se fadi mezi serpiny (serin protedzové inhibitory). Patii
sem hlavnég antitrombin, protein C (PC), protein S a na endotel vazany trombomodulin.

Vnitinicesta ) vn&jsi cesta

S

Protrombin (ll) Trombin (lla)

Fibrinogen (l) Fibrin (la)

Vnitinicesta ) vn&jsi cesta

= APC rezistence

Protrombin (ll) Trombin (lia)

Fibrinogen (1) Fibrin (la)

Obr. 4 Zjednodusené schéma hemokoagulacni kaskddy s diirazem na vztah k APC
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Obr. 5 Faktor V (FV)

Klinicky vyznam

Leidenskd mutace vykazuje zajimavou zdvislost na rase a zemépisné lokalizaci.
V Ceské republice se homozygoti pro faktor V Leiden vyskytuji 1 na 5000 obyvatel,
heterozygoti tvoii cca 5% populace. Nejvyssi vyskyt mutace FV Leiden byl detekovin ve
Svédsku, naopak v asijskych & africkych populacich se jednd o velmi vzdcnou mutaci.
Vysvétluje se to tim, Ze mutace vznikla v Kavkazské populaci asi pred 20 az 34 tisici lety.
Mutace faktor V Leiden (a dalsi trombofilni mutace) se udrZely v populaci dlouhou dobu,
musely byt tedy z hlediska evoluce vyhodné. Trombofilni mutace vedou k rychlejsi zastaveé
krvéiceni, napt. pfi boji, lovu nebo po porodu, coZ zvySuje pravdépodobnost pieZziti jejich

MMV

Vv

V Leiden maji asi 80x vyssi riziko vzniku hluboké Zilni trombdzy.
U heterozygotli je riziko asi 8x vys§i bez jiného rizikového

faktoru a 30x vys8i pfi kombinaci s kombinovanou hormondlni
antikoncepci nebo hormondlni{ substituci.

Hluboka zilni trombéza je vznik krevni sraZeniny
(trombu) v hlubokém Zilnim systému. SraZenina vede k obstrukci,
tj. omezeni toku krve Zilou. Hlubokd Zilni trombdza postihuje
pievdzné hluboké distdlni Zily bérce, vyjimkou nejsou ani
poplitedlni Zily ¢i femordlni Zily aZ k vena iliaca. UtrZenim
trombu a jeho priichodem pfes pravou siit a komoru do plicnice
vznikd nejzavaznéjsi komplikace - plicni embolie. Jde o Zivot
ohroZujici stav vznikly obstrukci a. pulmonalis nebo jejich vétvi.
Trombéza povrchovych zil, kterd je vétSinou doprovazena
zanctem (tromboflebitida) ke vzniku plicni embolie nevede.
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Za normélnich okolnosti je v organismu rovnovdha mezi vznikem a rozpuSténim
trombu. V patogenezi trombdzy se uplatiuji rizikové faktory oznacované jako Virchowova
trias. Jsou to: 1. zmény hemodynamiky — zpomaleny tok krve tzv. venostdza. Pfi¢inou
muze byt dlouhodobé upoutani pacienta na 1izko, imobilizace koncetiny, dlouhé cestovani
s omezenym pohybem. 2. poSkozeni stény cévy napi. béhem chirurgické operace, dale
urazem, zanétem, arteriosklerézou. 3. trombofilni stavy napi. mutace gent koagula¢nich
faktorti (Leidenskd mutace faktoru V) nebo stavy ziskané béhem Zivota napiiklad nddorovym
bujenim. I u pacientii se zvySenym rizikem vzniku trombu je k jeho tvorbé nutny né&jaky
spousteéc napt. infekce, Uraz, dehydratace, koutfeni, hormonélni zmény, nddorovd onemocnéni.

Prevence a monitorace 1é¢by

U trombofilnich stavil existuje redlné riziko opakovéni hluboké Zilni trombdzy, u Zen
jsou vy33i rizika porodnickych komplikaci vedouci k potratim & predéasnym porodim. Zeny
s trombofilii by také nemély uZivat hormonalni antikoncepci, protoze estrogeny zvysuji sklon
ke srdzeni krve i u zdravych Zen. U trombofilnich stavi by méla byt zajiSténa prevence
specialistou hematologem zvlasté pred planovanymi opera¢nimi vykony, dlouhodobymi lety,
v t¢hotenstvi, obdobi kolem porodu a Sestinedéli. V nékterych piipadech je nutnd prevence
v pribéhu celého Zivota.

Prevence spocivd v poddvéni antikoagulancii, tedy 1é¢iv sniZujicich sraZlivost krve.
Lécba témito prepardty ma sva rizika: preddvkovani miZe vést k zdvaZznému krviceni,
zatimco pfi poddavkovani je 1éCba nedcinnd. Proto je béhem 1écby obvykle nutné stav
koagula¢niho systému monitorovat pomoci specidlnich testi.

Pro kritkodobou prevenci ma nejvhodnéjSi vlastnosti heparin nebo modernéjsi
nizkomolekuldrni heparin (Fraxiparin, Clexan). Oba maji rychly ndstup ucinku a jejich
predikovatelné (majici predpovidatelny pribéh) vlastnosti umoziuji fixni davkovani.
Nevyhodou je nutnost poddvani parenterdlni cestou (parenterdlni = mimostfevni) napf.:
Fraxiparin s.c. - podkozné. Uginnost terapie heparinem lze kvantifikovat pomoci ¢asu aPTT
(activated partial thromboplastin time). Toto vySetfeni odrdZ{ stav vnitini a spole¢né cesty
koagula¢niho sytému. Terapii nizkomolekuldrnim heparinem obvykle neni nutné kontrolovat,
Ize ji vSak v piipadé potfeby posoudit vysSetienim aktivity anti Xa.

