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PREDMLUVA

Vazeni studenti,

kniha, kterou vam predkladame, je vénovana problematice klinické biochemie.
Predpokladame, Ze jste se jiz seznamili s odbornym textem , Obecna biochemie
pro bakalarské studijni obory”, ktery je Gvodem do problematiky obecné biochemie.
Bez jeho prostudovani by nemélo smysl| studovat tato skripta.

Tento studijni materidl vdm poskytne zdkladni informace o preanalytickych,
analytickych a postanalytickych postupech, interni a externi kontrole kvality,
analytech vySetfovanych v laboratofich klinické biochemie a klinickém vyznamu
jednotlivych ukazatelG.

Ziskate prehled:
e o zakladnich pojmech v oblasti klinické biochemie,

e ozakladnich parametrech vySetfovanych v laboratoftich klinické biochemie.

Budete schopni:
e navrhnout konkrétni vySetfeni a interpretovat laboratorni nalez.

€as potiebny k prostudovani u¢iva predmétu:
e 35 hodin teorie + kontrolni otazky.
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1 KLINICKA BIOCHEMIE

V této kapitole se dozvite:
V nasledujici kapitole se dozvite, co znamenaiji a zahrnuji pojmy klinicka biochemie a laboratorni medicina.

Klicova slova této kapitoly:
Biochemie, patobiochemie, klinickd biochemie, laboratorni medicina.

Cas potiebny k prostudovani této kapitoly: 10 minut (teorie)

Biochemie popisuje struktury, organizaci a funkci Zivé hmoty na molekuldrni drovni.

Délime ji na tfi zakladni oblasti:
1. Strukturni chemie sloZek Zivé hmoty a vztah mezi biologickou funkci a chemickou strukturou.
2. Studium metabolismu —sledy chemickych reakci probihajicich v Zivé hmoté.
3. Molekularni genetika —uchovdvani a pfenos informaci.

Zatimco biochemie je obor teoreticky a preklinicky, klinickd biochemie je obor Iékarsky, ktery navazuje na
biochemii a patobiochemii (studium zmén v organismu pfi chorobnych stavech). Na zakladé stanoveni
koncentraci dulezitych biologickych latek nebo zménéné aktivity enzym( a jinych latek v télesnych tekutinach
pFispiva klinicka biochemie ke stanoveni diagnzy onemocnéni, podili se na stanoveni progndzy i na monitorovani
terapie onemocnéni. Nejvice laboratornich testll se pouZivd pravé k monitorovani terapie — prikladem
je monitorovani diabetikli pomoci plazmatické glukézy a glykovaného hemoglobinu. Klinickd biochemie
se zaméruje na vyhledavani zavaznych chorob v populaci (screening) i rizikovych faktor(, které tyto choroby
vyvolavaji.

Je biochemie samostatny klinicky obor?

Jako samostatny Iékafsky obor se klinicka biochemie formovala v 50. a 60. letech 20. stoleti. PGvodné tvofila
soucast interni mediciny, s rostoucim poctem, vyznamem a slozitosti klinicko-biochemickych vySetfovacich
metod doslo k jejimu organizaénimu osamostatnéni

V 60. a 70. letech dosahla vrcholu enzymova diagnostika, zkvalitriujici rozhodovani pfi odhalovani jaternich
onemocnéni, infarktu myokardu a jinych chorob. Jesté pred tim nastal pokrok ve vySetfovani vnitiniho prostredi,
zejména acidobazické rovnovahy, coZz umozZnilo adekvatni terapii u nejtézsich pripadl pacientl na jednotkach
intenzivni péce.

Imunochemické metody se prudce rozvijeji od 80. let a umoziuji stanoveni nizkych koncentraci antigent
a protilatek.

Zavedeni imunoanalyzy rozsifilo mozZnosti stanoveni velmi nizkych koncentraci biologicky ucinnych latek
(hormond, 1€k atd.), zapocalo stanovovani dllezZitych biomarkerd (markery nadorovych onemocnéni, kostniho
metabolismu, kardiomarkery atd.).

A co metody molekuldrni biologie?

V 90. letech nastoupila DNA diagnostika, zejména diky objevu polymerazové retézové reakce (PCR), kterd
umoziuje odhalit zadvazna geneticka onemocnéni na urovni genu, a to vysoce specificky. Uplatnéni nasla také
u chorob ziskanych: infekcéni agens, napft. virus hepatitidy C ¢i HIV (human imunodeficiency virus). Metody jsou
tak citlivé, Ze umoZiuji priikaz uz pfi vyskytu 10* &stic viru v 1 ml krve.

Tyto metody lze uplatnit i pfi ur¢eni HLA genotypu (angl. zkr. human leucocyte antigens, lidské leukocytarni
antigeny), coZ umoznuje vybér vhodného darce pro transplantaci organu, ¢i identifikaci jednice v soudnim
Iékafstvi. V budoucnu by mély predevsim upfesnit personalizovanou terapii onkologickych a dalsich pacientd.



Co umoznilo rozvoj laboratorni mediciny?

Rozvoj v oblasti laboratorni mediciny umozniuje celkovy technicky pokrok v oblasti pfistrojové a informacni
techniky. V laboratofich se rozviji automatizace laboratornich postupu, které se v analyze uplatiuji. Manualni
praci nahrazuji robotické pfristroje — analyzatory fizené pocitaci. Informacni technologie zaroven zpracovavaji
namérend data a tfidi je az do vystupnich lékaFskych vysledkovych sestav, které jsou dilezité pro vlastni klinicka
hodnoceni a zavéry.

Jaké jsou trendy posledni doby v oblasti laboratorni mediciny?

V posledni dobé lze pozorovat, Ze laboratorni obory, které plvodné zdudrazriovaly svij objekt zkoumani,
se zac€inaji sblizovat. Biochemie, hematologie, mikrobiologie, klinicka farmakologie a molekularni genetika se nyni
prolinaji na drovni molekularni biologie a vytvareji pfedpoklady pro vznik oboru laboratorni medicina, ktera
vyuziva rlizné pokrokové technologie laboratorni diagnostiky. Neznamena to oviem zdanik jednotlivych klinickych
obord. Ty zGstanou nadale zachovany zejména v oblasti klinické interpretace laboratornich vysledkd, diagnostiky
i terapie onemocnéni. Kompletni sestavy laboratornich vySetfeni jednotlivych odbornosti pomlzou vytvorit
komplexni klinické diagndzy pacienta.

Shrnuti kapitoly.
Kapitola podava strucny prehled vyvoje oboru klinicka biochemie a jejiho vztahu k ostatnim oborlim laboratorni
mediciny.

Dalsi doporucené zdroje k této kapitole:

1. Jabor A. akol. Encyklopedie laboratorni mediciny. Dostupné z: http://www.sekk.cz.

2. RacekJ., Rajdl, D. et al.: Klinickd biochemie. 3., pfepracované vydani. Praha: Galén, 2021.

3. ZimaT. Laboratorni diagnostika. 3. doplnéné a prepracované vydani. Praha: Galén — Karolinum, 2013.



http://www.sekk.cz/

2 PREANALYTICKA FAZE

V této kapitole se dozvite:

V této kapitole se dozvite informace o pojmu preanalyticka faze. Pokusime se vam pfriblizit jeji vyznam. Je nutné
si uvédomit, Ze tato ¢ast diagnostického procesu je velmi dalezitd a hraje vyznamnou roli v kvalité vydaného
vysledku. Casto totiz v tomto ¢asovém Useku dochazi k poruseni pravidel, at ze strany pacienta, odbé&rové sestry,
nebo pfi transportu materidlu do laboratore. Z tohoto dlivodu muzZe laboratof vydat chybné vysledky a nasledné
i 1ékaF Spatny diagnosticky zavér.

Klicova slova této kapitoly:
Preanalytickd faze, faktory ovliviiujici preanalytickou fazi, zdsady odbéru krve, moci, vliv na vysledky
biochemickych vysetieni.

Cas potiebny k prostudovani této kapitoly: 3,5 hodiny (teorie + feeni tiloh)

2.1 Uvod

Laboratorni diagnosticky proces vedouci k ziskani vysledku lze rozdélit na tfi faze, a to preanalytickou, analytickou
a postanalytickou fazi (viz schéma).

Diagnosticky proces — casova osa

preanalyticka faze analyticka faze postanalyticka faze

Preanalyticka faze je definovana jako obdobi od indikace vysetieni |ékafem aZ po vlastni analyzu biologického
materidlu v laboratofi, tzn. pfedstavuje pfipravu jedince na odbér biologického materidlu, vlastni odbér, uchovani a
transport odebraného vzorku do laboratofe a jeho pfipravu k analyze. Vyznam této faze je podpofen i mnoha
publikacemi, které zminuji, Ze az 46-68 % chybnych vysledki je zplisobeno nedodrzenim ¢i nerespektovanim
pravé pravidel preanalytické faze. Z tohoto dlivodu je primarnim Ukolem laboratofe vybavit klienty vsemi
potfebnymi instrukcemi (o pfipravé pacienta, o odbéru, o skladovani a transportu biologického materidlu,
o preanalytické Gpravé vzorku) tak, aby bylo minimalizovano riziko vzniku chyb, které nasledné mohou poskodit
pacienta. VSechny tyto informace shrnuji laboratorni prirucky vysettujicich laboratofi.

Na preanalytickou fazi navazuje analytickd faze zahrnujici vlastni analyzu vzorku. Kazda laboratof musi mit
zavedeny systém kontroly kvality, aby byla zajisténa validita vydavanych vysledku. Analytickou fazi uzavira faze
postanalytickd, kterd je definovana jako obdobi od ziskani vysledku v laboratofi po jeho pfedani Iékafi. DaleZitou
soucasti postanalytické faze je interpretaéni komenta¥, v némz Ize doporudit dalsi diagnosticky algoritmus

2.2 Preanalyticka faze a zdroje jeji variability

Jak jiz bylo zminéno v Uvodu, preanalyticka faze mize byt zdrojem mnoha chyb. Proto je nutné si ozfejmit, jaké
faktory preanalytickou fazi nejvice ovliviiuji. Tyto faktory lze rozdélit dle ¢asové posloupnosti:

Preanalyticka faze — casova osa

pred odbérem Dbiologického pfiodbéru biologického materidlu =~ mezi odbérem biologického
materialu materidlu a analyzou

2.2.1 Pred odbérem biologického materidlu

Faktory ovliviujici preanalytickou fazi pred odbérem biologického materidlu mlzeme déle rozdélit
na ovlivnitelné a neovlivnitelné. Mezi ovlivnitelné faktory patfi napf. dodrzovani urcitého denniho rezimu, dietni
navyky atd. Jako neovlivnitelné faktory vystupuji napr. vék, pohlavi, rasa atd.
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2.2.1.1 Ovlivnitelné faktory pred odbérem biologického materidlu

Vyznamnym faktorem patficim mezi ovlivnitelné faktory pred odbérem biologického materialu je strava. Odbér
krve by se mél vidy provadét nala¢no. Pokud tomu tak neni, Ize v disledku metabolismu pfijatych Zivin pozorovat
zvyseni hladin nékterych metabolitl. Dochazi ke zvySeni koncentrace glukdzy, triacylglycerold, volnych mastnych
kyselin a lipoprotein(i. Pokud ma clovék dietu s prevdznym obsahem tukl, dojde predevsim ke zvyseni
koncentrace triacylglyceroll, a naopak sniZeni koncentrace dusikatych latek v séru. V ptipadé stravy bohaté
na bilkoviny se zvySuje koncentrace amoniaku a urey. Soucasné postprandialné dochazi k vyplaveni hormoni
(napf. inzulinu, ktery sniZuje hodnoty kdlia a fosfatll). Skladba stravy muZe ovlivnit i pH moce, napf.
pti konzumovani zeleniny a ovoce je moc alkali¢téjsi, naopak po poZiti masa a jidla s vétsim obsahem tuk
a proteinu je kyselejsi. Hladiny nékterych metabolitd ovliviiuje i konzumace rdiznych ndpojl (napt. kofein zvysuje
koncentraci glukdzy v krvi). Vyznamny vliv na biochemické vysetfeni ma také alkohol. Po poziti alkoholu stoupa
témér okamizité v krvi koncentrace laktatu, klesd koncentrace hydrogenuhliéitand a glukdzy. PFi dlouhodobé
zatéZzi organismu alkoholem dochdzi k poskozeni jater, coZ se projevi zvySenim koncentrace
alaninaminotransferazy (ALT), dale aspartataminotransferazy (AST) a gamaglutamyltransferazy (GGT). Zvysuji se
také koncentrace triacylglyceroll a cholesterolu.

Odbér krve se provadi zpravidla rdno. Pacient by nemél byt dehydratovany, jelikoz to mulze falesné zvysit
koncentrace proteint a lipoprotein(. Proto se ma po probuzeni vypit cca 3 decilitry vody nebo horkého caje.
Dalsim faktorem, ktery mlze ovlivnit konecny vysledek, je fyzicka zatéZ organismu pred vlastnim odbérem.
Dopad na vysledek zdlezi na typu fyzické aktivity, kterda maze byt bud' kratkodoba, pfi niz organismus vykazuje
vysoky podil pfedevsim anaerobniho metabolismu, nebo dlouhodobd (vytrvalostni), kdy organismus vyuziva
prevdiné aerobniho metabolismu. PFi stfedni zatézi se zvysuje hladina glukdzy a dochazi ke stimulaci sekrece
inzulinu. Diky svalové Cinnosti se zvysuji také hodnoty enzym( AST, laktatdehydrogendzy (LD), kreatinkinazy (CK)
a roste koncentrace laktatu a mastnych kyselin. Pfi dlouhodobé namahavé cinnosti dochazi k poklesu glykémie,
narlstu koncentrace kreatininu a mnohonasobnému narustu hladiny laktatu. Jsou snizeny i hladiny cholesterolu
a triacylglycerold.

Mechanické trauma je také jednim z ovlivnitelnych faktorl pred odbérem biologického materidlu. Napfiklad
svalové trauma vcetné intramuskularnich injekci zplsobuje vyplaveni enzym( (CK, ALT, AST) a bilkovin svalové
tkané (napf. myoglobinu). Jizda na kole miZe zpUsobit mechanické trauma prostaty, coz se mlzZe projevit
vyplavenim prostatického sérového antigenu s naslednou faleSnou pozitivitou tohoto vysetreni.
PFi maraténském béhu a pfi chlopennich vadach dochazi k mechanické hemolyze erytrocyt(.

Velmi ¢astym problémem, ktery Ize oviem tézko postihnout, je vliv 1ékd. Léky mohou ovlivnit hladinu nékterych
sledovanych analytl, napf. kyselina acetylsalicylovd (anopyrin) v séru zvySuje AST, ALT, bilkovinu v modi,
furosemid zvysuje v séru glukozu, amylazu (AMS), alkalickou fosfatazu (ALP) a zvySuje sodny kationt. Léky také
mohou interferovat s analytickym principem stanoveni, napf. vitamin C, ktery ma vyrazné redukéni vlastnosti,
falesné snizuje hladiny analytl, pfi jejichz stanoveni se vyuzivda detekce pomoci peroxidu. Lék muzZe také
ovliviovat rychlost metabolismu nebo eliminace sledovaného analytu, ¢i poSkozovat néjaky organ,
napf. hepatotoxicita narkotik.

Nezanedbatelnym faktorem je také stres. Ve stresovych situacich dochazi k vyplaveni stresovych hormond, napf.
reninu, aldosteronu, somatotropinu, katecholamin(, kortizolu, glukagonu a prolaktinu. Proto je nutné odbér krve
na stanoveni prolaktinu provést az tfi hodiny po probuzeni. Dalsim pfikladem muze byt pokles cholesterolu o 60
% proti vychozi hodnoté béhem 24 hodin po akutnim infarktu myokardu. K normalizaci jeho koncentrace dochazi
aZ po radé tydnd. Z tohoto dlivodu se pfi pfijmu pacientl s podezienim na akutni infarkt myokardu nedoporuduji
odbéry na stanoveni cholesterolu, HDL a LDL cholesterolu. Naopak, mirny stres mlze koncentraci cholesterolu
zvysit. Pooperaéni stres zase snizuje koncentraci TSH a ndsledné i tyreoiddlnich hormond, transferinu
a sekunddarné zvysuje koncentraci feritinu.

2.2.1.2 Neovlivnitelné faktory pred odbérem biologického materidlu

Mezi neovlivnitelné faktory pred odbérem biologického materidlu patii vék, pohlavi, rasa, biologické rytmy.
Je moZné zde zahrnout i graviditu, jez je ale specifickym ptipadem ovlivnéni preanalytické faze, a proto neni
predmétem tohoto sdéleni. Témto efektim, s vyjimkou biologickych rytmU a gravidity, neni nutné vénovat
vyznamnou pozornost, protoZe je nelze ovlivnit a jsou zohlednény pomoci referenénich mezi pro dany analyt.
Vék je velmi vyznamnym neovlivnitelnym faktorem, na némz zavisi vétSina sledovanych analytl. Vysledek
stanoveni vyznamné ovliviiuje také pohlavi. Je zndmo, Ze mnoho parametrl zavisi na hormonalni vybavé
a télesné konstituci. V Ceské republice také piibyva lidi jiné neZ bilé rasy. Napftiklad aktivity CK a AMS ¢&i pocet
granulocytl roste vzestupné od bélochl pres Zlutou rasu k AfroameriCanim (Afroameriané maiji
az dvojnasobnou aktivitu CK a Asiaté zase maji vyssi aktivitu slinné amylazy a vyssi koncentraci celkového
bilirubinu).
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Dalsimi vlivy, které je nutné vzit v ivahu, jsou biologické rytmy s riznou ¢asovou periodou, at uz v ramci jednoho
dne (cirkadianni), nebo cykly s periodou pfiblizné jednoho roku (cirkanudlni). Snad nejvyraznéjsi cirkadianni
zménou prochazi kortizol, a to cca 250 % s minimem ve vecernich hodinéch. Prikladem cirkanualniho rytmu mize
byt zména koncentrace vitaminu D, kterd dosahuje maximalnich hodnot v letnich mésicich diky vystaveni pokozky
intenzivnimu plsobeni slune¢niho zéreni.

2.2.2 Pri odbéru biologického materidlu

Faktory ovliviujici preanalytickou fazi pfi vlastnim odbéru biologického materidlu souviseji pfedevsim s praci
odbérové sestry, kterd musi mit na paméti zadkladni pravidla odbéru majici vliv na vysledek vysetreni. Jedna
se predevsim o nacasovani odbéru, volbu vhodné odbérové soupravy, polohu pacienta pfi odbéru, vliv Zilni staze
a lokalniho metabolismu, eventudlné vliv infuze a transfuze v nemocni¢nim prostredi.

Nacasovadni odbéru

Nacasovani odbéru je velmi dllezitou soucdsti strategie ziskani validniho vysledku. Odbéry se provadéji nejcastéji
rano, kdy je zajisténo, Ze je pacient nalac¢no (pokud respektuje obecna doporuceni pred odbérem) a je omezen
vliv cirkadianniho rytmu zminéného v predchozi kapitole. Jinym pripadem je napf. sledovani glykémie
(glykemicky profil) nebo sledovani farmakoterapie, kdy se provadi odbér na zakladé polocasu eliminace IécCiva.

Poloha pacienta pfi odbéru

Pfi odbéru je dlleZitad také poloha pacienta. Je nutné mit na paméti, Ze rozdil v koncentraci proteinl a latek
vazanych na proteiny — vapenaty kationt, hormony (kortizol, tyroxin), ¢i nékterych 1ékl je ve vzpfimené poloze
proti poloze vsedé po dobu 15 minut 5-8 % a polohou vestoje proti poloze vleze cca 10-20 %. Obecné tedy plati,
Ze biologicky materidl ma byt odebiran stale ve stejné pozici, nejlépe standardnim zplsobem vsedé, coz ale
u hospitalizovaného pacienta vzdy zajistit nelze.

Poutziti turniketu a vliv lokdlniho metabolismu

Zajimavy je také vliv lokalniho metabolismu pfi poutziti turniketu pfi odbéru. Bylo zjisténo, Ze jiz po jedné minuté
po zataZeni paZze turniketem dochazi k pfesunu vyznamného mnozstvi vody a iontl z cévy do intersticia
s naslednym vzestupem koncentrace proteind a latek vazanych na proteiny v krvi. Dlouhym zataZzenim paZe
¢i jejim podchlazenim dochazi ke zméné lokalniho metabolismu vlivem hypoxie. To zpUsobuje vzrist parcidlniho
tlaku oxidu uhli¢itého, koncentrace kalia a laktatu, coZ ma za nasledek sniZzeni pH. Dochazi také ke zménam
homeostazy spojené s uvolnénim tkanového faktoru. Nedoporucované, i pfimo zakazané je cviceni paze, které
zpUsobuje predevsim zvyseni koncentrace kdlia. Z téchto dlivodli nesmi doba zatazeni paZe presahnout jednu
minutu a po napichnuti Zily je nutné turniket ihned uvolnit.

Volba odbérového systému a vliv protisrdzlivych cCinidel

Velmi dileZitd je také volba odbérového systému. Lze pouZit uzavieny, nebo otevieny odbérovy systém.
V ptipadé otevieného odbérového systému se pouziva klasicka jehla a Luerova stfikacka a po venepunkci se volné
stékajici krev odebira pfimo do zkumavky, nebo velmi jemnym tahem pistu. Dnes se ovsem preferuje odbér do
uzavieného systému, pfi némzZ je minimalizovana kontaminace odebirajiciho pracovnika krvi a odbérové
zkumavky jsou barevné odliSeny podle pridaného konzervacniho Ci protisrazlivého cinidla. Dalsi vyhodou
uzavieného systému je to, Ze se dodrzuje pomér protisrazlivého, eventualné konzervaéniho cinidla a odebrané
krve. Je vsak tfeba dévat pozor na volbu protisrazlivého Cinidla pfi stanoveni kationtl, protoZe protisrazlivé
¢inidlo stanovovany kationt nesmi obsahovat. Napfiklad pouZiti EDTA s kéliem zpUsobuje nalez vysoce
patologické koncentrace kdlia ve vzorku. EDTA je nevhodna také pro stanoveni koncentrace dvojmocnych
kationtd, protoZe pUsobi jako chelatacni Cinidlo a tyto kationty vaZze do komplexu a zpUsobi nalez falesné nizké
koncentrace téchto ionta.

Je nutné mit také na paméti, Ze pokud se pouZije odbérova souprava s protisrazlivym cinidlem, je potreba
odebranou krev ihned po odbéru Setrné promichat. Bez promichani se omezi Ucinek protisrazlivého cinidla
a dojde k nezadoucimu srazeni krve. Pfi odbéru je tfeba zvolit také vhodny prlsvit jehly, aby nedochazelo
k hemolyze erytrocytd.

Vliv infuze a transfuze

Pacientlim v kritickém stavu je tfeba podavat transfuzni pfipravky a infuze, které obsahuji vysoké koncentrace
vybranych latek a nizké koncentrace ostatnich. Z tohoto dlivodu mze infuze ovlivnit stanoveni nékterych latek,
a to nejcastéji pfimou kontaminaci odbéru, nebo jen vlivem svych vlastnosti. Napfiklad infuze glukdzy s kaliem

12



zpuUsobuje falesné zvyseni koncentrace glukdzy a kalia. Infuze tukové emulze zplsobuje chylozitu séra a infuze
Hartmann obsahujici vysokou koncentraci laktatu (> 15 mmol/L) falesné zvyseni koncentrace laktatu. Z tohoto
dlivodu je nutné pti odbéru po podani infuzniho prostfedku dodrZovat jista pravidla. V idedlnim pfipadé provést
odbér z ruky, kde neni aplikovana infuze, nebo zastavit infuzi na 15 minut a pak provést viastni odbér. Pfi podani
transfuze je tfeba, z hlediska preanalytické faze, brat zretel pfedevsim na jeji stafi. Se zvySujicim se stafim
erytrocytarniho koncentratu totiz dochdazi k poklesu koncentrace natria a glukézy vlivem metabolismu erytrocytd,
a naopak ke zvyseni koncentrace kalia a laktatu.

2.2.3 Po odbéru biologického materidlu aZ do analyzy

Toto obdobi se tyka obdobi po odbéru biologického materidlu az do jeho analyzy v laboratofi a zahrnuje
manipulaci se vzorkem po odbéru, jeho nasledny transport do laboratore, centrifugaci, eventualné jeho
predupravu pred vlastni analyzou.

Obecné plati, ze pokud bude provadén odbér nesrazlivé krve (odbérova nadoba s protisrazlivym cinidlem),
je treba zkumavku ihned po odbéru Setrné promichat. V pfipadé odbéru srazlivé krve je nutné s transportem
vzorku vyckat zhruba 30 minut, aby doslo k vysrazeni vzorku (pfesny Cas nutny pro sraZzeni udava vyrobce
odbérovych souprav). OkamZity transport biologického materidlu ihned po odbéru mize zpUsobit hemolyzu a tim
i znehodnoceni vzorku. Problém hemolyzy, ktera rusi stanoveni, nesouvisi jenom s uvolnénim obsahu erytrocyt(
do séra Ci plazmy a naslednym zvySenim koncentrace téchto latek ve sledovaném materidlu, ale i uvolnénim
hemoglobinu, ktery interferuje vlivem své barevnosti pfimo s fotometrickym stanovenim nebo Ccinidlem
pouzZivanym pro stanoveni. Pozor, hemolyzu mulze zpUsobit i pfiliSné chlazeni vzorku, vysoké otacky
pfi centrifugaci a také Uzka odbérova jehla. V nasledujici tabulce je popsan vliv hemolyzy na vybrana biochemicka
stanoveni.

Zvyseni koncentrace kalium, horecnaty kationt, laktatdehydrogenaza, aspartataminotransferaza,
nebo aktivity alaninaminotransferaza, kreatinkinaza, kysela fosfataza

Snizeni koncentrace gamaglutamyltransferaza, alkalicka fosfataza, amylaza

nebo aktivity

Skladovani vzorku pred transportem ¢i vlastni transport biologického materidlu jsou velmi dlleZité a je nutné jim
vénovat dostatek pozornosti, obzvlasté jsou-li vzorky transportovany z periferie. Délka transportu se rizni, ale je
nutné zabranit plsobeni extrémnich podminek na transportované vzorky - horko, resp. mraz,
minimalizovat,tfepani” vzorkem a zajistit, aby nedoslo k jeho Uplnému znehodnoceni, napf. vylitim. Z tohoto
dlvodu musi byt vzorky transportovany v prepravnich boxech s regulaci teploty a jsou zajistény proti vyliti.
Nékteré vzorky (tkané) je tfeba transportovat zamrazené i pti velmi nizkych teplotach (-80 °C) v suchém ledu.
Pokud nedodriime dobu, do niZ je nutné vzorky zpracovat, nebo podminky transportu, dochdazi ke zménam
koncentrace nékterych latek ve sledovaném materialu. Pfikladem mize byt pokles koncentrace glukdzy, a naopak
narGst koncentrace laktatu vlivem anaerobni glykolyzy krevnich element(. Nékteré analyty v biologickém
materidlu jsou termolabilni, a to jak pfi pokojové teploté (vétsina parametr(), tak nékteré paradoxné i pri teploté
4 °C (napf. klesa aktivita ALT, Ci vzrasta koncentrace kalia vlivem inhibice ATPazy v erytrocytu). Nékteré analyty
jsou fotosenzibilni, a pokud se netransportuji a neskladuji v temnu, dochazi
k jejich poklesu (napf. bilirubin a porfyriny). Z tohoto dlivodu existuji u nékterych analytid doporuceni pro
skladovani a transport, ktera je nutné dodrzet.

Jakmile se vzorky dorudi do laboratofe, jsou bud pfimo analyzovany (pfi pouziti plné krve), nebo musi byt
centrifugovany s cilem ziskat sérum ¢i plazmu. Pfi centrifugaci je dlleZité zachovat spravné podminky, aby se
oddélilo sérum (plazma) od erytrocytll a aby v pfipadé plazmy doslo i k dokonalé sedimentaci leukocytd.
V pripadé, Ze jsou otacky (relativni odstrediva sila) pri centrifugaci pfilis vysoké, mize dojit k rozbiti bunék a vyliti
jejich obsahu. U mnoha analyti je také nutné centrifugovat pfi snizené teploté okoli (chlazené centrifugy), napr.
pfi analyzach hormond.

Samostatnou kapitolou je analyza moce, pfi niz se pouziva moc sbirana, ranni ¢i jednorazova. Velmi ¢asto dochazi
k tomu, Ze pacient neni poucen o pravidlech sbéru, tzn. nejcastéji sbira moc déle, ¢i naopak kratsi dobu, nez by
mél. O presném odectu mnoZstvi moce za sbérné obdobi, nej¢astéji 24 hodin, ani nem(zZe byt fe¢. Neni ani
zajiSténo pozadované skladovani sbirané moce v lednici Ci jeji preduprava nutna pro stabilizaci sledovaného
parametru. Obdobna situace nastidva také v pripadé odbéru ranni moce, k jejimuz doruceni pro analyzu
sedimentu musi dojit do jedné hodiny po odbéru. Odebrand moc je do laboratore ¢asto dorucena se zpozdénim,
a tak dochazi k nalezu falesné negativnich, ¢i pozitivnich vysledkl (narlst poctu baktérii, narist pH plsobenim
ureazy bakterii a rozpadu bunécénych element).
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Obecné tedy plati, Ze je nutné dodrZovat podminky transportu a skladovani, které vzorky, lépe feceno
transportovany material, vyZaduji. Je tteba myslet i na svozy materialu, obzvlasté za extrémnich podminek (horko
a mraz).

Shrnuti kapitoly

Preanalyticka faze je definovana jako obdobi od indikace vysetfeni Iékafem aZ po vlastni analyzu biologického
materialu v laboratofi, tzn. predstavuje pfipravu jedince na odbér biologického materialu, vlastni odbér, uchovani
a transport odebraného vzorku do laboratore a jeho pfipravu k analyze. Je nutné myslet na faktory ovliviujici
preanalytickou fazi jak pfed odbérem, tak i v pribéhu odbéru a po ném. Obecné tedy plati, Ze je tfeba dodrzovat
podminky transportu a skladovani, které vzorky, |épe feceno transportovany material, vyzaduji. Je tfeba brat
v Uvahu i svozy materialu, obzvlasté za extrémnich podminek.

Otazky, ukoly:

Definujte pojem preanalyticka faze. Jaké faktory ji ovliviuji?

Co patfi mezi ovlivnitelné faktory pfed odbérem biologického materidlu?

Co miiZe zpUsobit hemolyzu?

Jakym zpUsobem mUze ovlivnit hemolyza vysledek?

Co zplsobi dlouhodobé skladovani moce pred analyzou ve vztahu k analyze moce chemicky a pfi analyze
sedimentu?

Jaké svalové bilkoviny se vyplavi pfi mechanickém traumatu?

Jaké lze poutzit protisrazlivé ¢inidlo pro odbér na stanoveni kalia?

Co nelze pouiit jako protisrazlivé ¢inidlo pro odbér na stanoveni dvojmocnych kov( (Ca?t, Mg?*)?
Vyberte sprdvné tvrzeni — spravny sbér moce za 24 hodin je definovan takto:

Od ranniho vymoceni do zachodu, cely den do sbérné nadoby, v€etné ranniho vymoceni nasledujici den.
Od ranniho vymoceni do zachodu, cely den do sbérné nadoby, bez ranniho vymoceni do sbérné nadoby
nasledujici den.
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3  ANALYTICKA FAZE

V této kapitole se dozvite:

Tato kapitola pojednava o zakladnich vlastnostech analytickych metod, které predurcuji moznosti jejich vyuZziti
pro ucely klinické laboratorni diagnostiky. Seznamite se rovnéz se zakladnimi principy, které jsou v laboratofi
realizovany s cilem zajistit dostate¢nou vérohodnost vysledkl provadénych méreni, obecné oznacovanymi jako
kontroly kvality.

Klicova slova této kapitoly:
Preciznost, pravdivost, presnost, opakovatelnost, reprodukovatelnost, nejistota, navaznost, citlivost, kontrola
kvality — vnitfni, externi.

Cas potiebny k prostudovani uéiva kapitoly: 3 hodiny (teorie + Fe3eni tloh)

3.1 Uvod

S kazdym mérenim, a tedy i s kaZzdou metodou pouZivanou v biochemickych laboratofich, je spojena typicka sada
vlastnosti, jez obecné nazyvame vykonnostni charakteristiky metody. Jejich droven vypovidda o moznostech
méreni realizovanych touto metodou, a jsou proto urcujicim faktorem pouZitelnosti metody pro poZzadovanou
aplikaci.

Uroven analytickych vlastnosti metody je zaroveri uréujicim faktorem pro moznost jeji aplikace ke klinickym
ucelm.

Proces, jehoz cilem je vedle stanoveni funkénich charakteristik metody i komplexni posouzeni jeji vhodnosti pro
zamysleny klinicky Gcel pouZiti, se nazyva validace metody. Jeho realizace je nedilnou soucasti vyvoje metody.
Zakladni analytické vlastnosti metody se provéruji i pfed zahdjenim jejiho pouzivani v laboratofi a jsou rovnéz
predmétem pravidelné kontroly béhem jejiho praktického rutinniho vyuZivani. V tomto pripadé se hovofri
o verifikaci metody.

Soubor operaci, které se v laboratofi provadéji s cilem zajistit odpovidajici vérohodnost vysledkd méreni, je Sirsi.
Obecné jsou tyto cinnosti oznacovany pojmem kontrola kvality. Tento soubor ¢innosti je primdrné urcen
k zajistovani kvality vlastniho analytického procesu v klinické laboratofi. V souladu s obecnymi trendy jsou
i vtéchto laboratofich zavadény komplexni systémy managementu kvality, které slouZi k fizeni vSech Cinnosti
v laboratofi s cilem udrzovat a zlepSovat kvalitu poskytovanych laboratornich sluzeb. Zavadéni takovych
mechanisml do fizeni laboratofe se provéfuje a osvédcCuje nezavislymi organy v procesech akreditace nebo
certifikace. Postupem casu jej vyZaduji i platci zdravotni péce.

3.2 Vykonnostni charakteristiky analytické metody

Mezi zékladni analytické vlastnosti metody patti bezesporu dvé charakteristiky oznacované pojmy preciznost
(precision) a pravdivost (trueness). Za jejich projekci do konkrétniho vysledku méreni pak Ize povazovat vlastnost
tohoto vysledku oznacovanou pojmem pfesnost (accuracy).

Pozndamka: dfive se pro anglicky vyraz precision jako Cesky ekvivalent pouzival vyraz presnost a pro pojem
accuracy Cesky ekvivalent spravnost. Dnesni Ceské terminy byly zavedeny v souladu s prekladem mezindrodni
metrologické normy TNI 01 0115:2009 Mezindrodni metrologicky slovnik — Zakladni a vSeobecné pojmy
a pridruzené terminy (VIM).

3.2.1 Preciznost

Tésnost souhlasu (shody) mezi nezavislymi vysledky méreni ziskanymi za predem specifikovanych podminek.
Preciznost méreni se Ciselné vyjadfuje mirami nepreciznosti postihujicimi rozptyleni mezi nezavisle ziskanymi
vysledky, napf. smérodatnou odchylkou, rozptylem nebo variacnim koeficientem.

Preciznost je vyhodnocenim dopadu existence ndhodnych chyb pfi méreni, které nelze nikdy eliminovat a jejichz
velikost je vlastni uréité metodé, resp. konkrétnimu postupu méreni. Tyto chyby zplsobuji ndhodné vlivy
(nestabilita pfistroja, kolisani okolnich podminek méreni, napf. teploty, vykyvy v Cinnosti operatora apod.).
Vysledkem jejich plsobeni je vznik rozdili mezi vysledky opakovanych méreni. Ty jsou pfi dostatecném poctu
opakovani, diky ndahodnosti plvodu, rovhomérné rozptyleny kolem své primérné hodnoty. Pfitom plati, Ze
ejCastéji se vyskytuji minimalni odchylky a smérem k vyssim hodnotam odchylek se jejich pocet snizuje.
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Rozdéleni cetnosti odchylek odpovida normalni (Gaussové) distribuci. Mirou rozptyleni, tedy nepreciznosti
vysledk(, tak je smérodatna odchylka s. ProtoZe se uvadi v jednotkdach mérené veliciny a zavisi na jeji velikosti,
pouziva se radéji jeji relativni vyjadreni, tj. variacni koeficient CV vyjadieny v % (nékdy oznacovan rovnéz
jako relativni smérodatna odchylka).

Preciznost metody neni stejnd v celém pracovnim rozsahu metody. Jeji zavislost na velikosti mérené veli¢iny
hodnot ve stfedni oblasti rozsahu méreni, zatimco smérem k jeho konciim se zvy3uje (pfedevsim v oblasti velmi
nizkych hodnot mérené veliCiny vyznamné roste). Velikost nepreciznosti ovliviiuje redlny pracovni rozsah
metody. Jednou z podminek pro jeho volbu mizZe byt to, Ze CV nepresahuje poZadovanou Uroveri, napf. 10 %.
Predem specifikovanymi podminkami méreni v definici pojmu preciznost mohou byt podminky opakovatelnosti
nebo reprodukovatelnosti.

Podminka opakovatelnosti méreni zahrnuje stejny postup méreni, obsluzny personal, méfici systém, pracovni
podminky, totozné misto a opakovani méreni na stejném nebo podobném objektu v kratkém casovém useku.
Podminka reprodukovatelnosti méreni zahrnuje rdiznd mista, obsluzny personal, méfici systémy a opakovani
méreni na stejném nebo podobném objektu. Pomérné velkd vile v nastaveni téchto podminek vyZaduje vidy
blizsi specifikaci, které faktory byly proménné.

Specifické podminky reprodukovatelnosti zahrnujici méreni provedena sice stejnym postupem, na stejném misté
a opakovanim méreni stejnych nebo podobnych objektd, ale v rozsireném ¢asovém Useku jsou oznacovany jako
podminky mezilehlé preciznosti méreni. Realizace méreni v pribéhu delsiho ¢asového intervalu mize postihovat
vliv dalSich variabilnich faktor(, jako napf. zmény kalibraci nebo kalibratord, zménu SarZze pouzivanych reagencii,
resp. zmény operatorl. Preciznost stanovena za téchto podminek nejlépe vypovida o kvalité realizace metody
v konkrétnich podminkach dané laboratore.

3.2.2 Pravdivost

Tésnost souhlasu (shody) mezi primérnou hodnotou ziskanou z velkého poctu vysledkl méreni a skutecnou
hodnotou, resp. pfijatou referen¢ni hodnotou xo. Mirou pravdivosti metody je jeji odchylka (bias — B):

B=x-— X0
nebo v relativnim vyjadreni:

JE—X()
B=""-100 (%)
X0

Skutecna (pravdivd) hodnota mérené veliCiny je v praxi z principu nedostupnd, jelikoZz bychom ji mohli ziskat
pouze dokonalym mérenim. Proto se nahrazuje pfijatou referenc¢ni hodnotou jako nejlepsi praktickou aproximaci
skutecné hodnoty veli¢iny. Referencni hodnotu obvykle ziskdme prostifednictvim méreni veli¢iny konsenzualné
pfijatou referencni metodou, nebo jinym vSeobecné uznanym postupem (napf. méfenim ve vybranych
referencnich laboratofich apod.).

Pravdivost metody urcuje existence systematické chyby provazejici méreni. Tento druh chyby muizZe ovliviiovat
vysledek méreni budto konstantnim zptsobem (vysledky jsou posunuty o stale stejnou hodnotu), proporcionalné
(tedy o stale stejny nasobek), anebo se miZe jednat o kombinaci obou zpUsob(. V této souvislosti se pak hovofi
o konstantni a proporcionalni slozce systematické chyby.

Zatimco nahodnych chyb se pfi méreni nemlzZeme zbavit (Ize jen ovlivnit jejich velikost), systematické chyby
méreni Ize nékdy vhodnymi Upravami eliminovat nebo alespon z ¢asti korigovat.

3.2.3 Pfesnost

Jedna se o tésnost shody mezi zmérenou a pravou hodnotou mérené veliiny. Tato vlastnost se dotyka jednoho
vysledku méreni a je vlastné aktudlnim projevem kombinace preciznosti a pravdivosti metody. Jde o pfispévek
nahodné (RE — Random Error) a systematické (SE — Systematic Error) chyby, ktery nastal pravé v okamziku
konkrétniho méreni. Soucet obou téchto prispévkl se oznacuje jako celkova chyba méreni (TE — Total Error).
Jak bylo uvedeno vyse, mira prispévkl nahodné slozky chyby se u dané metody vyjadifuje odhadem smérodatné
odchylky s, mirou prispévkl systematické slozky chyb je odchylka b. Pomoci téchto dvou parametrl Ize metodu
charakterizovat odhadem jeji celkové analytické chyby dosahované pfi méreni TEa:

TEAZk‘S+b
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Uroveni spolehlivosti odhadu vyjadiuje koeficient k, ktery se rovna odpovidajicimu kvantilu zvoleného
jednostranného intervalu spolehlivosti (pro 95 % ma hodnotu 1,65, pro 99 % pak 2,33).