Skupinu perordlnich antikoagulancii reprezentuji moderni xabany nebo gatrany a
predevsim, stdle jeSt€¢ 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 nezbytnd pro karboxylaci nékolika
koagulacnich faktort. Za nedostate¢né nabidky redukovaného vitaminu K nejsou jaterni
buiikky schopné syntetizovat vitamin K-dependentni koagula¢ni faktory (II, VII, IX a X).
Vysledkem je mensi mnoZstvi na vitaminu K zdvislych faktorti kolujici v krvi, a tim i mensi
pohotovost ke koagulaci.

Utinky warfarinu se zaénou projevovat aZ za nékolik dni po zahdjeni terapie a jsou
velice variabilni jak interindividudlng, tak v rdmci Casu (napiiklad v zdvislosti na obsahu
vitaminu K v potrav€). Proto je 1écbu warfarinem nutné pribézné monitorovat stanovenim
protrombinového ¢asu (PT). K plazmé antikoagulované citratem se piida tkanovy faktor
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(FIII) spolu s dostatkem iontd Ca’* a zmé&i se ¢as do vzniku koagula. Zjistény cas
v sekundach dobie odrazi funk¢nost zevni cesty koagula¢niho systému. Aby ale bylo mozné
porovnavat hodnoty z riznych laboratoii, ukdzalo se jako praktictéjsi vyjadrit vysledky jako
hodnotu INR (International Normalized Ratio). ZjednoduSen¢ jde o pomér
protrombinového €asu pacienta ke kontrolnimu (zdravému) protrombinovému casu.

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

INR = PTpacient / PTnorma
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Metodicka ¢ast

Izolace nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny lze izolovat z jakéhokoli biologického materidlu, ktery obsahuje
buiiky se zachovanymi jadry. BéZnym zdrojem DNA jsou leukocyty nesrdzlivé krve. Obvykle
se odebird 0,5 — 10 ml Zilni krve nejlépe uzavienym odbérovym systémem do sterilnich
zkumavek s K>-EDTA. V prenatélni diagnostice jsou obvyklym zdrojem amniové buiky a
choriové klky. Pokud je tfeba ziskat materidl pro izolaci DNA neinvazivnim zplsobem,
provadi se odbér DNA z bukani sliznice. DNA lze ziskat dokonce i ze skvrn zaschlé krve.
Zdrojem RNA byva nejcastéji tkan ziskand biopticky nebo nesrazliva zilni krev.

Kvalita  vychoziho materidlu  vyznamné ovliviiuje vytézek, kvalitu a
neporusenost/celistvost izolované nukleové kyseliny. NejlepSich vysledkii se dosahuje s
cerstvym materidlem. Vzorek by mél byt okamZité zpracovdn nebo neprodlené¢ zamrazen
(v ptipadé DNA do tii hodin po odbéru) a déle skladovan pfi -80°C, aby nedoslo ke Stépeni
DNA na kratSi fragmenty nebo k degradaci RNA (pfedev§im mRNA). Materidl musi byt
pfechovdavdn ve vhodném obalu zbaveném piislusnych nukleas. Toto je dilezité hlavné

v ptipadé RNA, kterd je daleko mén¢ odolnd, navic ribonukledzy jsou vSudypiitomné a velmi
odolné enzymy.

V posledni dob¢ Ize pro izolaci obou nukleovych kyselin vyuZit vzorky tkdné fixované
formaldehydem a zalit¢ v parafinu (FFPE = formalin-fixed parafin embeded), které byly
pivodné odebriny pro histologickd vySetfeni. PiestoZe takto zpracované vzorky neposkytuji
idedlni vysledky (dochézi k fragmentaci nukleovych kyselin) jsou velmi cenné, protoZe jsou
mnohdy jedinym zdrojem biologického materidlu, zvlasté v piipad¢ retrospektivnich studii u
zemfielych pacientd.

Se vzorky pro stanoveni genové exprese je nutné zachdzet obzvlasté peclive, aby
naméfené hodnoty odpovidaly skutenym hladindm pfitomnym in vivo a ne aby odrédzely
zmény, které nastaly béhem zpracovani vzorku. Vzorky proto musi byt neprodlen¢ 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 izolovdana roku 1869 Friedrichem Miescherem, v soucasné dobé se jednd o
rutinni techniku molekuldrni biologie.

Friedrich Miescher (1844-1895)

byl svycarsky lékar, ktery v roce 1869 izoloval z bunécného jddra
leukocytii nezndmou ldtku, kterou nazval ,,nuclein . Ze se Jjednd
o novou ldtku, usoudil 7 toho, Ze svymi vilastnostmi neodpovidala,
v té dobé zndmym proteinum ani lipidiim. Nuclein byl rezistentni
k protedzdm, neobsahoval siru, ale obsahoval velké mnoZstvi
fosforu. Miescherovo pojmenovdni zustalo zachovdno v dnesnim
ndzvu DNA - deoxyribonukleovd kyselina.