Klinickou wvyuZitelnost metody v3ak vedle obou zmifnovanych charakteristik navic ovliviuje pfirozena
proménlivost sledovaného parametru v béiné populaci, nazyvana biologicka variabilita parametru
(stanovovaného analytu). S ohledem na plivod prispévku k celkové biologické variabilité se rozliSuje variabilita
interindividudIni (mezi rGznymi jedinci dané populace) a intraindividudini (proménlivost u biologického
individua). Pokud se pouziji variacni koeficienty pro jeji relativni vyjadreni, pak se obvykle oznacuji jako CVs, resp.
CVi. Pro fadu biologicky vyznamnych parametri byly konkrétni hodnoty obou prispévk( sledovany a publikovany
v odborné literature.

Z hlediska posouzeni klinické vyuZzitelnosti metody je Zadouci, aby relativni analyticka preciznost metody CVa byla
optimalné lepsi nez polovina intraindividualni biologické variability, tzn.

CVy<0,5-CV;

Pro akceptovatelnou relativni analytickou pravdivost metody Ba pak plati poZzadavek, aby byla lepsi nez Ctvrtina
celkové biologické variability, tedy

By < 0,25 -V/CV2 + CV2
1 G

Pro celkovou akceptovatelnou analytickou chybu metody TEapak plyne pozadavek

TE4 < 1,65-(0,5-CV))+ 0,25 -\/aiz +Cve

Z hodnot analytické preciznosti metody a intraindividudlni variability daného analytu Ize vypocitat tzv. kritickou
diferenci CD (nékdy oznacovanou také jako nejmensi vyznamnou zménu LSC — least significant change) mezi
dvéma po sobé jdoucimi vysledky pacienta. Jedna se o rozdil mezi dvéma vysledky méreni, ktery Ize v zavislosti
na uvedenych charakteristikdach oznacit za vyznamny na zvolené hladiné spolehlivosti, resp. s urcitou
pravdépodobnosti, obvykle 95 %. Jedna se o parametr, ktery ma pro rozhodovani klinika pfi zméné laboratorniho
vysledku v ¢ase bezpochyby vyznamnou roli.

CD = 1,96 - V2 - (CV2 + CV?) = 2,77 - CV?2 + CV?
1 A 1 A

3.2.4 Souvislosti mezi preciznosti a pravdivosti metody

Jak jiz bylo uvedeno vyse, vzajemné spoluplisobeni obou téchto charakteristik v ur¢itém casovém intervalu
realizace méreni rezultuje v konkrétni Uroven presnosti daného vysledku méreni (viz Obrazek 3.1).

I ' X
pravdivost
3
preciznost
kK =
pfesnost
Pravdivd hodnota Zmérena hodnota

Obradzek 3.1: Vztah mezi pojmy preciznost, pravdivost a presnost méreni (prevzato: zdroj ¢. 13)
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V zavislosti na uUrovnich obou charakteristik Ize posuzovat celkovou kvalitu metody. Tuto souvislost nazorné
postihuje ptiklad s kvalitou stfelby na terc¢, uvedeny na Obrazku 3.2. Se zlepsujici se kvalitou metody se zaroven
zlepsuje i dalsi vlastnost metody, kterou je jeji nejistota (viz dale).

A
‘ ¢ Zmen3eni
nejistoty
OOoo o
Odchylka

ZlepsSeni preciznosti

Zlep3eni pravdivosti

Obrazek 3.2: Souvislost mezi preciznosti a pravdivosti metody a jejich vliv na troveri nejistoty metody (prevzato:
zdroj ¢. 13)

3.3 Nejistota vysledku méreni

Nejistotou se rozumi parametr pridruzeny k vysledku méreni, ktery charakterizuje miru rozptyleni hodnot, jez by
mohly byt ddvodné prisuzovany mérené veliciné.

skutecnost, Ze vysledek méreni je s jistou neurcitosti jen odhadem reality. To znamen3, Ze nejde o bodovy odhad
(¢islo) jeho hodnoty vzdaleny od reality o stanovenou chybu, ale Ze s urcitou spolehlivosti se tento vysledek
nachazi v ohrani¢eném intervalu moZznych hodnot. Znalost nejistoty umoznuje Iépe porovnavat vysledky méreni
navzajem, nebo napfiklad s referenénimi intervaly. Odhad nejistoty vysledkd méreni ziskanych danou metodou
je zaroven soucasti jeji validace, kdy pfispiva k posouzeni, zda je metoda pro poZzadovany ucel dostatecné vhodna.
Princip urceni nejistoty spociva ve vyhodnoceni efektll, které mohou plsobit na vysledek méreni a nasledné
v odhadnuti intervalu, o kterém je s ur¢enou mirou spolehlivosti mozné tvrdit, Ze se uvnitf nachazi skute¢na
hodnota mérené veliciny.

Celkova nejistota je vysledkem spoluplisobeni mnoha zdrojli. Efektem kazdého z nich je jeho individudlni
prispévek k vysledné nejistoté. Tento prispévek se oznacuje jako slozka nejistoty. Kvantitativni vycisleni prispévku
nékterych slozek mGzeme ziskat ze statistickych distribuci vysledk( série mérfeni, charakterizovanych jejich
experimentdlni smérodatnou odchylkou (tzv. slozky nejistot typu A). Vycisleni pfispévku jinych sloZek se ziska
z pravdépodobnostnich funkci zaloZzenych na zkusenostech nebo poskytnutych informacich (tzv. slozky nejistot
typu B). Ciselna hodnota kaZdé slozky nejistoty prevedena do podoby smérodatné odchylky se nazyvé standardni
nejistotou a oznacuje se symbolem ux (index x vyjadfuje pfislusnost ke sloZce x). Nevyznamné pfrispévky
standardnich nejistot se pominou a ostatni se slouci podle zakona Sifeni nejistot do tzv. kombinované nejistoty
uc:

uc = Vu? + uz+... fu?
1 2 n

Pozn.: vyse uvedeny algoritmus je znacnym zjednodusenim provddéni odhadu nejistoty méreni a soucasné neni
jedingym mozZnym postupem.

V praxi se uvadéji vysledky méreni doprovazené tzv. rozsifenou nejistotou Uc, coZ je vlastné kombinovana
nejistota vynasobena koeficientem rozsifeni k tak, aby odhad nejistoty odpovidal poZadované urovni
spolehlivosti. Pro 95 % pravdépodobnost ma koeficient hodnotu 1,96, ale v praxi se obvykle pouziva jeho
zaokrouhlend hodnota 2:

UC=2'uC
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Vysledek konkrétniho méreni je pak prezentovan jako hodnota zjisténa mérenim doprovazend rozsifenou
kombinovanou nejistotou, napf.: 132 + 6 nmol.L .

Vedle zdrojl nejistot, které jsou spjaty s vlastni analytickou metodou, zahrnuje vyslednd nejistota vysledku
méreni i prispévky zdrojl uplatiujicich se predevsim v preanalytické fazi vysetreni, viz Obrazek 3.3.

Preanalytika

- — Skladovéani Transport

Biologicka \ / )

variabilita 77_’ ‘ Odbeér vzorku
Intra Inter- Ffiprava pacienta
individualni Frovedeni odbéru -
individualni . Nepstota

vysetieni

MEfeni vzarku

Reakini podminky Kalibraéni zavislost

Uprava vzorku — W&feni kalibratorf)

. 2 Definice Hodnota kalibrétorl
Analyticka analyty
metoda Kalibrace

Obrdzek 3.3: Hlavni zdroje nejistoty laboratorniho vysetreni v klinické laboratofi (prevzato: zdroj ¢. 13)

Vyznam uvadéni nejistoty tkvi nejen ve vyjadreni jisté miry neurcitosti vysledku, ktery se s danou
pravdépodobnosti mize vyskytovat v celém vymezeném intervalu, ale je dlleZité s nejistotou vysledku pocitat
pfi jeho interpretaci vzhledem k rozhodovacim limitim, predevsim pokud se k témto limitam pfibliZuje.

3.4 Navaznost metody

Navaznosti metody se rozumi vlastnost vysledku méreni, pomoci niz maze byt vysledek vztaZen ke stanovené
referenci pres dokumentovany nepreruseny fetézec kalibraci, z nichZz kazda se podili na stanovené nejistoté
méreni.

Jedna se o velmi dlleZitou vlastnost metody s ohledem na dosaZeni jeji optimalni pravdivosti. Pokud v metodé
existuje navaznost kazdé ze vstupnich hodnot velicin, jeZ jsou zahrnuté do modelu méreni, az na zakladni
jednotku SI, pak Ize povaZovat zajisténi ndvaznosti metody za optimalni a vysledky méreni maji predpoklad byt
v Sirokém mezinarodnim meéfritku srovnatelné. Prakticky to znamena, Ze predevsim u kalibratord pouZivanych
v postupu méfeni se pozaduje jejich navazani na standardy vy3$si metrologické kvality. Tento princip je zajistovan
pomoci existence hierarchické struktury referenénich materiall a metod, pomoci nichZ je pracovni kalibrator
postupné navazovan az na nejvyssi standard, optimalné az na jednotku SI. V této hierarchii vystupuji soucasné
také rlizné subjekty, které realizaci jednotlivych krokd zajistuji.
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MATERIAL PRIRALI_:}VI g POSTUP ZAVEDENI uc(y)
HODNOTY
KALIBRATORU '
4 a) definice jednotky SI CGPM
\A b) primarni referen¢ni BIPM. NML ARML
/ méfici postup PR
¢) primarni kalibritor BIPM, NMI
8 \A d) sekul}fl'érni referencni NMI, ARML
7 / mérici postup
N
,f e) sekundarni kalibritor NMI, ARML
= \
\Z f) zvoleny mé¥ici postup ML
i / vyrobce
-::1 g) pracovni kalibrator ML
8 vyrobce \
‘5] h) zavedeny mé¥ici postup ML
& i @ s / vyrobce
- i) kalibrator produktu
= 2 ML
= vyrobce
- ) \
j) béZny mérici postup vyrobce anebo koncovy
/ koncového uZivatele uZivatel
béZny vzorek koncovy uZivatel
Sy
VYSLEDEK koncovy uZivatel

Obrazek 3.4: Hierarchie kalibrace a metrologickd ndvaznost na jednotku Sl (prevzato: zdroj ¢. 13)
Pozn.: podle CSN EN ISO 17511:2004;
CGPM — VSeobecnd konference pro vahy a miry, BIPM — Mezindrodni ufad pro vahy a miry, NMI — ndrodni
metrologicky institut, ARML — akreditovand referencni mérici laboratof, ML — laboratof vyrobce

Setkavame se s nékolika typy standardi (referencnich material() vystupujicich na rtizné drovni:

. primarni referenéni materidl — substance s maximalné dosaZitelnou cistotou, jeho navazenim nebo
odmeérenim objemu vznikd materializovana jednotka méreni,

. sekundarni (certifikovany) referencni material — obvykle ma matricovy charakter (obsah proteinové
matrice); je doprovazen certifikdtem osvédcCujicim obsah analytu, zjiStény postupem v ndvaznosti
na primarni referen¢ni material (obvykle referencni metoda s minimalni nejistotou),

. pracovni kalibrator — urcen ke kalibraci rutinnich metod, jejichZ hodnoty jsou odvozené od certifikovanych
referencnich materiall, nebo na né navazanych pracovnich kalibrator(i vyrobce.

Provéreni ndvaznosti metody je nedilnou soucdsti procesu jeji validace.

3.5 Citlivost metody

V praxi se pouZziva hned nékolik charakteristik, které se oznacuji jako citlivost a souviseji se schopnosti metody
rozlisit urcité urovné mérené velic¢iny (predevsim v oblasti jejich velmi nizkych hodnot). Pro jejich rozliseni
se pouZivaji rizné privlastky nebo samostatné pojmy (analyticka citlivost, funkéni citlivost, mez detekce, mez
stanovitelnosti).

Pozor! Je tfeba si uvédomit, ze tyto charakteristiky popisuji metodu z hlediska jejich analytickych vlastnosti.
V klinické praxi se vsak Casto pouziva i pojem ,diagnostickd citlivost”, resp. ,diagnosticka senzitivita“, ktery
charakterizuje metodu z hlediska jeji klinické vyuzitelnosti, tedy obvykle jeji schopnosti rozlisit zdravé
od nemocnych.

3.6 Kontrola kvality

Pojmem kontrola kvality se obecné oznacuje soubor cinnosti realizovanych v laboratofi s cilem zajistit
dostatecnou vérohodnost vysledk( provadénych méreni. Tyto cinnosti se dotykaji prakticky jen zajisténi
analytické spolehlivosti pouZivanych metod. Podle toho, kdo se na jejich realizaci podili, se kontrola kvality dale
rozlisuje na:
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. vnitini kontrolu kvality (VKK) — provadi ji pouze personal laboratore,
. externi hodnoceni kvality (EHK) — pfi organizaci a vyhodnoceni se uplatnuji i vnéjsi subjekty.

3.6.1 Vnitini kontrola kvality

Tento druh kontroly realizujeme kontinualnim sledovanim mezilehlé preciznosti, pfipadné i pravdivosti metody
pomoci pribéiného méreni kontrolnich vzorkd, které analyzujeme v kazdé sérii stanoveni. Znalost cilové hodnoty
méfené veli¢iny v kontrolnim vzorku je nutnosti pouze pro sledovani pravdivosti metody. Takovou moznost
nabizeji napf. rtizné komeréné dodavané kontrolni vzorky s atestem. Jinak Ize pro sledovani preciznosti vyuZit
i vzorky bez atestu a pro sledovani pravdivosti zvolit alternativni postup.

Sérii stanoveni se mysli obvykle délka jedné pracovni smény v pfipadé nepfetrzitého nebo sménného
automatického provozu, nebo jedno stanoveni provadéné ve skupiné (davce) vzorkl u manualnich metod.
Pocet kontrolnich vzork( v sérii neni striktné definovan a odviji se od znalosti celkové Grovné kvality dané metody.
V praxi se obvykle pouzivaji 2—3 vzorky s rozdilnou hodnotou mérené veli¢iny. Vhodnou volbou je napf., aby jeden
kontrolni vzorek mél tuto hodnotu uvnitf referencniho intervalu a druhy mimo néj, napt. nad jeho horni hranici.
Vysledky méreni kontrolnich vzork(l se posuzuji v souvislosti s vysledky nalezenymi dfive. V principu jde
o sledovani velikosti a charakteru chyb aktudlniho méfeni kontrolniho vzorku s cilem identifikovat situace, které
jsou z hlediska stanovenych poZadavkl na kvalitu neakceptovatelné. Provedenim operativniho zasahu chceme
predejit vydani neadekvatnich vysledkd.

Nejcastéjsi formou tohoto sledovani je jejich vizualizace v podobé grafi tzv. regulacnich diagram(. Tento zplsob
se zaklada na hodnoceni kolisani hodnoty mérené veli¢iny kolem zvolené — centralni linie diagramu (cilové,
deklarované hodnoty veli¢iny), pfipustné rozmezi je dano intervalem mezi dolni a horni regulacni mezi.
Témito mezemi byva vhodny nasobek smérodatné odchylky, odvozené z mezilehlé preciznosti metody
dosahované v predchozim obdobi. Pfiklad regulacniho diagramu uvadime na Obrazku 3.5.

horni regulacni mez

i | /\ P il [\/\ //’\\i/. centralni ¢ara

¥ Y v e , .
dolni regulac¢ni mez

Obrazek 3.5: Priklad regulacniho diagramu bez vyskytu podezrelych vysledki (prevzato: zdroj ¢. 13)

VétsSinou se do diagramu znazornuji dvé hranice — varovna na drovni * 2s a zdsahova (regulacni) na drovni
+ 3s. Situace, kdy odchylka vysledku kontrolniho méreni presahne hodnotu 3s, se stdva signdlem k patrani
kterd analyze kontrol pfedchazela.

V regulacnim diagramu lze pozorovat i dalsi situace, které mohou vést k nutnosti feSeni, napf. pokud se
u vysledkt kontrol opakované za sebou vyskytuje odchylka od centralni linie stale stejnym smérem, nebo maji za
sebou ziskané vysledky shodny trend (viz Obrazek 3.6).

Pro zajisténi co nejvétsi objektivity pfi posuzovani vysledkl vniténi kontroly byly vyvinuty algoritmy, jejichZ cilem
je dosazeni maximalni pravdépodobnosti detekce chyby pfi minimalni pravdépodobnosti faleSného zamitnuti
série (Westgardova kombinovana pravidla). Tyto algoritmy jsou dnes soucasti Fidicich software analyzator(
a byvaji rovnéz zabudovany i do laboratornich informacnich systému (LIS), ¢imZ pfispivaji ke zjednoduseni
hodnoceni. Neéktefi vyrobci reagencii nebo komercnich kontrolnich vzorklli nabizeji rovnéZ moZnost
automatického odesilani vysledkl kontrolnich méreni prostfednictvim internetu do hodnoticiho centra, kde jsou
vyhodnocovény v kontextu ostatnich uZivatell stejnych kontrolnich materidl( (napf. firmy BioRad, nebo Randox
apod.). Tento zpUsob realizace kontroly kvality se jiz ¢astecné blizi externimu hodnoceni.
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Obrazek 3.6: Regulacni diagram s riiznymi typy anomdlii (prevzato: zdroj ¢. 13)

Statistické parametry pouzivané v ramci vnitini kontroly kvality
Vybérovy priimérx je stfedni hodnotou z celkového poctu n hodnot ve vybéru (n = rozsah vybéru):

n

1

X=—> X;

-3 x
i=1

Vybérovy rozptyl s? je priimér &tvercd odchylek jednotlivych hodnot vybé&ru od vybérového priméru. PFi vypotltu
vybérového rozptylu se soucet ¢tvercl odchylek nedéli celkovym poctem hodnot ve vybéru, tj. n, ale hodnotou
(n-1), protoze se tim docili lepsiho odhadu celkového rozptylu populace o2. Pro vypocet rozptylu tedy plati vztah:
1 n
SR -2
n-1-,

Vybérova smérodatna odchylka s je druhou odmocninou vybérového rozptylu. Pouziva se Castéji, nez rozptyl.

n

s= x/iz(xi — X)2
n—ll,:1

Variacni koeficient VK je relativni mirou rozptyleni dat. Pocitd se jako podil smérodatné odchylky k priiméru
a vyjadfuje se obvykle v procentech, tedy:

VK =—-100%

KRl «



3.6.2 Externi hodnoceni kvality

Principem EHK (EQA - External Quality Assessment), oznadovanym také jako externi kontrola kvality,
je hodnoceni analytické metody na zdkladé vzajemného porovnavani vysledkli méreni dosazenych analyzou
identickych vzorkd v rlznych laboratofich. Toto hodnoceni je organizovdno a realizovdno za predem
definovanych a harmonizovanych podminek (v souladu s platnymi normami a podminkami regionu, v ném?Z se
provadéji).

Organizaci a hodnoceni EHK zajistuje obecné uznavany subjekt — poskytovatel EHK. V Ceské republice je takovym

poskytovatelem pro oblast vy3etfeni v klinické biochemii firma SEKK s. r. o. Vedle toho v3sak existuje rovnéz cela

fada zahrani¢nich programid EHK. Vlastni méfeni se samozfejmé provadi v Ucastnici se laboratofi. Kontrolni
méreni jsou obycejné zajistovana v rdmci rliznych programt EHK nékolikrat do roka.

Vlastni realizaci EHK je mozné charakterizovat takto:

. Rozeslani identickych kontrolnich vzork( do laboratofi; vzorky musi byt maximdlné komutabilni
(tzn. mit vlastnosti obdobné jako vzorky bézné analyzované), musi byt dostatecné homogenni a stabilni, tak
aby byl zajistén predpoklad shodnych podminek pro vsechny ucastniky.

. Ucastnické laboratore provadéji analyzy v ramci konkrétniho programu soubéiné a jejich vysledky odeslou
poskytovateli programu v piredem dohodnutém terminu.

. Vysledky jsou poskytovatelem vyhodnoceny podle prfedem definovanych zasad a kritérii, s nimiz
jsou ucastnici rovnéz predem seznameni.

. Hodnoceni vysledk(l je sumarizovano do pfedem dané pisemné podoby a rozeslano ucastniklim; informace
jsou prezentovany jako divérné a anonymni s kddovanou identifikaci jednotlivych ucastnika.

Obvykle se v jednom cyklu EHK rozesila nékolik vzork( (nejéastéji 2 vzorky, existuji kontrolni programy, kde je
v jednom cyklu rozesilano napf. 5 vzorkd). Pfi hodnoceni se posuzuje shoda vysledku ucastnika se vztaznou
hodnotou (cilovou hodnotou). V zavislosti na Urovni navaznosti méreni dané veliciny a dostupnosti kontrolniho
materialu mizZeme rozlisit nékolik typl vztazné hodnoty. Pokud pro méreni veliciny existuje referen¢ni metoda,
mUze byt vztaznou hodnotou certifikovana referen¢ni hodnota (CRV). Jinym typem je konsenzus expertd (CVE),
coz je hodnota ziskand mérenim ve vybranych expertnich laboratorich, nebo konsenzus Gcastnik( (CVP), tedy
hodnota vypoctena budto z vysledkl viech Gcastnikd v konkrétnim cyklu EHK, nebo z vysledkl skupiny Géastnikl
pouzivajicich shodny postup méreni.

Pro posouzeni shody se vztaznou hodnotou se stanovuji maximalni toleranéni limity, které nesmi byt pfekroceny,

pokud ma byt Ucastnik hodnocen jako Uspésny. Tyto limity vyjadfuji ptijatelny rozdil v procentech od vztazné

hodnoty Dmax (vymezuji okoli vztazné hodnoty, v némz se vysledky povazuji za pfijatelné). S ni se porovnava

odchylka Dy, ktera se jednoduse vypocita jako relativni chyba ucastnika z jeho vysledku x a ze vztazné hodnoty X:

x—X )
D%=—X 100 (A))

Konkrétni vyse pfipustnych odchylek zlstava i pfes snahy o sjednoceni u jednotlivych poskytovatelll rizna.

K jejich uréeni mlze byt aplikovan néktery z moznych pfistup:

. na podkladé biologickych rozptylQ (pfi jejich vypoctu se bere v Gvahu intra a interindividualni variabilita
mérené veli¢iny v populaci),

. na zdkladé soudobych analytickych moznosti (napt. jako hodnota mezilaboratorni preciznosti dosazena
u 20 % nejlepsich laboratofi v kontrolnim cyklu EHK).

Z limitu platného pro urcity analyt v daném programu EHK Ize odvodit rovnéz limit pro vnitini kontrolu, jehoz
plnéni by mélo zaruCovat Uspésné hodnoceni v rdmci EHK. Zjednodusené teceno, plati, Ze limit pro vnitini
kontrolu (limit pro pfipustnou mezilehlou preciznost metody) by mél byt na tfetinové trovni limitu pro EHK.

Pfi hodnoceni Ize jednoduse posuzovat, zda odchylka laboratore Dy je mensi neZz Dmax. Podminkou Uspésnosti
Ucastnika v cyklu EHK je to, aby podil obou hodnot, oznacovany jako P-skdre, byl v absolutni hodnoté mensinez 1,
tedy:

= P

|P| <1

Dmax

V nékterych programech EHK se pro posouzeni Uspésnosti ucastnikl pouzivd odlisSny zplsob ohodnoceni
na zakladé tzv. z-skdre. V tomto skére se proméruji odchylka vysledku Gcastnika x od vztazné hodnoty X a zjisténé
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mezilaboratorni preciznosti vysledk( ucastnikd cyklu EHK vyjadrené v podobé smérodatné odchylky. Pro
Uspésnost Ucastnika je vtomto pripadé pozadovano, aby absolutni hodnota z byla mensi nez 3 (hodnota pod 1 je
povaZovana za velmi dobrou a pod 2 za akceptovatelnou):

x—X
lz| = |—— <3
s

Uspédna uUcast laboratofe v programech EHK je znamkou kvality jeji price, a je tak vyZadovdna organy
provérujicimi funkcnost systému managementu kvality v laboratofi, ale rovnéz i platci zdravotni péce. Vedle
tohoto z ¢asti represivniho charakteru maji programy EHK nezanedbatelny edukativni charakter, ktery spociva
napf. v komentovani vysledkl kontrolnich cykld povérenymi odborniky (supervizory), poskytovanim jejich
konzultaci, publikovanim ¢lank( v odbornych ¢asopisech apod.

Dalsi doporucené zdroje k této kapitole:

1. ClA[online]. [cit. 2011-09-30]. Dostupné z: http://www.cia.cz/.

CSN EN ISO 9001:2009 Systémy managementu kvality — PoZadavky.

CSN EN ISO 15189:2007 Zdravotnické laboratore — Zvldstni poZadavky na kvalitu a zpiisobilost.
Metrologickd terminologie v klinické a analytické laboratori. 2. prepracované vydani. SEKK s. r. o.
aEurachem CR, 2009

5. NASKL [online]. [cit. 2011-09-30]. Dostupné z: http://www.naskl.cz/.

6. RacekJ. Rajdl, D. et al.: Klinickd biochemie. 3., pfepracované vydani. Praha: Galén, 2021.

7.  SEKK [online]. [cit. 2011-09-30]. Dostupné z: http://www.sekk.cz/.
8
9

~wN

Suchének M. (ed.). Kvalimetrie 8. Zdklady metrologie v chemii, Eurachem CR, 1999.
. Suchéanek M. (ed.). Kvalimetrie 9. Vhodnost analytickych metod pro dany tcel, Eurachem CR, 1999.
10. Suchanek M. (ed.). Kvalimetrie 11. Stanoveni nejistoty analytického méreni, Eurachem CR, 2001.
11. TNI 01 0115:2009. Mezindrodni metrologicky slovnik — Zdkladni a vseobecné pojmy a pfidruZené terminy
(VIM).
12. ZimaT. Laboratorni diagnostika. 3., doplnéné a pfepracované vydani. Praha: Galén —Karolinum, 2013.
13. Bartos V. Management kvality v klinickych laboratorich. Ostrava 2014.

Shrnuti kapitoly

Objektem zajmu analytické faze je samotnd analytickd metoda a vlastni realizace méreni. Proto tato kapitola
pojednava o zakladnich vlastnostech — vykonnostnich charakteristikdach — analytickych metod, které jsou
urcujicim aspektem pro jejich praktické vyuziti. Mezi tyto vlastnosti se radi predevsim preciznost a pravdivost
metody, jeji citlivost, nejistota, navaznost apod. Jejich konkrétni Uroven pak determinuje moZnosti vyuZiti
analytické metody pro ucely klinické laboratorni diagnostiky. Posouzeni vhodnosti metody pro dany ucel jejiho
pouZziti spociva ve stanoveni, resp. ovéreni vykonnostnich charakteristik metody a realizuje se v ramci procest
oznacovanych jako validace, pfipadné verifikace metody. Behem praktického pouzivani analytické metody jsou
k zajisténi odpovidajici Grovné méreni pracovniky laboratofi provadény rtizné cinnosti, souhrnné oznacované
pojmem kontrola kvality, které je mozné dale délit na vnitfni a externi kontrolu kvality. Vystupy z téchto ¢innosti
pomahaji personalu laboratofe zajistovat odpovidajici vérohodnost vysledk méfeni, a garantovat tak kvalitni
analytickou fazi celého laboratorniho diagnostického procesu.

Otazky ukoly:

Definuj pojmy preciznost a pravdivost metody.

Co charakterizuje nejistota vysledku méreni?

Co se rozumi pod pojmem navaznost metody?

K ¢emu slouZi systém vnitfni kontroly kvality?

Jakym zplsobem (pomoci ¢eho) Ize sledovat velikost a charakter chyb aktualniho méreni kontrolniho vzorku
v ramci vnitfni kontroly kvality?

6. Kcemu slouZi a jak se realizuje externi hodnoceni kvality?

ukwnN e
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4 POSTANALYTICKA FAZE

V této kapitole se dozvite:
V této kapitole se dozvite zakladniinformace o interpretaci a vydavani vysledkd.

Klicova slova této kapitoly:
Interpretace vysledku, Iékarska kontrola, referen¢ni hodnota.

€as potiebny k prostudovani uéiva kapitoly: 10 minut (teorie)

Postanalyticka faze ma interdisciplinarni charakter spoluprace: laboratof — indikujici Iékar.

Spociva v interpretaci vysledkd ve vztahu k fyziologickym hodnotam, k vysledkim dalSich vysetfeniake
klinickému obrazu pacienta.

Soucasti vyhodnocovani vysledkd je i pfistup k pfekvapivému nalezu, napf. excesivni nebo neocekavané hodnoté,
kterd nekoreluje s klinickym stavem pacienta, vyZzaduje opakovani vySetfeni nebo ovéfovani jinou vysetrovaci
metodou.

Postanalytickd faze je jen jednim z prvk(, ktery ovliviiuje bezpecnost pacientll. VyZaduje pfistup podloZeny
dtkazy a komunikaci. Je jednim z hlavnich atributd laboratorni mediciny, neni pouze zaleZitosti 1ékar(, podileji
se na ni vSichni laboratorni pracovnici. Musi se aktivné péstovat a podporovat.

Predpokladem |ékarské kontroly, ktera je poslednim stupném pred vydanim laboratorniho nalezu, je splnéni
pozadavku analytické kontroly spolehlivosti (viz kapitola Analyticka faze).

K tomu, aby Iékaf mohl oznacit laboratorni vysledek za patologicky, nebo tzv. normalni, musi jej porovnat
s referenénimi hodnotami. Referen¢ni hodnoty jsou hodnoty, které byly ziskany vySetfenim velkych soubor(
jedincl s definovanym stavem zdravi. Podle definice WHO je zdravi ,stav Uplného fyzického, dusevniho
a spole€enského blaha, bez znamek jakékoliv choroby”. Zdravi je pojem relativni a zavisi na mnoha okolnostech.
Absolutné zdravy jedinec neexistuje, proto neuzivdme termin ,,normalni hodnoty”, nybrz ,referen¢ni hodnoty”.
Referencni hodnoty jsou definovany referenénim rozmezim, tj. dvéma mezemi (horni a dolni). Referencni
hodnoty se stanovuji na zakladé zpracovani biologického materialu tzv. referenénimi metodami.

DualeZitou soucasti lékarské kontroly wvysledkll jsou interpretacni komentare, bez nichz se neobejde
napf. elektroforéza proteind séra. Interpretacni komentar také muze diskutovat ordinovani nadbytecnych testa.
Obecné — proc délat testl 5, kdyZ stejnou informacni hodnotu maji testy 2? Priklad: testem prvni volby
pfi podezieni na onemocnéni stitné ZIazy je TSH. Free T4 a free T3 neni nutné ordinovat vzhledem k inverznimu
logaritmicko-linedrnimu vztahu mezi TSH a fT4.

Abnormalni vysledky pacienta mohou vyustit v poZzadavek konziliarniho vysetreni klinického biochemika u IGzka
pacienta, na jehoZ zakladé se upresni dalsi diagnosticko-terapeuticky postup. U ambulantniho pacienta lIze
pfi spornych vysledcich odeslat pacienta k cilenému vysetfeni do metabolické ambulance klinické biochemie, kde
se problém (napft. diferencialni diagnostika hypokalémie) doresi.

Dalsi doporucené zdroje k této kapitole:
1. Cermakova M., Stépanova, I. Klinickd biochemie. 1. dil. Brno: Institut pro dalsi vzdélavani pracovnik
ve zdravotnictvi v Brné, 2003.

Otazky ukoly:

1. Kcemu slouZi postanalytika?

2. Cosipredstavujete pod pojmem interpretace biochemickych vysledkd?
3. Definujte referen¢ni hodnoty.
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5 LABORATORNI VYSETRENi MOCI

V této kapitole se dozvite:

V této kapitole se dozvite zakladni informace o fyziologii ledvin, jaké je slozeni moce, o poruchach spojenych
s vyluéovanim nékterych metabolitli ledvinami, jak se vySetfuje moc chemicky a jak vyhodnotit ndlez v mocdovém
sedimentu

Klicova slova této kapitoly:
Nefron, glomerularni filtrace, tubuldrni resorpce, organické a anorganické slozky moce, odbér moce, chemické
vySetteni moce, mikroskopické vysetieni moce.

Cas potiebny k prostudovani uéiva kapitoly: 3 hodiny (teorie + Feseni tloh)

5.1 Uvod

Ledviny jsou uloZené v bederni krajiné jako parovy organ po obou strandch patete. Jsou oddélené pobfisnici
od bfisni dutiny a predstavuji nejdalezitéjsi orgadn v regulaci objemu a sloZeni télesnych tekutin. V pficném rezu
Ize rozlisit ¢ast korovou (cortex) a dfefiovou (medulla). Dfen tvori pyramidové Utvary, jejichz vrcholky se nazyvaji
papily, na néZ se upinaji tzv. kalichy, které Gsti do ledvinné panvicky. Panvickou a dale mocovodem je moc
vytvorena ledvinami transportovana do mocového méchyre, kde se prechodné uskladnuje. Moc¢ opousti mocovy
méchyf dle potfeby mocovou trubici.

Zakladni funkcni jednotkou ledvin je nefron, ktery je tvofen glomerulem a tubuly, proximalnim a distalnim
tubulem, které jsou propojeny Henleovou klickou (Obr. 5.1). Glomerulus je tvoren klubkem kapilar s privodni
arteriolou (vas afferens) a odvodnou arteriolou (vas efferens) Glomerulus je vchlipen do Bowmanova pouzdra,
na ktery navazuje proximalni tubulus, Henleova klicka, kterd na zacatku tlustou ¢asti sméfuje do dfené, dale
nasleduje tenké sestupné raménko prechazejici ve vzestupné raménko, které dale pokracuje tlustym segmentem,
ktery prechazi v distalni tubulus. Ten svou stoCenou ¢asti Usti spojovacim segmentem do sbéraciho kanalku, ktery
se korovou a pokracujici dfefiovou ¢asti spojuje ve vyvod Ustici v oblasti papily do ledvinné panvicky.

'l L) ~ ~J Bowmanovo pouzdro
Shérny e ),

kanalek - ~
anale r B J)AQ)\

.. "' / Glomerulus

Distalni
tubulus

Proximalni
tubulus

-

Obrazek 5.2: Schematické usporaddni nefronu
(prevzato: zdroj ¢. 9)
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V nefronu probihaji predevsim 2 déje: glomerularni filtrace a tubularni resorpce.

Glomerularni filtrace je déj, pri kterém dochazi k ,filtraci“ krve, plazmy za vzniku filtratu krevni plazmy (primarni
mo¢, ultrafiltrat), jehoz sloZeni je stejné jako sloZeni extraceluldrni tekutiny s vyjimkou nizkomolekuldrnich
protein. Vznikly ultrafiltrat dale postupuje do tubuld, ve kterych dochazi k resorpci (vstiebani) latek dllezZitych
pro udrzeni homeostazy vnitfniho prostfedi. Diky tomu se latky, které maji byt z organismu vylou¢ené okamZite,
vUbec nevstrebavaji, nebo navic nékdy dochazi k jejich tubularni sekreci (napf. toxiny). V podstaté viastni ledvinna
kontrola sloZenivnitfniho prostredi pfipada tubuldim. V glomerulech se z kazdych 100 ml plazmy vytvofi za minutu
asi 20 ml glomerularniho filtratu. Vzhledem k tomu, Ze za jednu minutu protece obéma ledvinami asi 600 ml
plazmy, vytvori se zhruba 120 ml filtratu, coZz za 24 hodin znamena neuvéritelnych 172,8 litr(. Jelikoz se
fyziologicky vylucuje pouze 0,5-2,0 litry moce za den (zdravy jedinec denné vyloudi asi 1,5 litru mo¢i), musi byt
znacny objem tekutiny vstieban zpét v tubulech, k cemuz dochazi diky reabsorpci vody (asi 99 % ultrafiltratu se
zpétné vstiebava).

Mezi zakladni funkce ledvin Ize zaradit exkreci odpadnich, toxickych ¢i nepotifebnych latek (urea, kreatinin,
mnohé léky, metabolity hormon( atd.). Podili se na udrzovani homeostdzy vnitiniho prostredi a tvorbé biologicky
aktivnich latek, véetné hormonl (renin, erytropoetin, kalcitriol). Ledviny hraji roli také v intermediarnim
metabolismu (pfedevsim glukoneogenezi a v degradaci aminokyselin).

5.2 SloZeni moci
5.2.1 Organické slozky moci

Slouéeniny obsahujici dusik:

® urea (mocovina) — syntetizovadna v jatrech v mocovinovém cyklu z amoniaku pochdazejiciho z degradace
aminokyselin. Pfevazna ¢ast (90 %) je vyloucena ledvinami, pficemz polovina z tohoto mnoZstvi podléha zpétné
pasivni resorpci v tubulech. Zpétna resorpce zavisi na tom, zda je vylucovana koncentrovana ¢i zfredéna moc. Pfi
dehydrataci se pasivni resorpce urey zvysuje a v séru pak mohou byt jeji hodnoty vysoké. VyluCované mnozstvi
zavisi na mnozstvi metabolizovanych proteind, napf. degradaci 70 g protein( Ize ziskat 30 g mocoviny/den.

® kyselina mocovad — konecny produkt katabolismu purind. Jeji zpétna resorpce nastava v proximalnim tubulu,
kde se resorbuje témér vsechna, pak se vraci zpét do moce aktivni tubuldrni sekreci v distalni ¢asti a urcity podil
je opét aktivné resorbovan. Déje v distdlnim tubulu mohou byt ovlivnéné fadou aniontl a Iék( (kompetice
s kyselinou mocovou o transport). V definitivni moci lze nalézt pouze 6—12 % profiltrované kyseliny mocové.

e kreatinin (cyklicky imid kreatinu) — produkt svalového metabolismu, ireverzibilné se tvofi neenzymovou
dehydrataci a spontanni cyklizaci z kreatinu a (po odstépeni fosfatu) kreatinfosfatu. Kromé endogenni tvorby se
do organismu dostava také potravou, kdy z celkového mnoizstvi kreatininu v moci vylouceného za 24 h, je
15-30 % z potravy.

Nicméné za normalnich podminek je pomér jeho produkce a exkrece konstantni. Z krevni plazmy je z 90 %
filtrovan do ultrafiltratu (vyluCovan glomerularni filtraci), ale i z10 % secernovan tubuly do modi, pficemz
se vibec zpétné neresorbuje. MnoZstvi kreatininu vyloucené ledvinami za den je individudini a pfimo zavisi
na hmotnosti svalové hmoty jedince a funkci glomerulU. Kreatinin tedy mlZeme pouZit jako referencni latku pro
kvantifikaci ostatnich sloZzek moci. Méfenou hodnotu kreatininu v moci lze také vyuzit pro odhad spravného sbhéru
moci za 24 h, kdy odpad kreatininu za 24 h by nemél byt nizsi nez 70 % ocekdvané tabulkové hodnoty (odpad
kreatininu vypocteny v zavislosti na véku, pohlavi a hmotnosti). V neposledni fadé také, jestlize je zajistén spravny
sbér moce, mlze byt clearance endogenniho kreatininu (eliminace kreatininu z krve do moci za jednotku ¢asu —s
1) spolehlivym odhadem glomerulérni filtrace.

MnozZstvi a riznorodost vylu¢ovanych aminokyselin zavisi pfedevsim na stravé a vykonnosti jater. Modifikované
aminokyseliny pfitomné v proteinech se specializovanou funkci, napf. hydroxyprolin v kolagenu, 3-methylhistidin
v aktinu a myosinu, mohou slouZit jako indikatory degradace téchto protein(.

Proteinurie znaci patologické mnoizstvi bilkovin (hlavné albuminu) v modi (tj. vice neZz 0,15 g/24 hod).
Je prevainé ukazatelem poskozeni ledvin, a to bud glomerularni membrany (glomerularni proteinurie) nebo
tubularnich bunék (tubularni proteinurie). Vzhledem k tomu, Ze pfijem tekutin vyznamné ovliviiuje koncentraci
stanovovanych latek v moci, je vhodné vztdhnout tyto hodnoty k relativné standardné vylucovanému kreatininu
(ACR — pomér albumin/kreatinin, popf. PCR — protein/kreatinin) v modi. Testacni zdéna prouzkl na vySetfeni
bilkoviny v modi je citliva predevsim na albumin, pficemz pfitomnost jinych protein( pfi vySetfeni moci chemicky
nemusi byt detekovana. Vysetreni proteinurie chemickym prouzkem je tedy pouze
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orientacni diagnostikou. Pro presné, tedy citlivé a specifické stanoveni proteinurie je vhodné kvantitativni
vysSetteni celkové bilkoviny, idealné albuminu v moci.

Dalsi dileZité slozky:

Metabolity hormont (katecholaminy, steroidni hormony, serotonin) lze v moci také nalézt. Lidsky choriovy
chonadotropin (hCG, M: = 36 000) — hCG je proteohormon, ktery se vytvari na zacatku téhotenstvi. Cirkuluje
v krevnim obéhu a diky jeho malé molekule je vmoci detekovatelny. Téhotenské testy se zakladaji
na imunologické detekci pravé tohoto hormonu v moci.

V moci se v malém mnozstvi nachazi také urobilinogen, ktery se tvofri ve stfevé z bilirubinu. Oxidaci urobilinogenu
(UBG) v moci vznikaji urobiliny (Zlucova barviva).