Izola¢ni metoda zdvisi jednak na povaze biologického materidlu, ze kterého ma byt
nukleova kyselina ziskdna, jednak na metodé nédsledné analyzy ziskané molekuly. Ve vSech
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piipadech je prvnim krokem lyza bunék, ze kterych chceme nukleové kyseliny ziskat. U
krevnich bunck obvykle staci k rozruSeni biomembran detergent. Pro rozrusSeni pevnych tkani
musi byt pouZita mechanickd sila, napf. drceni tkdn€ zmrazené tekutym dusikem v treci
misce, protfepavani s kulickami z riznych materidld, specidlni homogenizatory. Do lyzaéniho
roztoku se pfiddva také chelatacni Cinidlo - etylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), kterad
s ionty vapniku vytvoii nedisociovatelné komplexy. Tim zabrani Stépeni Cerstvé uvolnéné
DNA nukledzami (DNazy), které se pfi lyze bunck také uvoliuji. Ionty vépniku totiZ slouZzi
jako kofaktory nezbytné pro jejich funkci. Aby bylo zajiSténo rozstépeni proteint, vcetné
histonti vdzanych na DNA, pfiddva se enzym proteindza K (jednd se o bakteridlni enzym s
teplotnim optimem kolem 60 °C, ktery nevyZaduje vadpenaté ani hofeCnaté ionty a ktery
neinhibuji ani koncentrované tenzidy. Navic velmi G¢inné Sté€pi DNazy). Pfi izolaci RNA se
do lyzac¢niho roztoku piiddvd guanidin thiokyandt a PB-merkaptoethanol jako inhibitory
ribonukleas lokalizovanych na membrandch organel.

krev

i

b
=

bukalni stér

Obr. 7 Priprava bunecného lyzdtu pro izolaci DNA

Ze ziskaného lyzatu je nutno odstranit balastni latky. Ziskana Cistd nukleova kyselina
se fedi na optimdlni koncentraci pro dalsi pouZziti ve vhodném rozpoustédle, nej€astéji ve vodé
nebo pufru.

V soucasnosti se k odstranéni balastnich latek nejCastéji pouzivaji dvé metody:

Kolonkova metoda

Kolonkové metoda obecné pracuje na principu iontové vyménné chromatografie. Molekuly
DNA i RNA nesou zdporny naboj. V piitomnosti vysoké koncentrace tzv. chaotropnich soli se
nukleové kyseliny navdZou na silikét, zatimco vétSina kontaminujicich latek kolonkou
protece. Obvykle se pro zlepsSeni vazby nukleové kyseliny na silikdtovou kolonku ptidava

k lyzétu ethanol nebo izopropanol. Poté se postupn¢ kolonka promyva riznymi pufry, aby se
navazané kontaminanty odstranily. Na zavér se ¢istd nukleova kyselina vymyje zfedénym
pufrem nebo destilovanou vodou.
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Obr. 8 Extrakce DNA z bunéecného lyzdtu kolonkovou metodou

Eluéni roztok

Promyvaci roztok

Chaotropni soli = iontové slouceniny, které narusuji svou pritomnosti pravidelnou strukturu
vodikovych miistkit ve vodé v tekutém skupenstvi. Pri izolacich nukleovych kyselin se
nejcastéji pouZivd jodid sodny. euanidin hvdrochlorid nebo guanidin thiokyandt.
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Obr. 9 Princip vazby DNA na silikdtovou membrdnu v pritomnosti chaotropnich soli
Fenol-chloroformova metoda

Tradi¢ni spolehlivd, levna metoda, kterd poskytuje velmi Cisté nukleové kyseliny. Jejimi
nevyhodami jsou pracnost a zdlouhavost postupu (cely postup izolace zabere cca. 3 dny),
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prace s toxickymi, Ziravymi, hoflavymi a zapachajicimi latkami. K lyzétu se ptidava s vodou
nemisitelnd smés fenolu a chloroformu, kterd denaturuje ptfitomné proteiny. Denaturaci se
proteiny stdvaji haie rozpustné ve vod¢ a prechdzeji do organické faze nebo ziistdvaji na
rozhrani fazi, zatimco nukleové kyseliny zlstdvaji ve vodné fazi. Lipidy se rozpoustéji
v chloroformu. Nékdy se pfiddva izoamylalkohol, ktery brani tvorbé pény zvlasté u vzorka
bohatych na proteiny. Vznikla smés se dukladné protiepe a poté se odstiedi, aby doslo k
oddéleni fazi - horni vodné a dolni fenol-chloroformové. Na rozhrani téchto fazi obvykle
vznikd mezifdze tvofend bilym prstencem srazenych proteinti. Vodnd faze obsahujici
nukleové kyseliny se opatrné ptenese do nové Cisté zkumavky. Pro dokonalé odstranéni
proteinll je vétSinou nutné extrakci nékolikrat opakovat (na rozhrani se uZ neobjevi bild
srazenina proteintl). I pouhé stopy fenolu mohou ovlivnit ndslednou analyzu izolované
nukleové kyseliny, napf. fenol inhibuje PCR. Proto se pro posledni extrakci pouzivd samotny
chloroform nebo smés chloroformu s izoamylakoholem, ktery usnadiiuje odstranéni fenolu
z vodné faze tim, Ze zvySuje jeho rozpustnost v chloroformu.

fenol/chloroform

—D =13

Vodna faze
= P J Sooy

PROTREPANI | \'f | CENTRIFUGACE a"f;s obsahuje DNA

—> |5} — > [ Medfize
@S
k«d’j ( 3« ¢ obsahuje sraZeninu protein(
J 3
J,‘&««J / ««‘

€ € " "~ Organicka faze

j@ \/ \/ obsahuje lipidy

Z cisté vodné faze je nutno nukleovou kyselinu precipitovat, nejcastéji absolutnim
ethanolem nebo isopropanolem. ZvySeni ucinnosti srdZzeni lze docilit sniZzenim teploty a
piidavkem soli (napf. acetat sodny, chlorid sodny chlorid litny nebo acetit amonny). Soli
precipitaci usnadiiuji tim, Ze nukleové kyselin¢ odebiraji hydrata¢ni obal, neutralizuji ndboj na
cukr-fosfatové kostfe a tim snizuji jeji rozpustnost ve vod€. Ethanol je méné polarni
rozpoustédlo neZ voda. Nukleovd kyselina je tedy v ethanolu jest¢ méné rozpustnd a
vypadava z roztoku. Pfitomnost soli zabarvuje peletu do béla.

Po odstranéni supernatantu a promyti 70% etanolem (rozpousti piitomné soli) je
ziskana Cista nukleovd kyselina rozpusténa ve vhodném rozpoustédle, nej€astéji ve vodeé nebo
pufru.
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Obr. 11 Precipitace DNA z vodné fdze 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 ptevazovat DNA nebo
RNA. V neutrdlnim nebo mirn¢ alkalickém prostfedi (pH = 7-8) ptfevaZzuje DNA. Kyselé
prostiedi je naproti tomu vhodnéjsi pro izolaci RNA. Divodem je rozdilny ndboj, ktery nesou
tyto molekuly v kyselém prostiedi. Cukr-fosfatovad kostra nukleovych kyselin nese na svém
povrchu v neutrdlnim prostfedi zdporny ndboj. Pokud ale molekula DNA je v prostiedi
s nizkym pH, a tedy vysokou koncentraci ionti H*, fosfatové skupiny jsou neutralizovany.
To vede ke ztraté poldrniho charakteru DNA a jejimu pfechodu do nepolarni organické faze.
Oproti tomu jednovldknovd RNA ma obnaZené dusikaté baze, které zachovavaji jeji polarni
charakter a udrzuji ji tak ve vodné fazi.

V kazdém piipadé, ale ziskdme pozadovanou nukleovou kyselinu kontaminovanou tou
druhou. Pokud je nutné pracovat s Cistou DNA, kontaminujici RNA se odstrani plisobenim
RNé4zy a DNA se znovu prfecisti fenol-chloroformovou extrakci a naslednou precipitaci
etanolem. Pokud potfebujeme ziskat pro dalsi prici Cistou RNA, odstranime pfitomnou DNA
plisobenim DN4zy. RNA reprecipitujeme isopropanolem a promyjeme ethanolem.

Popsanym postupem ziskdme celkovou RNA. Né&kdy je vyhodné izolovat pouze
mRNA, protoZe celkovd 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)20, nezadouci slozky se odstrani, navdzand mRNA se
promyje a nasledné uvolni z afinantu do roztoku.

V soucasnosti existuje celd fada komercné dostupnych kitl pro izolaci genomické
DNA, plasmidové DNA, celkové RNA i jednotlivych typi RNA (mRNA, rRNA, miRNA,
snRNA atd.) z riznych biologickych materidld. Pro rutinni klinické laboratofe jsou dokonce
dostupné automatické izolatory nukleovych kyselin. Protoze pro automatické linky je obtizné
zaradit centrifugace, vyuzivaji se k oddélovani jednotlivych slozek napt. magnetické kulicky.
Tyto kulicky maji silikdtovy povrch, na ktery se nukleovéd kyselina specificky navaze. Pii
promyvani jsou kulicky pfidrzeny magnetem. Nakonec se Cistd nukleova kyselina eluuje
z povrchu odd€lenych kulicek.
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DNA je relativné stabilni molekula, pfesto je nutné ji chrdnit pfed degradaci
nukledzami. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o velmi dlouhou molekulu, je nichylnd k tvorbé
zlomu. Proto je nutné se pfi izolaci a dal$i manipulaci se vzorkem DNA vyvarovat hrubého
pipetovani (pfiliS§ prudkého nasavidni a vypousténi pipetované kapaliny) a nadmérného
prudkého vortexovani. DNA se uchovava rozpusténd v pufru napt. 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 vdpenaté a hotfeCnaté ionty, ¢imz blokuje nezddouci ¢innost DNdz a do jisté miry i
RN4z ve vzorku. Vyizolovana DNA je skladovéna kratkodobé (dny) pfi 4°C a dlouhodobé
(tydny — mésice) pii -20°C, nebo pii -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) pti -20°C nebo pii -80°C.

Pro stanoveni koncentrace nukleovych kyselin a kontrolu jejich Cistoty lze vyuzit
nc¢kolik metod - spektrofotometrii, elektroforetické vyhodnoceni nebo stanoveni pomoci
fluorescenénich DNA-vaznych barviv.

V praktiku vyuZijeme spektrofotometrické stanoveni. Cisty roztok nukleové kyseliny
(DNA i1 RNA) ma absorpéni maximum pfi 260 nm, proteiny maximaln€ absorbuji pfi 280 nm,
pfi 230 nm maji absorpéni maximum nizkomolekularni latky (napt. fenol, chloroform, EDTA,
polysacharidy...). Absorbance pii 320 nm znamend piitomnost nerozpusténych pevnych
¢astic nebo znecisténou kyvetu.

Koncentrace nukleové kyseliny se pocitd ze zméfené absorbance pii 260 nm. Vychazi
se z nasledujicich vztahti:

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

RNA o koncentraci 40 pg/ml

Cistota vzorku se hodnoti podle pomérii absorbanci A260/A280 a A260/A230. Pomér
A260/A280 by mél byt pro Cistou DNA okolo 1,8, u RNA okolo 2. Pomér A 260/A230 by
mél byt pro Cistou DNA vyssi nez 2,0. Pokud hodnota pomérii je vyrazné nizsi, je roztok
kontaminovén proteiny nebo fenolem. Neni-li u vzorkd splnéna pozadovana Cistota, je nutné
provést reprecipitaci vzorku, coz vede k vyraznému sniZeni obsahu necistot.
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Obr. 12 Absorpcni spektrum DNA
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Polymerizova fetézova reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction ) je
enzymatickd metoda umoznujici in vitro zmnozZeni (amplifikaci) vybraného useku DNA,
ohrani¢eného kratkymi oligonukleotidy, tzv. primery. Metoda pracuje na principu replikace
nukleovych kyselin. UmoZznuje velmi rychle ziskat miliény ptesnych kopii z velmi malého
mnozstvi vstupniho materidlu, dokonce i z DNA z jediné bunky, tj. pouze z jediné molekuly
DNA. Vlastni reakce je zaloZzena na cyklickém stfidani teplot. ProtoZe se jednd o fetézeni
téchto cykll, nazyvame tuto metodiku fetézova reakce.