Glykosurie oznacuje vyskyt glukdzy (Glu) v modi. K filtraci glukdzy glomeruly dochazi pfi jakékoli hladiné glykémie
(i pri hypoglykémii). Zpétné resorbovana je tim vic, ¢im je vyssi hladina glykémie, ale pouze do jisté hodnoty
(do 10 mmol.L'Y). Nad timto ,ledvinovym prahem® uZ k resorpci nedochdzi, protoZe u? jsou obsazené viechny
receptorové bilkoviny pro Glu. Diky pfitomnosti Glu v moci (glykosurie) se zvysuje diuréza (napf. pfi diabetes
mellitus).

Ketonurie znamena zvyseny vyskyt ketolatek (kyselina acetooctova, B-hydroxymaselna, aceton) v moci. Testacni
zona prouzkl na vySetreni ketolatek v moci chemicky je citlivd na acetoacetat, popr. na aceton. Nicméné neni
citlivd na kys. B-hydroxymaselnou, ktera pri ketoacidéze nabyva na koncentraci. Tato skute¢nost mulze byt
divodem negativniho nalezu ketolatek v moci, i kdyz je klinicky pfitomna ketoacidéza Jejich zvysené mnozstvi
v moci je béZné pfi nadmérném odbouravani mastnych kyselin (napf. pfi hladovéni nebo diabetes mellitus).

5.2.2 Anorganické slozky moci

V modi se nachdzi vyznamné mnoiZstvi kationtl (Na*, K*, Ca?*, Mg?*, NH4*) a aniontd (CI, SO4%, HCOs a HPO4?%)
a stopova mnozstvi dalSich iontl. Vylu¢ovani iontli ledvinamije ve vétsiné pripadd regulovano hormonalné.
Na mnozstvi riznych anorganickych slozek v moci se podili také skladba stravy. Ke zpétnému vstiebavani vyse
uvedenych iontl dochazi v tubularni ¢asti nefronu. Mistem resorpce vétsiny iontl Na*, K*, CI, HCO - atd.
je proximalni tubulus. Fosfaty a amoniak slouzi v mo¢i jako pufracni systémy.

Ledviny jsou také dlleZitym organem pro udrZeni osmolality vnitfniho prostfedi organismu. Na velikosti
osmolality moce se podili mnozstvi osmoticky aktivnich ¢dstic vylou¢enych do moci. Osmolalita se vyjadfuje jako
latkové mnoiZstvi solutu délené hmotnosti solventu (rozpoustédla), uddva se v jednotkdch mmol
na kilogram. Normalni hodnoty osmolality v mo¢i se pohybuji v rozmezi 328-1128 mmol.kg™* (Schiick 1997).
Osmolalita moci zavisi na zfed'ovaci a koncentracni schopnosti ledvin. Krajni hodnoty osmolality pfi maximalnim
zfedéni nebo maximalni koncentraci se pohybuiji v rozmezi 50-1200 mmol.kg™*

5.3 Odbér moci

K vySetfeni je mozné pouzit bud vzorek prvni ranni moce, ndhodny vzorek nebo vzorek moce shirané po urcitou
dobu. Pfed odbérem jednorazového vzorku mode je dlleZité zajistit hygienickou ocistu genitdlu v ramci bézné
hygieny. Nasleduje odbér ze stfedniho proudu moce. Vzorek moce je nutné do laboratore dopravit co nejdrive
po odbéru (predevsim kvili morfologickému vySetfeni mocového sedimentu, aby nedoslo k rozpadu bunécnych
soucasti moce).

5.4 Chemické a morfologické vysetieni moce
5.4.1 Chemické vysetieni moce

Chemické vySetfeni moce je cennym orientacnim vySetfenim, které je logicky svazano s morfologickym
hodnocenim slozek mocového sedimentu. Chemickda analyza moce se provadi s vyuzitim testovacich
(diagnostickych) prouzkl na principu suché chemie. Na jednotlivé plosky (reagenéni zény) napf. filtracnich
papirkd, které jsou ukotveny na polymernim nosici, jsou nanesena indikac¢ni analyticka ¢inidla a Setrné vysusena.
Po kontaktu se vzorkem moci dojde k reakci, kterd vede ke zméné zbarveni. Tato zména je dnes jiZz obvykle
vyhodnocena automatickym analyzatorem na principu reflexni fotometrie. Nicméné dnes stale jesté, napriklad
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v ordinacich praktickych l|ékard, jsou barevné zmény reagencnich zén hodnoceny vizudlné porovnanim
s barevnou skalou vytisténou na tubé diagnostickych prouzkd. Obvykle se vysetfuje okolo 10 zadkladnich
parametr( (leukocyty, nitrity, glukosa, ketolatky, specifickd hmotnost, pH, proteiny, erytrocyty, hemoglobin,
bilirubin, urobilinogen). Principy nékterych indikacnich reakci udava Tabulka 5.2.

Tabulka 5.2: Prehled principd parametrl vySetfovanych chemicky v moci

Detekéni zéna Fyziologicky Princip reagencni zény
pH 5-6 smeésny acidobazicky indikator (pH 5-9)
proteiny 0 indikator reaguje hlavné na albumin
glukoza 0 glukézaoxidaza/peroxidaza - chromogen
ketolatky 0 citlivéjsi na kyselinu acetoctovou neZ na aceton
urobilinogen 0 specificky na UBG a sterkobilinogen
bilirubin 0 azokopulace (totéZ u UBG)
erytrocyty 0 peroxidazova aktivita Hb - oxidace indikatoru
hemoglobin 0 (tyka se Hb z rozpadlych erytrocytu)

Vysledky chemického vysetreni jsou vydavany v arbitrarnich jednotkach (arb.j., semikvantitativni hodnoceni),
pfi¢emz kazda arbitrarni jednotka odpovida urcitému koncentraénimu rozmezi, které je vyjadreno v jednotkach
SI (pf. Glukodza = 1 arb.j. = 9,7 — 20,8 mmol/L). Pro hodnoceni se vyuziva $kéla od 0 aZ po 4 arb.j., kdy O arb.j.
znamena negativni nalez a 4 arb.j. masivni nalez dané latky v moci, viz Tab. 5.3.

Tabulka 5.3: Vysledky chemického vysetieni jednotlivych slozek moce udavané v arbitrarnich jednotkach a jejich
pfislusna rozmezi

Arb. j. Sl jednotky Sl jednotky Sl jednotky Sl jednotky
0 negativni negativni (3,2) negativni negativni
* 4-10 ery/ul (16) 4-18 umol/L 0,4-0,9 mmol/L
1 10-50 ery/ul cca 29-40 umol/L (33) 118-40 umol/L 0,9-2,7 mmol/L
2 50-150 ery/ul cca 40-100 umol/L (66) 40-96 umol/L 2,7-6,1 mmol/L
3 > 150 ery/ul cca > 100 umol/L (131) =96 umol/L > 6,1 mmol/L
4 - - - -

I = T B 7 AL T 2 (R A

Arb. j. Sl jednotky Sl jednotky Sl jednotky Sl jednotky
0 negativni negativni negativni negativni
* 4,1-9,7 mmol/L 0,15-0,25 g/L 6-30 leuko/pl pozitivni
1 9,7-20,8 mmol/L 0,25-0,65 g/L 30-100 leuko/pl pozitivni
2 20,8-41,6 mmol/L 0,65-2,0 g/L 100-250 leuko/ul pozitivni
3 >41,6 mmol/L 2,0-6,5 g/L > 250 leuko/pl pozitivni
4 - >6,5g/L - pozitivni

K zakladnimu chemickému vysSetfeni lze vyuZit diagnostické prouzky napf.PHANy. Pocet detekénich zén je
na rlznych PHANech odlisny (tj. rGznymi prouzky lze stanovit jiny pocet latek v moci): napf. GlukoPHAN
s jednou reak¢ni zénou lze vyuzit ke stanoveni pfitomnosti glukézy v moci, HeptaPHAN stanovi najednou 7
rdznych analytd, obsahuje totiz reagenéni zény na vySetfeni pH, pfitomnosti bilkovin, glukdzy, ketolatek,
urobilinogenu, bilirubinu, krve a hemoglobinu.

Ovéreni pritomnosti nékterych sloZzek v moci s vyuZitim chemickych Cinidel

Pro ovéreni mnozstvi bilkovin v moci Ize vyuzit 20 % roztok kyseliny sulfosalicylové. 2 ml moce ve zkumavce
se prevrstvi 10 kapkami 20 % roztoku kyseliny sulfosalicylové a hodnoti se zakal roztoku proti bilému pozadi.
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Vysledek se hodnoti: bez zdkalu = 0; zdkalem Ize Cist = 1; zdkalem nelze Cist = 2; mlécny zdkal, ev. vlocky = 3;
tvarohovitd sraZenina = 4.

Pro ovéreni pfitomnosti bilirubinu se vyuZiva Rosinova zkouska, kdy se 2 ml moce prevrstvi 1 % roztokem jodu
v etanolu. Pfitomnost je prokazana vznikem zeleného prstence biliverdinu.

Pro ovéreni pfitomnosti Zlucovych kyselin se voli Ehrlichovo Cinidlo, kdy v silné kyselém prostifedi HCI reaguje
s Ehrlichovym cinidlem rada latek obsaZzenych v moci, pricemz vznika Cervené zbarveni. Vedle urobilinogenu
zpUsobuje zbarveni sterkobilinogen, indol, nékteré Iéky, jako jsou sulfoamidy. V pfitomnosti bilirubinu nékdy
vznikne po pfidani ¢inidla zelené zbarveni. Zluta aZ oranzova srazenina svéddi o pfitomnosti sulfoamidd. K 5 ml
chladné moce se pfida 5 kapek Ehrlichova Cinidla a hodnoti se zbarveni.

5.4.2 Morfologické hodnoceni slozek mocového sedimentu

Mocovy sediment se vysettuje mikroskopicky na automatickych analyzatorech (z nezahusténého i zahusténého
vzorku, zaleZi na typu analyzatoru) ¢i manualné (ze vzorku 10x zahusténého centrifugaci a bézné je toto vysetfeni
spojeno soucasné s chemickym vysetfenim modi. Vzorek moce by nemél byt starsi 1-2 hodin (elementy pfitomné
v moci se rozpadaji). Hodnoti se pfitomnost a pocet erytrocyt(, leukocyt(, epitelii a jejich typUl, bakterii, kvasinek,
hlenu a pfipadnych valcd. Dale se uvadi pfitomnost a mnozstvi nalezenych krystald. Morfologické hodnoceni
slozek mocového sedimentu automatickym analyzatorem je interpretovano v pripadé nékterych elementd
(erytrocyty, leukocyty atd.) jako pocet v 1 mikrolitru moce = kvantitativni vyhodnoceni. U jinych element(, napfr.
u krystald, hlenu, dlazdicovitych epitelii, atd., je vysledek udavan v arbitrarnich jednotkach = semikvantitativni
vyhodnoceni. V pfipadé nékterych poloautomatickych analyzator(, kde je automatické chemické vysSetfeni
spojeno s manualni mikroskopii je vysledek poétu elementl (erytrocyty, leukocyty atd.) vydavan jako interval
rozsahu poctu elementd v 1 pL vySetfovaného vzorku sedimentu.

SloZzky mocového sedimentu lze rozdélit na orgdnové a neorganové.

Orgdnovou cdst tvori bunky, jeZ jsou vétsinou dvojiho plvodu, a to bunky krevni a buriky pochazejici z ledviny ¢i
z vyvodnych mocovych cest. V moci se mohou objevit prakticky vSechny krevni elementy: erytrocyty, neutrofily,
eozinofily, makrofagy a vzacné i lymfocyty. Buiiky v mocovém sedimentu pochazejici pfimo z ledvin jsou
odloupané epitelie vystylajici mocové ustroji, napf. rendlni tubularni epitelie, pfechodné epitelie, dlazdicové
epitelie. V normalni moci zdravého pacienta Ize obvykle nalézt, kromé nékolika malo erytrocytll a leukocytd (viz
Tab 5.4), jen nékolik dlaZzdicovitych epitelii. Nalez ostatnich typU, zejména renalnich tubuldrnich bunék, obvykle
znaci vyznamné poskozeni ledvin. Ve vzorku mocového sedimentu vsak Ize nalézt jesté celou radu dalSich bunék:
trichomonady, kvasinky, stfevni epitelie nebo nadorové burky.

Dalsi organovou slozkou jsou vélce tvorené glykoproteinem (Tamm-Horsfalllv protein) chranicim povrch tubulu.
Formuiji se v distdlnich partiich nefronu a jejich tvar kopiruje rozmér tubulli — Siroké valce — patologicky dilatované
tubuly. Ktomuto glykoproteinu se mohou vazat leukocyty, erytrocyty, epitelidlni burky Cci baktérie.
Malé mnoizstvi hyalinnich vélca je fyziologické, nicméné vétsi mnozstvi mize byt ukazatelem nespecifického
onemocnéni ledvin. Néalez voskovych valcl ve vzorku moce znamend stazi moce v tubulech a Ize je oznacit
za vélce ,,chronického rendlniho selhani”.

Slozky neorgdnové jsou krystaly soli, napf. oxaldty, uraty, fosforecnany. Maji patologicky vyznam v pfipadé,
Ze se jejich nalez potvrdi u pacientl v soucasnosti nebo v minulosti lIé¢enych pro urolithidazu. V mocovém
sedimentu lze detekovat také krystaly malych aminokyselin: cystinu, leucinu, tyrosinu.Urolitidza (fec.
lithos = kdmen) je onemocnéni projevujici se tvorbou mocovych kamen(. Mocové kameny nejcastéji tvori oxalat
vapenaty, fosfore¢nan vapenaty nebo amonny nebo uraty.

Nejcastéjsi barveni mokrého nefixovaného preparatu mocového sedimentu (dle Sternheimera), kde nékteré
elementy stale doZivaji (supravitalni barveni), v praxi probihd pomoci barvicek alcianové modfi a pyroninu B.
Pomoci barveni jsou v preparatu viditelné detaily mocovych elementd, a ty jsou tudiz Iépe rozlisitelné. Alcianova
modi ma silnou afinitu k mukopolysacharidovym slozkdm bunécnych i jadernych membran, moc¢ovému hlenu
a Tamm-Horsfallovu mukoproteinu a barvi slozky modre. Pyronin B je Cervené barvivo a barvi ostatni slozky
(matrix voskovych valcd, cytoplasmy bunék atd.). Barveni preparatd se stale vyuzivd u mocovych sedimentd, kde
je sporny, nejasny nalez nékterych pritomnych slozek, zejména u détskych pacient(.
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Tabulka 5.4: Ciselné rozsahy po¢tu orgdnovych elementi na 1ul moée — manualni mikroskopie.

ANALYT interval interval interval interval interval zaplava

Erytrocyty (10°) L 0-5 6-25 26 - 50 51 - 250 > 250 «Zaplava (nelze
kvantifikovat)

Leukocyty (10°) L 0-10 | 11-50 51-100 101 - 250 > 250 +Zaplava (nelze
kvantifikovat)

Shluky leukocyti (107) L 0-5 6-10 10-20 >20

Vilce hyalinni (10°) L 0 1-4 5-10 11-20 >20

Valce granulované a jiné 0 1-4 5-10 11-20 >20

vélce (10°%) L

Epitele dlaZdicové (10°) L 0-15 16-50 51-100 101 - 200 > 200

Epitele pfechodné (10) L 0-15 16 - 50 51- 100 101 - 200 >200

Epitele renalni (10°) L 0-1 2-4 5-10 11-20 >20

V drivejsich dobdch se mocovy sediment pocital v burikdch na zorné pole mikroskopu, dnes se pouZivé hodnoceni
v arbitrdrnich jednotkdch nebo v poctech elementi (popf. intervalech) na 1 uL vySetfovaného vzorku sedimentu,
které je ze vSech tti zplsobU nejpresnéjsi.

Vysetieni moce s vyuZitim automatickych analyzatora

V laboratornich podminkach je dnes jiz proces chemického a morfologického vysetfeni moce Ccasto
automatizovan. Po vloZeni dobfe promichanych vzorkd do analyzatoru probiha vidy nejprve chemické stanoveni,
poté morfologické vyhodnoceni. Automatickd analyza moc¢i pfinadsi rychlejSi a objektivnéjSi hodnoceni
vysetfovanych vzorkd, také je zajistén vhodny stupen standardizace daného vysetfeni. Nicméné umozZnéni
pfimého ovérovani vysledkl z analyzatoru erudovanym pracovnikem a pfipadné prerazeni elementl
pfi morfologickém hodnoceni sloZzek do jiné kategorie je stale velkou vyhodou. Zejména v laboratotich velkych
nemocnic, kde je moZné se setkat s velmi rozmanitymi mocovymi nalezy dle diagndz pacientd.

Chemicka analyza probiha automatickym pipetovanim vzorkl moce na jednotlivé reagencni zény testacnich
prouzkd (uloZeny v zasobniku) a po zméné zbarveni se reflexni fotometrii vyhodnoti jednotlivé vysledky.
Analyzatory méfi i barvu, zékal a specifickou hmotnost.

Automatické morfologické hodnoceni moci mlzZe byt zaloZzeno na principu fluorescenéni pritokové cytometrie,
automatické digitalni pratokové mikroskopie, ¢i na automatické analyze mocového sedimentu. V prvnich dvou
pfipadech je vyuZivan vzorek nativni, necentrifugované moce. Automatickd analyza mocového sedimentu
probihd nejcastéji v malé kyvetce, kde je moc centrifugaci zahusténa. Nasledné je pomoci zabudovaného
mikroskopu provedeno nékolik snimk, které jsou automaticky softwarové vyhodnoceny. Na trhu existuje vice
typU analyzatort s mnoha vyhodami, ale i nevyhodami. Automatické analyzatory moci jsou velkym pomocnikem
zejména velkych laboratofi, nicméné je stale dlleZité mit na paméti, Ze pfi nejasnych vysledcich ma stéle
pfednost klasicka mikroskopie pfed automatickym hodnocenim sloZek sedimentu. Hodnoceni moci také vyzaduje
vhodné erudovany persondl laboratofi.
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Shrnuti kapitoly

Ledviny predstavuji nejdllezitéjsi organ v regulaci objemu a sloZeni télesnych tekutin. Zakladni stavebni
jednotkou je nefron, ktery tvori glomerul a tubul (proximalni a distalni propojené tenkou ¢asti — Henleovou
klickou). Moc obsahuje organické (dusikaté latky atd.) i anorganické slozky (ionty). Pfi pouhém vyskytu (bilkoviny)
¢i pri zvySeném mnozstvi (glukéza, ketoldtky) nékterych latek v moci dochazi ke vzniku poruch (proteinurie,
glykosurie, ketonurie atd.) spojenych s vylu¢ovanim téchto latek modi. Ledviny se podileji také na udrzeni
osmolality vniténiho prostfedi organismu. Osmolalita moce se pohybuje v rozmezi 300-900 mmol.kg™* a mé&fi se
nejcastéji kryoskopicky. Pro vysetfeni moci chemicky a mikroskopicky se vyuziva vzorek prvni ranni moce a je
nutné jej stanovit nejpozdéji do 2 hodin od odbéru. Chemické vySetieni moce se provadi pomoci diagnostickych
prouzkd (PHANUG), kde se néjcastéji semikvantitativné hodnoti pH, pfitomnosti bilkovin, glukdzy, ketolatek,
urobilinogenu, bilirubinu, krve a hemoglobinu. Existuji i zkousky s vyuZitim chemickych cinidel pro ovéreni
pfitomnosti bilkoviny, bilirubinu ¢i zlu€ovych kyselin. Mikroskopické vysetfeni moce Ize provést jak manualni
mikroskopii, tak s vyuZitim automatického analyzatoru. Hodnoti se mnozZstvi organovych (krevni elementy,
epitelie, valce, dalsi buriky) a neorganovych (krystaly soli — uraty, oxalaty, fosfore¢nany atd.) slozek mocového
sedimentu na 1 pl moce.

Otazky ukoly:

Vysvétlete zakladni fyziologické funkce ledvin.

Popiste stavbu nefronu.

Popiste spravny odbér moce.

Jaké je zakladni sloZzeni moce?

Co je to proteinurie, glykosurie, ketonurie?

Jak Ize vypoditat osmolalitu moce? Jak se mé&fi?

Co je mysleno chemickym vySetfenim moce?

Jaky je princip stanoveni glukdzy s vyuzitim diagnostickych prouzka?
Jak stanovite bilkovinu v moci s vyuzitim chemického ¢inidla?

Které organové soucasti mocové Ize nalézt v mocovém sedimentu?
Je vyskyt valch v mocovém sedimentu fyziologickym Ukazem? Pokud ne, na jaké onemocnéni ukazuje.
Co je to urolitidza?