SloZeni reakcni smeési

Do polymerazové fetézové reakce je nutné vlozit:
templat DNA — dsDNA jako ptedlohu (templat) pro syntézu

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

primery - dva syntetické oligonukleotidy, které vymezuji amplifikovany dsek

DNA polymerazu - enzym, ktery provede syntézu DNA

oMV

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

Celkovy reak¢ni objem se voli podle potieby, nejbéznéji 15 — 100 pl.

Princip a pribéh reakce

Reakce, zalozend na cyklickém stiidani teplot, se skldda ze tii periodicky se opakujicich
kroki:

1. Denaturace - zvySenim teploty reakéni smési na cca. 95°C dochézi k poruseni vodikovych
mustkll mezi bazemi v dvouvldknové DNA. Vzniknou tedy dvé jednovldknové molekuly
DNA.

2. Hybridizace (nasednuti) primert - tzv. ,,annealing‘ — ochlazeni reak¢ni smési na teplotu,
pfi niZ se mohou primery specificky navdzat na komplementdrni sekvenci templatového
vldkna DNA. Teplota zdvisi na délce a nukleotidovém sloZeni primerd. Nejcastéji se tato
teplota pohybuje mezi 50 a 60°C.

3. Syntéza novych fetézci — vtomto kroku dochazi k nasednuti DNA polymerazy
prodluZzovéani primert (elongace) — zahtati smési na teplotni optimum DNA polymerasy
(obvykle 72°C) umozni efektivni syntézu fragmentu pozadované délky v daném Case. Doba
trvani jednotlivych cykli zavisi na délce replikovaného fragmentu a na typu polymerasy.
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Cyklus se periodicky opakuje 15 — 40 krat, coZ vede k exponencidlnimu zmnoZeni
zvoleného fragmentu. Jak je zajiSt€no, Ze vznikne prav€ zvoleny fragment? Nové vldkno
DNA syntetizuje DNA polymeraza, kterd nesedne v misté primeru a prodluZuje jej. V prvnim
cyklu by teoreticky mohla syntetizovat aZ do konce fetézce ptedlohy. Prakticky toto
nenastavd, protoZe diive dojde k denaturaci v dalSim tj. 2. cyklu. Ve 2. cyklu dojde
k rozvolnéni dvouvldknové DNA na jednotliva vldkna. Na takto vzniklé 4 fetézce nasednou
znovu primery a vSe se opakuje a tim rozdilem, Ze je-1i pfedlohou vldkno vzniklé v 1. cyklu,
toto vldkno kon¢i v misté prvniho primeru, tudiZ novy fetézec uz ma ptisluSnou délku. Tyto
kratké specifické produkty pifibyvaji exponencidlné, zatimco delsi produkty (podle piivodniho
dlouhého templdtu) se mnoZi linedrné.

oblast, kam se vaie primer

templat

l 1. cyklus

4. cyklus

~primer
l 2. cyklus

la. cyklus

Obr. 15 Pritbéeh PCR
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Aby nebylo nutno po kazdé denaturaci piiddavat novy enzym, pouZziva se termostabilni
DNA polymerasa, kterd neztrati svoji aktivitu ani po zahtati na 95°C. Nejcastéji se pouziva
DNA polymerasa ziskana z termofilni bakterie Thermus aquaticus, zvand Taq polymerasa.
Aby se zabranilo praci polymerdzy pii nizké teploté, kterd muze vést k nespecifické
amplifikaci, pouzivd se tzv. hot-start polymerdzy. Tyto enzymy obvykle vyuZivaji
monoklondlni protilatky, které se vazou do katalytického mista enzymu, ¢imz reverzibilné
blokuji jeho aktivitu. Pfi prvnim denatura¢nim cyklu dojde k ireverzibilni teplotni denaturaci
protilatky a tim k odblokovani enzymatické aktivity.

Klicovou podminkou uspéchu je vybér spravnych primerti. Tyto oligonukleotidy
obvykle o délce 17-25 nukleotidl, hybridizuji s komplementarni sekvenci opacnych vldken
templdtové DNA a ohranicuji tak amplifikovanou sekvenci. Musi byt tedy komplementarni k
cilové DNA, ale nesmi byt komplementarni vici sobé navzdjem ¢i uvnitf jednoho z primert.
Tyto oligonukleotidy jsou po hybridizaci na 3’-konci prodluzovany DNA polymerasou, kterd
neumi zacit syntézu komplementarniho fetézce DNA de novo. Jejich sekvence se udava ve
smeru 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 dsek nez pozadovany. Také by mély mit stejnou nebo alespon
podobnou teplotu annealingu. Teplotu annealingu Ize riznymi metodami piibliZn¢ vypocitat,
vzdy vSak musi byt empiricky optimalizovdna, aby amplifikace byla specifickd pfi
dostatecném vytézku. Pii ptiliS nizké teplot€ mohou primery nasedat i na sekvence, se kterymi
nejsou zcela komplementarni. Vytvoii se tak nespecificky produkt. Pfi pfili§ vysoké teploté
primery hybridizuji nedostatecné a produkt se tvoii ve velmi malém mnoZstvi.