O 0N s WN R

e
N = O
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6 BILKOVINY KREVNi PLAZMY

V této kapitole se dozvite:
Nasledujici kapitola podava zakladni informace o bilkovinach krevni plazmy a intersticialni tekutiny, metodach
stanoveni plazmatickych bilkovin, funkci a klinickém vyznamu jednotlivych bilkovin.

Klicova slova této kapitoly:
Bilkoviny krevni plazmy, elektroforéza, alfal-, alfa2-, beta- a gama-globuliny, proteiny akutni faze.

€as potiebny k prostudovani uciva kapitoly: 6 hodin (teorie + feseni tiloh)

6.1 Uvod do problematiky

V laboratorni terminologii se pojmem celkova bilkovina rozumi velkd skupina vSech proteinl krevni plazmy
a intersticidlni tekutiny. Jde o vice neZ 100 strukturné znamych protein lisicich se molekulovou hmotnosti,
vlastnostmi, distribuci i biologickou funkci. Nejvétsi podil na syntéze téchto proteinli maji jatra, vyznamné se na ni
podili také lymfocyty. Denni obrat Cini priblizné 25 g. Pro syntézu je nezbytny dostatecny pfisun proteinQ
v potravé jako zdroje aminokyselin (zvlasté esencidlnich). Syntéza se reguluje hormonalné. Produktem
odbouravani jsou aminokyseliny, které se opétovné vyuZivaji pro syntetické reakce (tvorba novych protein(,
syntéza rdznych nizkomolekularnich dusikatych latek) nebo jsou dale odbouravany. Konec¢nym produktem
degradace proteinu je mocovina, ktera se z téla vyluCuje pfevazné moci. Malé mnozZstvi proteinovych molekul je
z téla vylu€ovano pfimo moci a stolici.

Pied studiem dalsi ¢asti této kapitoly si zopakujte:
1) Co jsou to aminokyseliny.
2) Jak vznikaji bilkoviny.
3) Strukturu bilkovin.
4) Fyzikalni a chemické vlastnosti bilkovin.

6.1.1 Chemicka a fyzikalni charakteristika, struktura a povaha analytu

V krevni plazmé lze prokazat stovky rdznych bilkovin, které se lisi velikosti molekuly, fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, distribuci, biologickym polocasem a funkci. Z analytického hlediska fadime do této skupiny pouze
proteiny, které nalézame v krevnim séru / plazmé ve vyznamnéjsich koncentracich (fadové mg/L az g/L):
transportni proteiny, proteiny akutni faze, antiprotedzy, imunoglobuliny, komplement a lipoproteiny. Ostatni
proteiny, jako jsou enzymy, hormony, koagula¢ni faktory a bunécné proteiny uvolfiované z poskozenych tkani,
se na celkové hmotnostni koncentraci podileji jen nepatrné.

Strukturné jde o makromolekularni latky tvofené polypeptidovym fetézcem sloZzenym ze 100 a vice aminokyselin,
relativni molekulova hmotnost proteinu byva vyssi nez 10 000. Vétsina proteinl je glykosylovana, jde tedy
prevaziné o glykoproteiny.

Hodnota fyziologického pH je vyssi nezZ je pl (izoelektricky bod) vétSiny proteind. Vysledkem je zaporny naboj
téchto protein(, plazmatické proteiny proto radime mezi anionty. V zavislosti na pH okoli mohou proteiny na své
funkéni skupiny proton vazat nebo uvolfiovat, pusobi tedy jako pufry.

Na zdkladé rlzného naboje a velikosti molekuly Ize smés proteint délit pomoci elektroforézy. Elektroforetickym
délenim protein( krevniho séra na agardze nebo na acetylceluldze tak ziskame 5-6 frakci: albumin, alfal-, alfa2-,
beta- (betal- a beta2-) a gama-globuliny. Kromé frakce albuminu obsahuji ostatni globulinové frakce vzdy vice
nez jeden protein, ktery se vyznamné podili na zbarveni ptislusné elektroforetické zény.

6.1.2 Role v metabolismu
Mezi hlavni funkce proteint télnich tekutin patfi:
1) udrZeni koloidné-osmotického (onkotického) tlaku krve, ktery pfispiva k uchovani tekutin v krevnim redcisti;

nejvétsi podil na onkotickém tlaku krevni plazmy ma albumin, nebot ma pomérné malou molekulu a je v plazmé
ze vsech proteinl v nejvétsi koncentraci (asi 60 %),
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2) pufracni schopnost (udrZzovani pH v Uzkém rozmezi), ktera je ddna amfoternim charakterem molekul proteind;
plazmatické proteiny tvofi 7 % pufracni kapacity krve,

3) antioxidacéni plsobeni nékterych proteind (albumin, ceruloplazmin, hemopexin, haptoglobin) — ochrana pred
volnymi radikaly, resp. zabrana jejich tvorby,

4) transport mnoha latek, prevazné metabolitl Spatné rozpustnych ve vodé,

5) obrana proti infekci — humoralni odpovéd na poskozeni organismu (proteiny akutni faze, inhibitory proteaz,
komplement, protildtky),

6) enzymova aktivita (kromé sekrecnich enzym se v télnich tekutindch nachazeji i enzymy bunécéné, které zde
neplni katalytickou funkci; jde o enzymy uvolnéné z bunék pfi jejich bézném obratu, pfipadné pfi poskozeni),

7) hemokoagulace a fibrinolyza (koagulaéni faktory a faktory zajistujici rozpousténi trombu; v plazmé jsou
v neaktivni formé, po aktivaci se ¢ast z nich méni na proteolytické enzymy).

6.1.3 Zdroj (syntéza, prijem)

Optimalni pfijem proteind potravou je 1,0 — 1,5 g/kg/den. Tyto proteiny jsou, v prevainé vétsing,
pred vstifebanim do krve zcela rozloZeny travicimi proteolytickymi enzymy na aminokyseliny. Jsou tedy pouze
zdrojem aminokyselin pro syntézu proteini télu vlastnich. Vyznamny je predevsim prisun esencidlnich
aminokyselin. U kojencli se vstfebava téZ malé mnoiZstvi nerozloZenych bilkovin (endocytdzou), schopnost
jejich resorpce se viak s vékem snizuje.

Vétsina proteinl, pfitomnych v rovnovainych koncentracich v krevni plazmé a intersticialni tekutinég,
se syntetizuje v jatrech. Jatra maji vyznamnou rezervni proteosyntetickou kapacitu, napf. pro albumin
trojndsobnou, pro fibrinogen Sestindsobnou. Pfechod jednotlivych proteinl prfes hepatocyt z mista syntézy
dokrve trvd 30 minut aZ nékolik hodin. Nékteré proteiny produkuji také periferni tkané (napf.
alfal-antitrypsin v hepatocytech, alveoldrnich makrofazich a monocytech), jiné dokonce vsechny jaderné buriky
(napf. protein bunécného povrchu beta2-mikroglobulin). Imunoglobuliny jsou syntetizovany pouze
v plazmatickych burikach. Denni obrat plazmatickych protein( je okolo 25 g.

6.1.4 Distribuce v organismu, obsah ve tkdnich

Za fyziologickych podminek jsou jednotlivé proteiny v rovnovazné koncentraci mezi plazmou a intersticialni
tekutinou. Mira prostupu kapildrni sténou zavisi na velikosti proteinu — bazalni membrana plsobi jako
molekulové sito. Malé proteiny prochazeji snadnéji, proteiny o velké molekule nachazime naopak ve vyssich
koncentracich v plazmé. Do mezibunécného prostoru se proteiny dostdvaji pinocytézou pres endotelové bunky,
nebo mezibunécné spoje.

Do moce se glomerularni filtraci dostavaji jen malé proteiny (hranicni velikost je pfiblizné M. 70 000, ale zaleZi
také na naboji molekuly — zdporné nabité latky neprochazeji diky zapornému naboji glomerularni membranou).
Filtrat krevni plazmy obsahuje malé mnozZstvi albuminu, zhruba stejné mnozstvi tzv. mikroproteint a stopy
proteind o vyssi molekulové hmotnosti. Proteiny jsou vSak z primarniho filtratu ve velké vétsiné zpétné
resorbovany. Mnozstvi proteint pfitomné v moci (proteinurie) nepfesahuje u zdravého ¢lovéka 150 mg/den.
Koncentrace proteind v likvoru (proteinorachie) je za fyziologickych podminek 200krat nizsi nez v plazmé:
150-400 mg/L, stoupa s vékem. 80 % proteind ma plazmaticky plvod, pfes hematoencefalickou bariéru
se dostdvaji pinocytdzou a rliznymi specifickymi pfenasedi. Mira transportu zavisi na velikosti molekuly, naboji,
koncentraci v plazmé a stavu bariéry. Zbyvajicich 20 % tvofi proteiny intratekdlni (imunoglobuliny,
beta2-mikroglobulin) + modifikované plazmatické proteiny (prealbumin, transferin) a malé mnoizstvi (2 %)
strukturnich bilkovin.

Proteiny se nachazeji také v lymfé, jejich koncentrace je nizsi nez v plazmé a zavisi na oblasti, odkud lymfa odtéka:
kosterni sval, kiiZze (20 g/L), plice (40 g/L), zazZivaci trakt (41 g/L), srdce (44 g/L), jatra (62 g/L).

Za patologickych situaci nalézdme plazmatické proteiny i ve vypotku: transsudat! obsahuje méné neZ 30 g/L,
exsudat? vice neZ 30 g/L. Tento fakt Ize vyuZit k diferenciaci mezi témito tekutinami.

! Tekutina nezanétlivého piivodu = ultrafiltrat krevni plazmy, svym slozenim podobny plazmé, nicméné obsahuje nizkou koncentraci bilkovin
a latek bilkovinné povahy;

2 Tekutina zanétlivého ptivodu, tvoii se v t&lesnych dutinach, napt. pohrudniéni (hydrothorax), kloubni aj. Byva zkalengjsi, obsahuje vice
bilkovin
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6.1.5 Katabolismus a zplisob vyluéovani

Proteiny jsou z téla Castetné vyluCovany v nezménéné podobé modi (150 mg/den) a stolici (po difuzi
do gastrointestinalniho traktu). Prevainé vsak probihd jejich odbourdni na aminokyseliny. Z uvolnénych
aminokyselin se 75-80 % opét vyuZije k proteosyntéze. Zbyvajici aminokyseliny se dale pouziji jako substraty pro
syntézu mnoha dusikatych |atek, ale také napf. i glukdzy, nebo se dale odbourdvaji az na CO2, vodu a amoniak. Ten
je pro organismus toxicky, proto se ve velké vétsiné dale v jatrech pfeménuje na mocovinu, kterd se vylucuje moci.
Katabolismus protein(i probiha ve vSech burikdch, hlavni podil na odbouravani vsak maji hepatocyty, tubularni
bunky ledvin a endotelidlni buriky kapildr. Glykoproteiny jsou nejprve desialovany membranové vdzanymi nebo
cirkulujicimi enzymy. Takto pozménéné proteiny jsou rozpozndny povrchovymi receptory bunék a nasledné
pinocytdzou transportovany do buriky a degradovany lyzozomalnimi enzymy (katepsiny).

Vybava jednotlivych bunék pro vychytani proteint z télnich tekutin je rlzna: jaterni sinusy nemaji bazaini
membranu a maji fenestrované endotelie; tubularni buniky vychytavaji proteiny z moce (z primarniho filtratu)
pinocytézou; endotelidlni buriky maji minimalni kapacitu pinocytdzy, ale velky katabolicky potencidl z dGvodu
velkého kapilarniho povrchu.

Rychlost katabolismu rdznych protein je rGzna a je popsana pomoci biologického polocasu. Dospéli degraduji
denné 1 —2 % svych télesnych protein( (hlavné svalové proteiny).

6.1.6 Biologicky polocas

Pro rGzné proteiny je rGzny, pohybuje se v rozmezi nékolika hodin (proteiny akutni faze) do nékolika tydn(
(3 tydny pro albumin nebo IgG).

6.1.7 Kontrolni (ridici) mechanismy

Koncentrace protein(l v télnich tekutinach zavisi na rychlosti syntézy, katabolismu, distribuci v kompartmentech
a ztratach do tzv. tretiho prostoru (ascites, pleuralni exsudat) nebo mimo organismus (proteinurie). Organismus
se snazi udrzet celkovou koncentraci protein( v plazmé konstantni. Z toho dlvodu se syntéza nékterych protein(
sniZuje v pripadé, Zze se zvysi syntéza proteinl jinych (napf. pfi zanétu vede zvySeni koncentrace proteinli akutni
faze a imunoglobulind ke sniZzeni koncentrace tzv. negativnich proteint akutni faze).

Syntéza proteinl je regulovana hormonalné, nebo produkci réznych cytokinl (napf¥. syntéza proteint akutni
faze). Vyznamnou roli hraje dostupnost aminokyselin, tj. strava s dostatkem proteind, které dodavaji esencialni
aminokyseliny. Glukagon a malnutrice (hlavné nedostatek tryptofanu) syntézu inhibuje. Naopak na stimulaci
proteosyntézy v jatrech maji vliv glukokortikoidy, ristovy hormon, inzulin a thyroidalni hormony.

Katabolismus protein mizZe byt ovlivnén defektem receptord, které vychytavaji proteiny uréené k degradaci
(napf. v jatrech pfi jaterni cirhdze) nebo zvySenou sialilaci nékterych proteind, kterd vede ke snizenému
vychytavani takovych proteint jatry.

6.2 Metody vysetrovani plazmatickych bilkovin
6.2.1 Stanoveni koncentrace celkovych bilkovin

Pro stanoveni koncentrace sérovych bilkovin se pouZiva tzv. biuretova reakce, kterd je v soucasné dobé
i referencni metodou. V principu jde o tvorbu cervenofialového komplexu médnatych kationtd s dusikovymi
atomy peptidovych vazeb v alkalickém prostredi. Intenzita zbarveni je Umérna poctu peptidovych vazeb
a relativné malo zavisi na ostatnich vlastnostech jednotlivych bilkovin. Falesné vyssi hodnoty naméfime u silné
lipemickych a silné hemolytickych sér a pfi vyrazné hyperbilirubinémii; falesné nizsi hodnoty u vyrazné
hyperamonémie (kompetujici reakce amoniaku s Cu?* ionty). Pro stanoveni o dva aZ tfi fady niz3ich koncentraci
bilkovin v moci a likvoru nelze tuto metodu pouzit; zde se vyuzivaji turbidimetrické reakce (méreni zakalu
vzniklého pridanim trichloroctové kyseliny nebo benzethoniumchloridu ke vzorku) nebo vazba riznych barviv
na vlastnostech mérenych bilkovin: vazba barviva na obsahu aromatickych aminokyselin, turbidimetrické reakce
na tvaru molekuly.

35



6.2.2 Elektroforéza sérovych bilkovin

Metoda vyuzZiva rozdilné pohyblivosti bilkovin v elektrickém poli. V prostfedi alkalického pufru migruji bilkoviny
od katody k anodé. Podle pohyblivosti Ize rozliSit pét az Sest frakci: albumin, alfal, alfa2, beta (¢asto betal
a beta2) a gama globuliny. Prealbumin migrujici jesté rychleji, nez albumin neni béZné patrny anebo se nachazi
tésné nad albuminovou frakci.

B1-82 15/30

Obradzek 6.1: Elektroforéza sérovych bilkovin. V pozici ¢. 10 je patrny vyrazny gradient odpovidajici
monoklondInimu imunoglobulinu; v pozicich ¢. 5, 9 a 12 Ize pozorovat v beta2/gama-interzéné gradient
odpovidajici pritomnosti fibrinogenu (vzorek plazmy), (zdroj: Kusnierovd — vlastni foto).

Elektroforéza ma vyznam predeviim jako levné screeningové vySetfeni pro diagnostiku monoklondlnich
gamapatii. Poskytuje také celkovy prehled o bilkovinném spektru a umoznuje usoudit na pfitomnost akutniho ci
chronického zanétu, hepatopatie nebo stavli spojenych se ztratou bilkovin (ledvinami, gastrointestinalnim
traktem).

Néktera pracovisté dnes vyuzivaji techniky kapilarni elektroforézy, pfi niz se bilkoviny separuji ve velmi tenkych
kiremennych kapilarach od anody ke katodé podle své iontové pohyblivosti s vyuZitim elektroosmotického toku
a u katody jsou detekovany fotometricky v UV oblasti. Vyhodou je moZnost statimové analyzy; chybi vsak
moznost pfimého vizudlniho hodnoceni. Zaznam elektroforeogramu s patrnym monoklondlnim
imunoglobulinem gradientem znazorfuje obrazek 6.2.

Obr. 6.2: Elektroforeogram: zleva doprava albumin, alfal, alfa2, betal, beta2-globuliny, vysoky stihly pik
paraproteinu (M-gradient) v z6né gama-globulint (zdroj: Kusnierovd — vlastni foto).

Ve skutecnosti Se elektroforeogram pti kapilarni elektroforéze ,,vykresluje* zprava doleva, tj. prvni jsou
v popsaném usporadani detekovany gama-globuliny a posledni albumin.

Zopakujte si principy déleni bilkovin elektroforézou a Kkapilarni elektroforézou (zejm. pojem
elektroosmoticky tok) a uvédomte si, pro¢ tomu tak je.

36



6.2.3 Stanoveni koncentrace jednotlivych plazmatickych bilkovin

Koncentrace specifickych proteinli se méfi imunochemickymi metodami, tj. metodami vyuZivajicimi reakce
prislusné bilkoviny se specifickou protilatkou. Pro vétSinu vyznamnych plazmatickych bilkovin lze pouzit
turbidimetricky nebo nefelometricky princip méreni, ktery z klinickych laboratofi zcela vytlacil dfive pouzivanou
radidlni imunodifuzi. Pro bilkoviny pfitomné ve velmi nizkych koncentracich se pouZivaji metody se znacenym
reaktantem (ELISA, RIA, chemiluminiscence, fluorescence). Vyjimkou je stanoveni albuminu v plazmé, pro které
Ize vyuzit jednak vypocet z koncentrace celkové bilkoviny a relativniho podilu albuminu na elektroforeogramu
(ostatni bilkoviny takto stanovit nelze, protoZe frakce, v nichZz na elektroforéze migruji, jsou tvorené vice
bilkovinami, které nelze navzajem rozlisit), jednak jednoduchou fotometrickou reakci zaloZzenou na vazbé barviva
na albumin (bromkresolova zelen, BCG; bromkresolovy purpur, BCP) s naslednou zménou jejich absorp¢niho
maxima (komplex BCG-albumin anebo BCP-albumin poskytuje vyrazné maximum pti 630, resp. 600 az 605 nm).

VySetieni plazmatickych/sérovych bilkovin pro potieby klinické diagnostiky:
1) Stanoveni koncentrace celkové bilkoviny.
2) Elektroforéza sérovych bilkovin.
3) Kvantitativni stanoveni specifickych bilkovin imunochemickymi metodami.

6.2.4 Prehled nejdiilezitéjsich plazmatickych bilkovin

Existuje vice rlznych hledisek déleni bilkovin. Zvolime prehled bilkovin podle elektroforetické pohyblivosti,
od anodicky migrujicich bilkovin, prealbuminu a albuminu pres alfal, alfa2 a beta-globuliny az ke katodicky
umisténym gama-globuliniim, tj. imunoglobulinlim. V navaznosti na imunoglobuliny probereme problematiku
tzv. monoklonalnich gamapatii. Dale uvedeme skupiny bilkovin se spole¢nymi znaky, tj. skupinu reaktantd akutni
faze, skupinu nizkomolekuldrnich bilkovin a skupinu enzym. Problematika bilkovinnych hormon( bude probrana
v jiné kapitole.

Prealbumin a retinol vazajici protein

Prealbumin (transthyretin — mudZe vazat dvé molekuly thyroxinu nebo trijodthyroninu) se tvofi v jatrech
a v choroidalnim plexu mozkovych komor. Je ¢astecné asociovdn s retinol vazajicim proteinem v poméru 1:1.
Jedna se o neglykosylovanou tetramerni bilkovinu sloZenou ze ¢ty identickych podjednotek. Pro svaj kratky
biologicky polocas (48 hodin; retinol vazajici protein 12 hodin) je citlivym markerem akutni malnutrice a stavu
proteosyntézy.

Prealbumin patfi k negativhim reaktantim akutni faze (viz niZe). Jeho koncentrace klesd pti zanétlivych
a nadorovych onemocnénich, u jaterni cirhdzy a pfi ztratach bilkovin ledvinami nebo gastrointestinalnim traktem.
Retinol vazajici protein je monomerni transportni protein pro all-trans retinol (forma vitaminu A). Je syntetizovan
v jatrech a jeho sekrece z hepatocytu je stimulovdna vazbou retinolu. Tvorba komplexu s prealbuminem
zabranuje filtraci retinol vazajiciho proteinu v glomerulech. Po uvolnéni retinolu ndsleduje disociace komplexu
prealbuminu a retinol vazajiciho proteinu, ktery je pak eliminovan ledvinami. ZvySené koncentrace retinol
vazajiciho proteinu nachazime u pacientd s chronickym rendlnim onemocnénim; snizené koncentrace u jaternich
onemocnéni a proteinové malnutrice.