V neposledni tad¢ je ucinnost amplifikace ovlivnéna kvalitou a cistotou templatové
DNA. Necistoty obsazené ve vzorku mohou pusobit jako inhibitory polymerazy, nebo
polymerasovou reakci vyrazné¢ zpomalovat tim, Ze se vadzi na templiatovou DNA a
znepiistupiiuji ji pro vazbu polymerazy.

Protoze pro uspésny prubéh PCR je bezpodminecné nutna dobie denaturovand DNA,
prediazuje se pted blok cyklli tvodni denaturace (obvykle 95°C 2 — 3 min), kterd zabezpeci
rozdéleni dsDNA na dvé ssDNA. Po probéhnuti zvoleného poctu cykli se standardné vklada
krok pro dosyntetizovani fragmentii - 72°C, 5 - 7 min, pak se reakéni smés zchladi na 4°C.

Stoupajici teplota prostredi (stejné tak siln¢ alkalické pH) vede k poruSeni vodikovych
mustkh mezi vldkny dvousroubovice. Hovoifime o denaturaci DNA. Tato zména je
reverzibilni. Navraceni do pivodniho dvouvldknového stavu, tzv. renaturace (= hybridizace)
lze dosdhnout pomalym ochlazovanim. Pfi prudkém ochlazeni nenastivd. Za vhodnych
podminek mohou takto vytvofit dvouSroubovici i vldkna riizného ptivodu pouze na zdkladé
komplementarity bazi.
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Obr. 16 Denaturace DNA

Charakteristikou stability fragmentu dsDNA je jeho teplota tani Tm (melting
temperature). Je to teplota, pii které je dvoufetézcovd DNA z poloviny denaturovana. Tato

Vv

teplota zdvisi 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 oligonukleotida krat$ich nez 50 bp lze orientaéné vypocitat podle vzorce:
Tm = 2x (pocet AT parti) + 4x (pocet GC pari1)
Hybridizac¢ni teplota je o 5 °C nizsi nez je Tm.

Amplifikace RNA

V piipadé¢ amplifikace RNA se provadi reverzni transkripce s ndslednou polymerdzovou fetézovou
reakci (RT — PCR). Pfi reverzni transkripci se reakéni smés sklada z nasledujicich slozek:
* templatovd RNA
* reverzni transkriptasa, coZ je enzym, ktery provede zpétny prepis RNA na jednovldknovou DNA
* synteticky oligonukleotid
- pii reverzni transkripci mRNA se pouZzivd oligonukleotid oligo(dT)12 o ktery se pfichyti na polyadenylovy

fetézec, nebo smes oligonukleotidl (obvykle hexamertl) s riznymi sekvencemi, které se pfichycuji na ndhodné
komplementarni sekvence RNA

- pfi reverzni transkripci urcité vybrané RNA se zndmou ¢asti nukleotidové sekvence se pouzivd genové specificky
primer

* inhibitor ribonukleas

BéZna reverzni transkripce ma tento prub¢h:
. denaturace RNA pfed ptipravou reakéni smési
. ptiprava reakéni smési
. pfichyceni primeru pii vhodné teploté (pro oligo(dT)ls 25°C 10 min)
. vlastni syntetickd reakce (cca 42°C 60 min)

. teplotn{ inaktivace enzymu (pfi 99°C 5 min)
. zchlazen{ smési na 4°C

[ Y R

Naslednd PCR, pfi niZ je reverzni transkriptdzou syntetizované 1. vldkno cDNA amplifikovdno na
béZnou dvouvldknovou DNA, se jiz podstatné nelis$i 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 pfed cizorodou DNA. Vlastni DNA bakterie je chrdnéna proti degradaci
methylaci v mistech rozpozndvanych sekvenci. Tyto bakteridlni enzymy lze izolovat a vyuZzit
v molekularné biologické laboratofi k fragmentaci DNA.

Restrikéni endonukledzy jsou podle svych vlastnosti rozdélovany do 4 typt. Praktické
vyuziti pii analyzdch DNA maji endonukledzy typu II. Tyto restriktdzy neStépi DNA
ndhodné, ale rozpoznavaji specifické sekvence (restrikéni mista) a DNA piimo v nich, nebo
v jejich tésné blizkosti $té€pi. Tato mista byvaji obvykle dlouhd asi 4-8 nukleotidd, ¢asto maji
charakter palindromi (obracenych repetic). Stépeni fosfodiesterové vazby probihd soucasné
na obou fetézcich. Pokud dochazi ke St€peni presné uprostied restrikéniho mista, vznikaji tzv.
tupé konce. Pokud dochédzi ke Stépeni v jiném misté, vznikaji konce srizné¢ dlouhym
piesahem, tzv. lepivé konce.

EcoRlI Hindll

€

|

5'- GA|ATTC -3’ 5'- GTY|RAC -3

3- CTTAJAG -5 3'- CAR|YTG -5
5- GA ATTC -3 5°- GAT RAC -3
3- CTTA AG -5 3- CAR YTG -5’
lepivé konce tupé konce R =G nebo A
— dvounukleotidovy piesah Y=CneboT

Obr. 17 Zpuisob stepeni

V soucasnosti je zndmo vice jak 4 000 restriktdz, které rozpoznavaji vice jak 300
ruznych sekvenci. Existuji databdze, napt. REBASE® (rebase.neb.com), ve kterych je mozné

vyhledavat restriktdzy napt. podle rozpozndvané sekvence.