Albumin

Je syntetizovan vyhradné v jatrech, ktera disponuji vysokou rezervni kapacitou v ptipadé jeho zvySené potieby
nebo ztrat. Jako jeden z mala plazmatickych proteinl neobsahuje sacharidy. Pti fyziologickém pH ma zaporny
naboj. Diky vysoké koncentraci v plazmé se vyznamné podili na udrzovani koloidné-osmotického tlaku. Jedna se
o kvantitativné nejduleZitéjsi transportni bilkovinu v organismu. Vazba rady latek v krvi na albumin je
podminéna pritomnosti pocetnych nabitych skupin, iontovych i hydrofobnich specifickych vazebnych mist.
Zejména jde o nerozpustné latky (nekonjugovany bilirubin, mastné kyseliny, hormony, Iéky). Hydrofilni latky
mohou byt na albumin vazany adsorpci (napf. Ca?* Zn?*, kyselina mocova). Transportni funkce albuminu je
nespecifickd, na rozdil od specifickych transportnich bilkovin uvedenych nize. Albumin se dale podili
na antioxidacni aktivité, za patologickych stavli plsobi jako pufr a inhibuje produkci leukotrient a aktinu. Albumin
je negativnim reaktantem akutni faze, jeho koncentrace klesa v pfitomnosti prozanétlivych cytokint (TNF-alfa,
IL-1, IL-6).
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Alfal-globuliny
Alfal-lipoprotein (HDL) — viz pfislusnd kapitola

Orosomukoid (kysely alfal-glykoprotein, AAG)

Je syntetizovan prevainé v jatrech, ale pfi septickych stavech pfrispivd ke zvySeni plazmatické koncentrace
vyznamneé syntéza v granulocytech a monocytech. Katabolismus se déje pfevazné vychytdvanim desialovaného
AAG jaternimi receptory pro asialoglykoproteiny; zatimco biologicky polo¢as intaktniho AAG ¢&ini asi 3 dny,
polocas desialovaného AAG je jen nékolik minut. AAG patfi mezi lipokaliny, tj. bilkoviny vazajici lipofilni latky.
Jeho funkce neni dosud plné znam3; predpoklada se i jeho imunomodulaéni efekt, podminény patrné strukturou
oligosacharidovych retézci molekuly AAG.

Alfal-fetoprotein

Alfal-fetoprotein zastavd v pripadé plodu funkce albuminu, postnatdlné jej nahrazuje albumin. AFP je
vyznamnym markerem v prenatalni diagnostice (zvySené koncentrace v amniové tekutiné a také v séru matky
u defektd neurdlni trubice, ale i u viceCetnych téhotenstvi, snizené koncentrace u Downova syndromu — v této
indikaci se dnes pouZivd v rdmci screeningu vrozenych vyvojovych vad - ,screening VVV“
v 2. trimestru — vyhradné kombinované stanoveni s beta-HCG a popf. jeSté nekonjugovanym estriolem
v séru matky, tzv. ,tripletest”). U netéhotnych dospélych mize byt AFP zvyseny v pfipadé hepatoceluldrniho
karcinomu a nador0 ze zarodecnych bunék; anebo u pacientl s jaterni cirhdzou ¢i hepatitidou.

Alfal-antitrypsin (Alfal-inhibitor proteindz, AAT, alfal-Pi)

Alfal-antitrypsin je kvantitativné nejvyznamnéjsi inhibitor proteindz v plazmé. Pfi jeho geneticky podminéném
vyznamném snizeni az chybéni (genotypy PiZZ a Pi00) dochazi k nedostatecné inaktivaci proteinaz (elastazy
v plicnich sklipcich) uvolfiovanych granulocyty a makrofagy pti fagocytdze a proteolytickému rozruseni tkané. To
ma za nasledek plicni emfyzém s poruchou ventilace a sklonem k tézkym infekcim dychacich cest a casto
i poskozeni jater.

Alfal-antichymotrypsin

Alfal-antichymotrypsin je dalsi proteindzovy inhibitor; inhibuje katepsin G, chymasu Zirnych bunék a PSA
(zvysené koncentrace PSA navazaného na alfal-antichymotrypsin nachazime u pacient(i s karcinomem prostaty).

Alfa2-globuliny

Alfa2-makroglobulin

Alfa2-makroglobulin (AMG) je dalsi z proteinazovych inhibitord. Sklada se ze ¢tyf polypeptidovych fetézcd; aktivni
jednotkou je dimer (tj. jedna molekula AMG muzZe vazat dvé molekuly proteinaz). Je syntetizovan prevainé
hepatocyty. Biologicky polocas intaktniho proteinu cini nékolik dnl, ale po rozstépeni nitrofetézcové
thioesterové vazby nebo po odstépeni kyseliny sialové je rychle (v fadu minut) vychytavan receptory
na hepatocytech. Kromé hlavni funkce — inhibice proteinaz — se AMG Ucastni transportu rady peptid( (cytokind,
rlstovych faktortl) a divalentnich kationt( (zejména Zn?*) a moduluje zanétlivé reakce.

Zvysené koncentrace AMG nachdazime u nefrotického syndromu, u déti jsou koncentrace vyssi nez u dospélych
a uzenvreprodukénim véku vyssineZ u stejné starych muzi (estrogeny zvysuji syntézu AMG). Snizené koncentrace
AMG nachdzime u pankreatitidy a u pokrocilého karcinomu prostaty (AMG se vaze na PSA a tento komplex je
velmi rychle vychytavan jatry).

Haptoglobin

Haptoglobin vdze hemoglobin vznikly pfi intravazalni hemolyze; komplex je pak z krevniho obéhu rychle
vychytdvan bufikami RES v jatrech. Zabrafiuje tak ztrdtdm hemoglobinu (Fe?*) moéi a vzniku nebezpeéného
hydroxylového radikalu, na némz se podili volny hemoglobin.
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Haptoglobin je citlivym markerem hemolyzy, pti niz dochazi k vyraznému snizeni jeho koncentrace az k nulovym
hodnotam. Snizené koncentrace doprovazeji také poruchy proteosyntézy v jatrech, u hepatitidy koreluje hladina
haptoglobinu s tizi onemocnéni. Zvysené koncentrace nachazime u reakce akutni faze.

Ceruloplazmin

Hlavni Glohou ceruloplazminu je ferroxiddzové aktivita (oxiduje Fe?* na Fe3* a zprostfedkuje tak vazbu Zeleza
na transferin). Jedna molekula ceruloplazminu vaze 6-8 atomd médi, ale hlavni transportni bilkovinou pro méd’
je albumin.

Vyrazné snizené koncentrace ceruloplazminu nachazime u Wilsonovy nemoci (vétSinou < 0,1 g/L) a Menkesova
syndromu. Druhotné mohou byt koncentrace ceruloplazminu snizené pfi ztratach bilkovin a poruchach jejich
syntézy (jaterni cirhdza). Zvysené koncentrace nemaji diagnosticky vyznam; nachazime je pfi zdnétech
a nadorech, v téhotenstvi nebo pfi uzivani ordlnich kontraceptiv (vliv estrogend) a u cholestazy.

Gc-globulin (group specific component, vitamin D vadzajici protein)

Gce-globulin je hlavni transportni bilkovinou pro vitamin D; dalsi jeho funkci je vychytavani aktinu uvolnéného
z bunék pfi jejich poskozeni. Koncentrace Gc-globulinu jsou ponékud vyssi u Zen neZ u muZzl, stoupaji
v téhotenstvi a klesaji pfi akutnim jaternim onemocnéni a u zavaznych traumat.

Beta-globuliny

Transferin

Kazdd molekula transferinu ma dvé vazebnd mista pro Zelezity kationt (Fe3*). Apo-transferin se syntetizuje
predevsim v jatrech, syntéza stoupa pfi nedostatku Zeleza v organismu. Transferin je nejdllezitéjsi transportni
prostiedek pro Zelezo z mist resorpce (tenké stfevo) a odbouravani hemoglobinu do krvetvornych organ, kde se
prostiednictvim receptoru vaze na erytroblasty. Pfi nedostatku Zeleza dochdzi ke stimulaci syntézy
transferinového receptoru a ke zvyseni koncentrace solubilniho transferinového receptoru v séru (sTfR).
Koncentrace sTfR neni ovlivnéna reakci akutni faze, proto je sTfR cennym markerem pro odliseni anémie pfi
deficitu Zeleza od anémie chronickych chorob.

Procentualni nasyceni transferinu Zelezem Ize vypocitat podle vzorce:

Saturace transferinu = 3,98 * Zelezo v séru (umol/L)/Transferin v séru (g/L)

Fyziologicky je transferin nasycen Zelezem asi z 1/3, neobsazena mista pro vazbu Zeleza predstavuji tzv. volnou
vazebnou kapacitu.

U muzl alkoholikl se projevuje zvySenda koncentrace transferinu s nizkym obsahem cukerné slozky
(tzv. bezsacharidovy transferin, carbohydrate-deficient transferrin, CDT), ktera se vyuZziva pro odliSeni alkoholik(.

Hemopexin

Hemopexin vaze hem. Jeho pokles je méné citlivym ukazatelem hemolyzy nez haptoglobin. Po vyCerpani kapacity
haptoglobinu pro vazbu hemoglobinu cirkuluje zbyly hemoglobin v plazmé; z¢3sti je pak vychytdvan jaternimi
burikami, z¢asti vylu¢ovan moci (hemoglobinurie) a z¢asti oxidovan na methemoglobin, z néhoz snadno disociuje
hem. Hem se mlzZe vazat na hemopexin a v této vazbé je transportovan k jaternim bunkam. Hem se také muize
nespecificky vazat na albumin za vzniku methemalbuminu, z néhoz mize byt , predan” opét hemopexinu, jakmile
je hemopexin k dispozici.

Koncentrace hemopexinu byva snizena u hemoragické pankreatitidy a krvaceni do télesnych dutin pti soucasné
normalnich koncentracich haptoglobinu.

Beta-lipoprotein

Lipoprotein pohybujici se v beta2 oblasti odpovida lipoproteinu o nizké hustoté (LDL). LDL (low density
lipoproteins) jsou hlavni lipoproteinové CcCastice, které prendasSeji cholesterol v krevni plazmé, pochazeji
z katabolismu IDL a VLDL a jejich hlavni apoprotein je apoB-100. Nejvétsi ¢ast pochdzi z transformace VLDL,
ale nékteré jsou syntetizovany ptimo (zvlasté u pacientd s familiarni hypercholesterolémii). LDL mohou byt
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katabolizovany rdznymi typy bunék (75 % jatry), a to jak LDL-receptor dependentnim mechanismem,
tak mechanismy na téchto receptorech nezavislymi (napf. pomoci ,scavenger” receptora).

C3 a ¢4 slozky komplementu

Komplementovy systém se sklada z pfiblizné 30 bilkovin, které Ize rozdélit podle funkce do nékolika skupin:
bilkoviny klasické cesty (C1, C4, C2, C3)

bilkoviny alternativni cesty (C3, faktory B a D, properdin)

membranu atakujici komplex (C5-C9)

inhibitory uvedenych drah

bunééné receptory.

s wnN R

Hlavnimi funkcemi komplementového systému jsou:

. opsonizace (fragment slozky C3, oznacovany C3b, ktery se pevné vaze na mikrobialni povrch)

e  chemotaxe (fragmenty C3a a C5a)

. osmoticka lyza (komplex C5b-C9, ktery se zanofuje do plazmatické membrany atakované bunky a vytvari
v ni pory (vétSina mikroorganismu je vSak vac¢i tomuto lytickému plsobeni komplementu chranéna
bunécnou sténou).

V klinické praxi se nejc¢astéji stanovuji slozky C3 a C4. Jejich koncentrace mirné stoupa pfi reakci akutni faze, klesa
pfi jejich aktivaci, resp. spotfebé u nékterych systémovych autoimunitnich onemocnéni. C3 slozka je v plazmé
pfitomna v nejvyssi koncentraci ze vSsech komponent komplementu. Syntetizuje se pfevazné v jatrech; bakterialni
endotoxin indukuje také syntézu v monocytech a fibroblastech. Rovnéz C4 slozka je syntetizovana prevaziné
jaternimi burikami, v malém mnozstvi jinymi tkanémi.

Fibrinogen

Fibrinogen je glykoprotein o molekulové hmotnosti 340 kDa. Pfi elektroforéze se pohybuje mezi beta
a gama-globuliny. Jedna se o symetricky dimer, sloZeny ze tfi parQ fetézcl alfa, beta a gama.

Béhem hemokoagulace se plisobenim proteolytického enzymu trombinu uvoliiuje fibrinopeptid A a vznika
monomer fibrinu. Pak trombin odstépuje fibrinopeptid B a dojde k polymerizaci monomeru fibrinu, které jsou
pFicné pospojovany aktivovanym koagulaénim faktorem XlII za vzniku stabilniho trombu.

Patfi mezi pozitivni reaktanty akutni faze zanétu. Jeho hladina stoupa béhem nékolika hodin po vzniku zdnétu
navozenim zvySené syntézy v jatrech a béhem nékolika dni mlze dosahnout nékolikanasobku vstupni hladiny.
Vysoké koncentrace nachdzime napf. u zanétlivych chorob pojiva. Fibrinogen predstavuje rizikovy faktor
aterosklerdzy.

Pokles jeho koncentrace mUze byt zplsoben nedostatecnou syntézou u tézkych hepatopatii nebo zvysenou
spotrebou, napf. pfi diseminované intravaskularni koagulopatii (DIC).

Gama-globuliny

Imunoglobuliny

Imunoglobuliny (protilatky) rozpoznavaji antigen a iniciuji mechanismy jeho zniceni. VSechny imunoglobulinové
molekuly se skladaji ze dvou identickych tézkych (H z angl. heavy) fetézcl (alfa u IgA, delta u IgD, gama u IgG, mi
u IgM, epsilon u IgE) a dvou identickych lehkych (L z angl. light) Fetézc (kappa nebo lambda). Kazdy z fetézcl ma
konstantni ¢ast a ¢ast variabilni, ktera se Ucastni rozpoznani a vazby antigenu. Variabilni ¢ast tézkého i lehkého
fetézce tvori jedind doména; konstantni ¢ast lehkého retézce rovnéz tvori jedina doména, ale konstantni ¢ast
tézkého retézce vice domén. Lehky retézec spolu s variabilni ¢asti a prvni doménou konstantni ¢asti tézkého
fetézce tvofi tzv. Fab fragment (ab znamend ,antigen binding”, tj. fragment vazajici antigen); dalsi domény
konstantnich ¢asti tézkych retézcl tvofi tzv. Fc fragment (c zde znamena crystallizable, tj. krystalizovatelny).
Kazdda molekula imunoglobulinu ma tedy dva Fab fragmenty a jediny Fc fragment. Na rozdil od vétSiny
plazmatickych bilkovin, které jsou syntetizovany v jatrech, jsou imunoglobuliny syntetizovany a secernovany
plazmatickymi burikami.

Imunoglobuliny jsou glykoproteiny; oligosacharid se vidy vaze na konstantni ¢ast tézkého retézce (na retézec
gama se vaze jeden oligosacharid, na ostatni typy H fetézct vice molekul oligosacharidd).
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Obrdzek 6.3: Schematické zndzornéni molekuly imunoglobulinu (zdroj: Kusnierovd — viastni)

Imunoglobulin G (IgG)

Je kvantitativné nejvice zastoupen (70-75 % celkovych imunoglobulin(). Hlavni funkci IgG je neutralizace toxin0
v tkanich. Prochazi fetoplacentarni bariérou, a novorozenci tak maji vysokou koncentraci IgG, ktera postupné

IgG se déli do nékolika podtfid (IgG1-1gG4), které se lisi zejména usporadanim pantové oblasti.

Imunoglobulin M (IgM)

I1gM je prvniimunoglobulin syntetizovany v pribéhu protilatkové odpovédi a také jediny imunoglobulin normalné
syntetizovany jiz u novorozencu. Existuje jako monomer vazany na membranu, zatimco vétsina IgM pfitomného
v séru je pentamerem sloZzenym z péti monomernich imunoglobulinovych jednotek spojenych malym
glykopeptidem, tzv. J fetézcem. IgM obsahuje asi 10 % sacharid(l. Jeho velkda molekulova hmotnost (M 900 000
pro pentamer) zabrariuje jeho tniku do extravaskularnich prostor. IgM Uc¢inné aktivuje komplement; tuto funkci
zajistuje Fc ¢ast molekuly.

Imunoglobulin A (IgA)

Pfedstavuje 10 — 15 % sérovych imunoglobulin(l. Vétsina IgA je pfitomna jako monomer, ale 10-15 % sérového
IgA je dimerem. Dimer je vice odolny viéi destrukci patogennimi mikroorganismy. Jinou formou IgA
je tzv. sekrecni IgA, prfitomny v slzach, slinach, potu, mléce, kolostru a v sekretech dychacich cest a traviciho
traktu. Je syntetizovan hlavné plazmocyty ve sliznicich stfeva a bronchl a ve vyvodech mlécné Zlazy. Sekrecni
komponenta udéluje sekrecnimu IgA zvySenou rezistenci k enzymim, coZ umoznuje ochranu sliznic pred
mikroorganismy. Jeho pritomnost v kolostru a mléce chrani novorozence pred stfevnimi infekcemi.

Imunoglobulin D (IgD)

Pfedstavuje méné neZ 1 % sérovych imunoglobulind. Je to monomer obsahujici 12 % sacharid(. Je pfitomen
jako membranovy receptor pro antigen na B lymfocytech.

Imunoglobulin E (IgE)

IgE obsahuje 15 % sacharid(. IgE molekuly se vaZzou na povrch Zirnych bunék (svou Fc oblasti). Dojde-li k vazbé
antigenu (alergenu) a spojeni dvou takto navazanych IgE molekul, Zirné burky jsou stimulovany k uvolnéni
histaminu a dalSich vazoaktivnich latek odpovédnych za projevy alergickych reakci.

6.2.5.Volné lehké fFetézce kappa a lambda

Lehké tetézce jsou soucasti molekuly imunoglobulind; fyziologicky jsou vSsak produkovany v mirném nadbytku
nad fetézci tézkymi, a proto se nachazi i v krevnim séru. Zda se, Ze maji urcity vyznam pro regulaci imunitni
odpovédi. Pfinadorovych proliferacich vychazejicich z plazmatickych bunék mdZeme najit v krevnim séru vyrazné
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(az o nékolik Fadu) zvysené koncentrace volnych lehkych fetézcl jednoho typu; kromé absolutnich koncentraci
sledujeme také pomér (free kappa/free lambda) nebo rozdil (diferenci) jejich koncentraci (free kappa — free
lambda, nebo naopak). Jejich stanoveni vyZaduje pouZiti protilatky specifické proti tzv. skrytym determinantam,
tj. determinantam ,neviditelnym®, je-li lehky rfetézec vazan na tézky retézec v kompletni imunoglobulinové
molekule, e znacné specifickdé. Volné lehké fetézce imunoglobulind jsou povaZovany za cenny markerem
v diagnostice i sledovéni IéCebné odpovédi u pacientl s monoklondinimi gamapatiemi, marker aktivity nékterych
autoimunitnich onemocnéni (systémovy lupus erythematosus, revmatoidni arthritida, Sjogrendv syndrom aj.),
jejich stanoveni v mozkomisnim moku ma vyznam v diagnostice neurologickych onemocnéni, zvlasté roztrousené
sklerézy.

6.3 Monoklonalni gamapatie

Termin oznacuje pfitomnost imunoglobulind (popt¥. jejich fragmentd) produkovanych jednim patologicky
zmnoZenym klonem plazmatickych bunék. Patfi zde stavy jako monoklondini gamapatie nejistého vyznamu
(MGUS), mnohocetny myelom a fada dalSich nadorovych onemocnéni.

Vzacné nachazime monoklonalni imunoglobuliny i u nenadorovych onemocnéni (AIDS, chronicka hepatitida,
cirhdza, revmatoidni arthritida aj.); v ¢asti pripadll jde pravdépodobné o koincidenci s MGUS.

Screeningovym testem pro diagnostiku monoklondlnich gamapatii je elektroforéza sérovych bilkovin. Pfi nalezu
monoklondlniho gradientu se doplniuje imunofixacni elektroforéza, kdy je pritomny anomalni gradient typizovan
pfi reakci se specifickymi antiséry proti tézkym a lehkym Fetézcim imunoglobulinG (y, o, b, , A, popf. J, €, anebo
free k, free A,), viz obrazek 6.4.
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Obrazek 6.4: Vysledek imunofixacni elektroforézy; A— monoklondlni imunoglobulin IgG kappa;
B —monoklondlni imunoglobulin IgG kappa a monoklondini voiné lehké retézce lambda.
(zdroj: Kusnierovd — vlastni foto).