Nézvoslovi restrikcnich endonukledz je pomérné specifické. Prvni tii pismena nidzvu
jsou odvozena zrodového (prvni pismeno), respektive druhového jména (druhé a teti
pismeno) organismu, ze kterého restriktasa pochdzi, napt. Eco pro Escherichia coli nebo Hin
pro Haemophilus influenzae. Ndsleduje symbol pro oznaceni kmene, Hind pro H. influenzae
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kmen d. Posledni soucdsti ndazvu je fimskda Cislice oznacujici jednotlivé restriktazy
produkované stejnym kmenem, HindIl a HindIIl. Stdpeni DNA pomoci restrikénich
endonukledz ma Siroké vyuZziti napf. restrikéni analyza DNA, molekularni klonovani, tvorba
cDNA knihoven...

Ke stanoveni jednonukleotidovych polymorfismli Ize vyuZzit metodu nazvanou
»polymorfismus délek restrikénich fragmenti (RFLP, restriction fragment Ilength
polymorphism) nebo jeji modifikaci PCR-RFLP = AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). V praktiku vyuzijeme modifikovanou metodu.

V prvnim kroku se izoluje DNA, kterd mé byt analyzovéna. Oblast s predpokladanym
vyskytem polymorfismu je amplifikovana pomoci PCR. Ziskany PCR produkt je podroben
restrikénimu  St€peni. Plvodni metoda pouZivd k restrikénimu S$tépeni piimo izolovanou
genomovou DNA. LiSi-li se dvé alely nukleotidovou sekvenci, kterd je na jedné z nich
soucasti mista rozezndvaného restrikéni endonukleasou, je toto restrikéni misto na druhé
z nich poruseno, tj. DNA neni v tomto mist¢ danou restriktdzou Stépena. Po rozstépeni
danym restrikénim enzymem se pivodné stejné dlouhé fragmenty 1isi svoji délkou. Ziskané
fragmenty se analyzuji pomoci gelové elektroforézy.

Protoze genomova DNA je kromé cilové sekvence Stépena danou restriktdzou jesté v
obrovském poctu dalSich restrikénich mist, vysledkem Stépeni je obrovské mnoZstvi
fragmentl, které tvoii na elektroforéze souvislou ,,Smouhu®. Pro zjisténi polohy fragmenti
sledované sekvence je proto nutné pouZzit tzv. Southern blot. V piipadé metody PCR -RFLP je
vysledkem Stépeni jen nékolik mdlo fragmentii a proto na elektroforéze piimo vidime
vysledek.

Southerniiv pienos (Southern blot/blotting)

Southerniiv pfenos je hybridizacni technika, pojmenovand podle E. Southerna, ktery dany postup
zavedl. DNA se elektroforézou na agarosovém gelu rozdé¢li podle velikosti fragmentii a denaturaci v roztoku
NaOH se pfevede na jednovldknovou strukturu. Jednovldknovd DNA (ssDNA) se pfenese na nylonovou nebo
nitrocelulosovou membranu. Pfenos DNA z gelu na membranu (blotting) se uskute¢iiuje bud’ pomoci kapildrnich
jevi nebo pomoci elektrickych sil (elektroblotting). DNA se na membrané zakotvi (nejcastéji UV zafenim). Poté
se membrana nechd inkubovat v roztoku, ktery obsahuje znacené definované fragmenty DNA - sondy (préby).
Tyto sondy hybridizuji (vytvafeji dvouvldknové useky) s komplementdrnimi fetézci zakotvené DNA. Po
hybridizaci se nenavdzané sondy odmyji a deteguje se poloha navdzanych sond. Jsou-li sondy znaceny
radioaktivné, provede se autoradiografie — membrdna se poloZi na rentgenovy film a nechd exponovat. Po
vyvolan{ filmu bude na misté hybridizované radioaktivni sondy signdl. Existuji vSak i komeréné dostupné sety
pro neradioaktivni znaceni, napt. fluorescen¢ni nebo chemiluminiscenc¢ni.

Existuje obdobnd hybridizacni technika pro analyzu RNA nazvana Northern blot.
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Zéakladni technikou dé&leni, identifikace a purifikace nukleovych kyselin je
elektroforéza na gelu. Nukleové kyseliny se v mirn¢€ zasaditém prostiedi (pH =8,5) chovaji
jako polyanionty. Se zvySujicim se poctem nukleotidii v molekule imérné roste jeji ndboj.
Proto se v elektrickém poli pohybuji smérem k anod¢. Abychom docilili jejich rozdéleni
podle velikosti, pouzivime vhodny nosi¢, nejcastéji agarosovy nebo polyakrylamidovy gel,
které slouzi jako molekulové sito. VéEtsi molekuly se jimi pohybuji mnohem hife nez
molekuly mensi.

Pro delsi fragmenty (500 bp — 25 kbp) se pouZzivaji 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 7-0,4
1,5 3-0,2

Elektroforéza na agarosovém gelu se provadi v horizontdlnim provedeni. Pfipravi 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 1 mm.

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

Pro ur¢eni délek analyzovanych fragmentl je vhodné se vzorky nanést na gel i marker,
tj. smés DNA fragment vhodnych délek, jejichZ velikost je zndma.

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

Rozd€lené fragmenty mohou byt vizualizovany vybarvenim gelu ethidiumbromidem,
coz je barvivo, které se interkaluje do DNA a pod ultrafialovym zafenim oranZové
fluorescencné zari. Barveni gelu mize byt provedeno po ukonceni elektroforézy koupanim
v roztoku ethidiumbromidu (0,5 pg/ml) nebo 1ze ethidiumbromid do gelu pfidat jiZ pii jeho
piipravé (konecnd koncentrace ethidiumbromidu v gelu - 0,5 pug/ml). Ethidiumbromid je
potencidlni karcinogen.
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Obr. 18 Elektroforéza — princip
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Obr. 19 Elektroforetickd vanicka
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Interpretace vysledkd

alela normalni (wt)

GGTGCAGCACACCRAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCTGCACGTTGTGCACA
TGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAAAAAAAATAAAAATAAAAGAATTCCTTTTGCA
ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGARATAACTTTGCA
AATGAAAACAATTTTGRAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG
AAAATGATGCCCAGIGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA

E (‘TACAGGC-

BAATACAGG TATTTTGTCCTT GAAGTAACCTTT CAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

TCGEBBIrG GGCTAR TAGGAC TACTTC TAATCT GTAAGAGCAGATCCCTG

AGAACATGT TAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG
TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGTCTTG
TCTATTTTTATCAGTACCATCACTGCCGAAGGCAAGTCTAGAGTGTGATAACATATTTTG
délka PCR produktu: 288 bp
wild type: 158 bp 37bp

5.C C T C (N);i.3
93bp 3.6 G A G (N)gr..5s

alela Leiden (L)
GGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCTGCACGTTGTGCACA

TGTACCCTAGARACTTARAGTATAATTT T. T. TTCCTTTTGCA

ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATT TATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA
AATGAAAACAATTTTGRAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG
ARAATGATGCCCAGIGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA
TCE_I‘GGGCTA@TAGGACTACTTC'I‘AATC'I‘GTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGC_
.AATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT
AGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG
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 GGA GAC CTAACATGT TC -3'
158 bp 37 93 bp
5° alela normalni
restrikéni endonukleasa Mnll
S 5 alelaLeiden
158 bp H 130 bp
\:§> \:V \4§'
&N h¢
158 bp S
130bp —

93bp — ——

23 mer
23 mer

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

(normdlni alela) 93 a 37bp).

Pom0cky a slangové terminy

Eppendorfka (mikrozkumavka typu Eppendorf)

Mal4 plastovéd zkumavka (nejcastéji o objemu 1,5 ml) s vickem a s kénickym

dnem. Je to snad nejuniverzdlngj$i a nejvice pouZivand "nadobka" v
laboratotich biochemie a molekularni biologie. Uplatnéni m4 vSude tam, kde

odolé i teplotdm 100 °C. Zkumavka je autoklavovatelna.

se pracuje s malymi objemy (v fadu desitek az stovek mikrolitrit). SlouZzi
nejen k provadéni reakci, ale i pro pfipravu a skladovani roztok. Je vhodnd i
pro skladovani hluboce zamrazenych vzorki (-80 °C). Pfi provadéni reakci

Autokldvovdni 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.

Pfipojené vicko snadno umoznuje t€sné uzavieni, které brani kontaminaci béhem prace a déla
z eppendorfky nddobku vhodnou i na dlouhodobé skladovéni.
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Konické dno umoziuje centrifugaci, navic tento tvar zkumavky s tuzkym prostorem dna
usnadiiuje praci s malymi objemy, tj. i pokud je ve zkumavce jen minimdlni objem, potfad je
odtud relativn€ pohodInég pipetovatelny.

Slangovy ndzev eppendorfka pochdzi od ndzvu firmy, ktera tento typ zkumavky poprvé v roce
1963 uvedla na trh (némeckd firma Eppendorf zaloZzend roku 1945 v Hamburku ve ctvrti
Eppendorf, podle které si dala firma jméno). Zkumavky jsou vyrdbény z polypropylenu, coz
je materidl chemicky velmi odolny, snese i extrémni teploty (-90 °C az +121 °C). Za vice nez
50 let existence se v designu zkumavek projevila mnohda drobnd vylepSeni, kterd mohou
zpiijemnit préci a nékterd sméiuji zkumavky k jednomu urcitému typu pouziti. Dostupné jsou
eppendorfky se "safe-lock" pojistkou vicka, kterd brani snadnému otevieni, zkumavky s
naprosto ¢irou sténou, kterd umozni jejich piimé pouZiti jako kyvet pro optické metody. Sténa

YW AN

zkumavek mtiZze mit hrubé métitko objemu nebo plosku pro "nesmazatelné" oznaceni.
Vortex (vortex mixer)

Pfistroj ur¢eny k dikladnému promichdni obsahu malych zkumavek a nadobek. Kdyz je
zkumavka vtlacena do gumové ¢asti nahote na pfistroji, spusti se motor a gumova cast rychle
osciluje kruhovitym pohybem, pohyb se pfendsi na tekutinu uvniti nddobky a ta se vifivym
zpusobem (vortex = vir) velice efektivné michd. VéEtsSina piistroji méa nastavitelnou rychlost
pohybu a moZnost volby, zda je motor spustény nepietrzité¢ nebo se zapne jen na dobu, kdy na
gumovou ¢ast tlacime zkumavkou.

Je moznych vice zptsobu, jak zkumavku na
vortex piikladat (vtlacit do stfedu gumové
¢asti nebo jen opfit o hranu). Pro bézné
promichani roztoku sta¢i vétSinou jen kratké
prilozeni (5-10 sekund), ale pfinc¢kterych
procedurdch je ale vyzadovano intenzivni

michéni po delsi dobu.

Pfi michani obsahu eppendorfky je nutné, aby jeden prst ruky, ve které eppendorfku drZime,
jistil vicko proti moznému otevieni! Jinak hrozi vystfiknuti obsahu. Z tohoto divodu se
nedoporucuje vortexovat Ziraviny.

Zvortexovat = promichat na vortexu -
Mikrocentrifuga

Centrifuga urcend k odstfed’ovani malych zkumavek (eppendorfek)
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