6.4. Polyklonalni gamapatie

Zvysené koncentrace polyklonalnich imunoglobulind nachazime u onemocnéni pojiva, jater, chronickych infekci,
lymfoproliferativnich onemocnéni i nehematologickych malignit. Onemocnéni kize, plic a stfev a také nékteré
jaterni nemoci Casto provazi zvySena koncentrace IgA, zatimco systémové infekce vedou ke zvySenym
koncentracim vsech imunoglobulin(, zejméma IgG.

6.5 Reaktanty akutni faze

Oznacujeme tak bilkoviny, jejichZ koncentrace v plazmé se méni pfi akutnim zanétlivém postizeni. Délime je
na pozitivni (CRP, SAA a dalsi), jejichZ koncentrace za téchto okolnosti stoupd, a negativni (prealbumin, albumin,
transferin), jejichZ koncentrace v séru naopak klesa.
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C-reaktivni protein (CRP)

Nazev této bilkoviny se odvozuje od schopnosti vazat C-polysacharid bunécné stény Streptococcus pneumonie.
VazZe vsak rGzné polysacharidy na povrsich baktérii, hub a prvok(, ale také fosfatidylcholiny a polyanionty.
Po vazbé dochdzi k aktivaci komplementu klasickou cestou. Hlavni Ulohou CRP je rozpozndni potencidlné
toxickych latek uvolnénych z poskozenych tkani.

CRP je nejvyznamnéjSim pozitivnim reaktantem akutni faze vzhledem ke snadné dostupnosti jeho stanoveni
a rychlému vzestupu koncentrace (do 24-48 hodin). Jeho koncentrace stoupaji u bakteridlnich infekci, ale také po
infarktu myokardu, traumatech, chirurgickych vykonech a pti nddorovych onemocnénich.

Sérovy amyloid A (SAA)

SAA je protein o celkové M, 220 000 — 235 000, sloZzeny z monomerd o M, 12 500. Vétsinou je navdzan na HDL
lipoproteiny. Jde o skupinu malych lipoproteind, které pfi akutni infekci vychytavaji lipidové zbytky bunéénych
membran, a ma tak pozitivni GCinek; naopak u chronickych zanétd muaze prekurzorovy protein SAA vytvaret
nerozpustna depozita v organech, a podilet se tak na vzniku sekundarni amyloidézy. Sérova koncentrace SAA se
zvysuje rovnéz u nékterych malignich nador( a stoupa s progresi onemocnéni.

Prokalcitonin (PCT)

Prokalcitonin se zvySuje v plazmé pfi bakteridlnich infekcich, pfi sepsi a multiorganovém selhani. Hlavnim
stimulem jsou bakteridlni endotoxiny. Zvyseni v plazmé nastdva po 2 hodinach, jasné zvysené koncentrace jsou
6-8 hodin a zUstavaji zvySené po dobu 72 hodin.

Feritin

Feritin je predevsim zasobni bilkovinou pro Zelezo; jedna molekula apoferitinu miZe vazat az 4500 atoml Zeleza
(Fe®). ProtoZe je soutasné pozitivnim reaktantem akutni faze, zmifiujeme jen i na tomto misté.

6.6 Nékteré nizkomolekularni bilkoviny

Nyni probereme stru¢né nékteré vyznamnéjsi nizkomolekularni bilkoviny. Obecnym znakem nizkomolekuldrnich
bilkovin je vzestup sérové koncentrace pti poklesu glomerularni filtrace, uplatfuji se tedy jako markery rendlniho
onemocnéni a jako takové jsou probrany v prislusné kapitole. Zde zminime nejvyznamnéjsi z nich.

Beta2-mikroglobulin

Beta2-mikroglobulin je jednoduchy neglykosylovany polypeptid tvofeny 100 aminokyselinami s jednim
disulfidickym mustkem o M, 11 800. Je soucasti HLA systému na povrchu bunék. Plazmaticky beta2-mikroglobulin
produkuji hlavné myeloidni a lymfoidni buriky. Vyuziva se tak jako tumorovy marker odrazejici proliferaci bunék
tohoto plvodu.

Volné prochazi plné funkénim glomerulem. V moci roste jeho hladina pfi lézi tubularnich bunék, hladina v séru
stoupa s poklesem glomerularni filtrace. Dlouhodobé zvysena koncentrace beta2-mikroglobulinu v séru, napf.
u dialyzovanych pacient(, muZe byt pricinou sekundarni amyloiddzy.

Cystatin C

Cystatin C je protein z rodiny inhibitorl cysteinovych proteaz, filtrovany glomeruly a plné reabsorbovany tubuly
ledvin, vhodny pro posuzovani glomeruldrni filtrace. Cystatiny maji evoluéni a funkéni vztah k serinovym
protedzovym inhibitorim. Cystatin C, ktery je pfedevsim predmétem zajmu klinickych biochemikd, patfi do
cystatinové rodiny Il., ktera je tvorena skupinou extracelularnich inhibitor( cysteinovych protedaz. Jednotlivi
zastupci této skupiny se oznacuji pofadovymi Cisly, ackoli tfeti cystatin se i nadale nazyva cystatin C.

Beta-trace protein

Je enzym konvertujici PGH2 na PGD2 (prostaglandin-H2 D-isomeraza) o M 25 000. Jeho pudvod je vyhradné
mozkovy, hlavnim mistem syntézy je chorioidalni plexus a leptomeningy. Odtud je BTP uvolfiovan do likvoru. BTP
je pritomen ve stopach i v jinych télnich tekutinach véetné séra. Jeho koncentrace v likvoru je 32krat vyssi nez
v séru. Jedna se tedy o vyborny marker likvorey. Vedle uplatnéniv likvorologické diagnostice se nékdy pouziva jako
marker glomerularni filtrace (podobné jako cystatin C). Nevyhodou je vysoka cena stanoveni.
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6.7 Cytokiny

Terminem ,,cytokin® se oznacuje signalni latka celularniho plvodu. Cytokiny jsou nizkomolekularni bilkoviny
(Casto glykosylované) produkované bunkami imunitniho systému (lymfocyty, monocyty, makrofagy, neutrofilni
granulocyty) i bunkami v klasickém pojeti ,neimunitnimi“ (endotel, fibroblasty aj.). Vyznacuji se pfevainym
pusobenim na bunky, které je vytvareji, a na buriky v blizkém okoli (autokrinni a parakrinni plsobeni). Plsobi ve
velmi nizkych koncentracich, jejich polocas je kratky (minuty).

Interleukin 6 (IL-6)

PFfi akutnim zdnétu stoupad jiz za 2-4 hodiny, nezdvisle na funkci jater. Proto je vhodny zejména k ¢asné
diagnostice. V praxi se vyuziva pfedevsim u predcasné narozenych novorozencd, jejichZ jatra jesté nejsou vyzrala
a neprodukuji dostate¢né CRP. Koncentrace IL-6 v plazmé nebo séru zdravych osob je < 11,3 ng/L; koncentrace
> 400 ng/L vzbuzuje naléhavé podezieni na sepsi. Senzitivita testu je téméF stoprocentni; specificita zavisi
na zakladnim onemocnéni. Zvysené koncentrace mohou byt u autoimunitnich onemocnéni, glomerulonefritidy,
nadord a v prvnich dnech po chirurgickém vykonu.

Interleukin 8 (IL-8)

Ma podobny vyznam jako IL-6. ZvySené koncentrace nachazime u akutniho zanétu, ale také pti tkanové hypoxii
a traumatech.

Tumor nekrotizujici faktor (TNF-o)

Je povazovan za marker syndromu systémové zanétlivé odpovédi (SIRS, systemic inflammatory response
syndrom). Stanoveni je vSak problematické. TNF-a je po stimulaci secernovan jen nékolik hodin a jeho polocas
¢ini < 5 minut. Je tfeba rozliSovat mezi testy stanovujicimi biologicky aktivni TNF-a (trimer) a testy stanovujicimi
»celkovy” TNF-a (detekuje i monomery a $tépné produkty).

Soucasné zvySeni koncentraci IL-8 a TNF-o. svédci o aktivaci monocytl (SIRS). Je-li zvysen jen IL-8, svédci
to o aktivaci neimunitnich bunék, napf. po vazbé baktérii nebo jejich lipopolysacharidu na endotelové buriky.
Nevyhodou je vysoka cena stanoveni cytokind, z nichZ pouze stanoveni IL-6 jako ¢asného markeru akutniho
zanétu doznalo Sirsiho pouZiti.

Shrnuti kapitoly

Bilkoviny jsou makromolekularni latky sloZzené z alfa-aminokyselin, vzajemné spojenych peptidovou vazbou.
Biosyntéza bilkovin probihd prevazné v endoplazmatickém retikulu jaternich bunék, odbouravani se rovnéz
uskutec€nuje v jatrech, ddle vledvinach a trdvicim Ustroji. Za fyziologického stavu se bilkoviny nachazeji ve
vzajemné rovnovaze a stdle se obnovuiji. Za patologickych stavl se jejich koncentrace a vzajemny pomér méni.
Mezi hlavni funkce plazmatickych bilkovin fadime vystavbu a obnovu bunék a tkani, transport Zivotné dulezitych
latek, zajistovani koloidné osmotického tlaku, udrZovani acidobazické rovnovahy, hemokoagulace a fibrinolyza,
ochranu pred volnymi radikaly a ochranu proti infekci. Pro potreby klinické diagnostiky stanovujeme koncentraci
celkové bilkoviny, elektroforézu sérovych bilkovin, které ndm umozni rozdéleni bilkovin na zakladé jejich
pohyblivosti v elektrickém poli a kvantitativni stanoveni jednotlivych specifickych bilkovin imunochemickymi
metodami.

Bilkoviny krevni plazmy mu(zeme délit dle elektroforetické pohyblivosti do nékolika frakci — albumin,
alfal-globuliny  (alfal-lipoprotein, alfal-kysely  glykoprotein, alfal-fetoprotein, alfal-antitrypsin,
alfal-antichymotrypsin), alfa2-globuliny (alfa2-makroglobulin, haptoglobin, ceruloplazmin, Gc-globulin),
beta-globuliny (transferin, hemopexin, beta-lipoprotein, C3 a C4 slozka komplementu, fibrinogen)
a gama-globuliny (imunoglobuliny).

Otazky, ukoly:

1. Popiste zakladni charakteristiky bilkovin

2. Jaké jsou hlavni funkce a klinicky vyznam bilkovin krevni plazmy?

3.  Kterymi metodami stanovujeme koncentraci celkové bilkoviny v séru a moc¢i?
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Vysvétlete pojem elektroforéza sérovych bilkovin a vyjmenujte zakladni frakce ziskané elektroforézou?
Charakterizujte imunoglobuliny.

Z ¢eho se skldada molekula monomerniho imunoglobulinu?

Ktera tfida imunoglobulinli se nejvice uplatriuje pfi obrané proti parazitarnim infekcim?

U které populace se setkavame s fyziologickou prechodnou hypogamaglobulinémii?

Je prealbumin negativni reaktant akutni faze?

Jaké jsou normalini koncentrace CRP v séru?

Pti kterém onemocnéni nachdzime vyznamné snizenou koncentraci alfal-antitrypsinu?

Ktery analyt oznacujeme zkratkou CDT?

Dalsi doporucené zdroje k této kapitole:
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Bradwell A. R. Serum Free Light Chain Analaysis (plus Hevylite). 6. vydani. Birmingham: The Binding Site
Group Ltd., 2010.

Burtis C. A., Ashwood E. R. Tietz Textbook of Clinical Chemistry. 3. vydani. Philadelphia: W. B. Saunders
Company, 1999.

Dorner K. Klinische Chemie und Hidmatologie. 6. aktualizované vydani. Stuttgart: Thieme, 2006.
Horejsi V., BartGnkova J. Zdklady imunologie. 3. vydani. Praha: Triton, 2005.

Kolektiv autort (editofi A. Jabor, M. Zamecnik, L. Straka). Encyklopedie laboratorni mediciny. Dostupna z:
http://www.enclabmed.cz/encyklopedie

Racek J., Rajdl, D. et al.: Klinicka biochemie. 3., pfepracované vydani. Praha: Galén, 2021.

Tichy M. Laboratorni analyza monoklondlnich imunoglobuling (paraproteini). Cesky Tésin:

A. L. Instruments, 1997.

Zima T. Laboratorni diagnostika. 3., doplnéné a prepracované vydani. Praha: Galén —Karolinum, 2013.
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7 NEBILKOVINNE DUSIKATE LATKY

V této kapitole se dozvite:
V této kapitole se dozvite informace o dusikatych latkach nebilkovinné povahy, jako je urea, kreatinin, amoniak
a aminokyseliny. Seznamite se s jejich zakladnimi vlastnostmi a diagnostickym vyznamem.

Klicova slova této kapitoly:
Urea, mocovina, kreatinin, amoniak, aminokyseliny.

Cas potiebny k prostudovani uéiva kapitoly: 3 hodiny (teorie + Fedeni tloh)

7.1 Urea (mocovina)

Urea je konecny metabolit odbouravani bilkovin, resp. aminodusiku aminokyselin. Smyslem syntézy mocoviny je
uloZeni, resp. vylouceni dusiku prostfednictvim molekuly, ktera je daleko méné toxicka nez ostatni reaktivnéjsi
formy dusiku, zejména amoniak, anebo aminové skupiny na malych aminokyselinovych molekulach.

Mocovina je syntetizovana v jatrech v tzv. mocovinovém cyklu, v malém mnoZstvi také v ledvinach a mozku.
Do mocovinového cyklu vstupuje karbamoylfosfat s ornitinem a béhem ¢tyf enzymovych reakci vznika mocovina
a ornitin, ktery opét vstupuje do mocovinového cyklu. Mocovina se vylucuje z téla glomerularni filtraci, sou¢asné
se asi 40 % profiltrovaného mnozZstvi vstiebava zpét v tubularnim systému a zbytek se vylouc¢i modi.
Koncentrace mocoviny v krvi se pohybuje vrozmezi 2,8-8,3 mmol.L™. Sérovd koncentrace je ovliviiovana
stupném jeji tvorby, ktera je dana mnoZstvim bilkovin pfijimanych potravou a schopnosti ledvin ji vylu¢ovat.

Urea v séru
Zvysena koncentrace mocoviny v séru mdze mit nékolik pFicin:
e zvySeny prijem bilkovin potravou
e zvySeny katabolismus vyZadujici zvySenou spotiebu energie (horecka, sepse, Sok, popdleniny,
pooperacni stavy, ...)
e krvacenido traviciho traktu
e zvySena produkce glukokortikoidl nebo |écba velkymi davkami steroidnich hormon(
o funkcni (Sok, kardialni insuficience) nebo renalni selhani ledvin (glomerulonefritida, porucha tubularni
resorpce)
e  obstrukce mocovych cest
o  komplikace spojené s jaternim selhanim.

Snizenou koncentraci mocoviny v séru nachazime u:
e snizeného pfijmu bilkovin potravou
e pfionemocnénijater
e fyziologicky u déti (zvySeny anabolismus).

Urea v modi
Stanoveni urey (mocoviny) v moci se vyuZiva ke zhodnoceni ztrat celkového dusiku moci a tim i k posouzeni
dusikové bilance. Koncentrace urey v moci se pohybuje v rozmezi 320-570 mmol/24 hod.

7.2 Kreatinin

Kreatinin (vnitfni anhydrid kreatinu) je cyklickd dusikatd organicka latka, vznikajici jako konecny produkt
katabolismu kreatinu a kreatinfosfatu. V kosternim a srdecnim svalu slouZi kreatinfosfat (fosforylovany kreatin)
jako zasobarna vysokoenergetického fosfatu. V pripadé nedostatku ATP slouzi jako ,darce” fosfatu pro ADP, a tak
k doplnéni molekul ATP potfebnych pro svalovy stah. Tato reakce se vyuziva v prvnich nékolika minutach
intenzivni svalové prace.
Pfeména:

kreatin + ATP — kreatinfosfat + ADP

je reverzibilni, katalyzovana kreatinkinazou (CK). Cyklizace kreatinfosfatu na kreatinin a fosfat je spontanni,
pomald, ale kontinudlni.
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Mnozstvi kreatininu v organismu zavisi na mnozstvi svalové hmoty. Kreatinin se dostava do organismu také
potravou a vylucovan je predevsim ledvinami, v moci se nachazi diky glomerularni filtraci a také tubularni sekreci,
pficemz nedochazi k jeho zpétnému vstrebavani. Denni exkrece kreatininu je pro danou osobu konstantni, zavisi
hlavné na mnozstvi svalové hmoty, dieté a funkci ledvin.

V jatrech a ledvinach probiha syntéza kreatinu z glycinu, guanidinové skupiny argininu a methylové skupiny
poskytované S-adenosylmethioninem. Ve svalu se vyskytuje prevaziné ve fosforylované formé jako kreatinfosfat
(20-30 % tvofi volny kreatin, zbytek se nachazi ve fosforylované formé; 98 % veskerého kreatinu se vyskytuje ve
svalech) a je zde transportovan krvi. Kreatinin se denné tvofi neenzymatickou cyklizaci 1-2 % kreatinfosfatu.
Mnozstvi kreatinu, které je preménéno na kreatinin, byva opét resyntetizovano a kreatinin je poté z téla vyloucen
jako odpadni latka.

Denni produkce kreatininu je kolem 25 mg.kg™* télesné hmotnosti (priimérné hodnoty u dospélych neobéznich
muzd: 13,3 mmol.den?, u Zen: 10,6 mmol.den?). Denni produkce kreatininu pro danou osobu je témé&F
konstantni, protoZe tvorba kreatininu je pfimo Umérna svalové hmoté.

Kreatinin se nachazi ve vsech padach, v obilnych zrnech a dalsi rostlinné hmoté, také v nékterych rybach
a extraktu z krabiho masa. Kreatinin se do organismu dostava jako soucast masa a masnych vyrobkd, véetné vyvaru
z masa. V mrtvém mase se kreatinin nachazi diky hydrolyze kreatinfosfatu pfitomného ve svalové tkani zivocich(
na kreatin, ktery se pti tepelném zpracovani masa a masnych vyrobkl dehydratuje na kreatinin.

Vlivem nedostatku proteinli v potravé dochazi i ke snizeni mnozstvi kreatininu v organismu. Pfiinou je sniZzeny
pfisun esencialnich aminokyselin (arginin, methionin), z nichZ je syntetizovan kreatin. Kreatinin se také jako
kreatin nachazi ve svalové tkani, mozku, krvi a je béZnou soucasti moci. Pomér produkce a exkrece kreatininu je
za normalnich podminek konstantni a oba pochody se nachazeji v rovnovaze. Z90 % je kreatinin filtrovan do
moci a 10 % se do moci dostdva tubuldrni sekreci. Se vzrlstajici koncentraci v séru roste i mnozstvi secernované
tubuly. Veskery kreatinin v ledvinach profiltrovany je z téla vylouen a v tubulech neni zpétné vstiebavan,
oznacuje se za tzv. bezprahovou latku.

Diky prijmu kreatinu a kreatininu v masnych vyrobcich mlzZe byt denni exkrece kreatininu o 10-30 % vyssi
nez syntéza. Mnozstvi vylouceného kreatininu za 24 hodin zavisi na mnoZstvi svalové hmoty, dieté a funkci ledvin.
Pfi vyrazném zvyseni koncentrace kreatininu v plazmé (pfi chronické nedostatecnosti ledvin) byla zjisténa také
exkrece kreatininu stfevni sliznici (aZ 60 % prijatého kreatininu). Ve stifevech je kreatinin hydrolyzovan bakterialni
kreatininazou.

Kreatinin v séru

Koncentrace kreatininu v séru zavisi na svalové hmoté jedince, proto tato hodnota byva vyssi u muzid nez u Zen.
Stanoveni koncentrace kreatinu v séru se vyuzivd pro hodnoceni velikosti glomerularni filtrace. Jestlize
glomeruldrni filtrace klesne pod 50 %, zacinaji hodnoty kreatininu stoupat nad horni hranici referen¢ni meze.
Je nutné si uvédomit, Ze pokud se sérova koncentrace kreatininu zvysi nad horni hranici normy, je jisté, Ze funkce
ledvin je snizend. Pokud je ale koncentrace kreatininu v séru v mezich normy, nelze zcela fici, Ze glomeruldrni
filtrace neni snizend oproti normalu. Je tedy patrné, Ze samotné stanoveni sérové koncentrace kreatininu je pro
v€asné odhaleni poskozeni ledvin velmi malo citlivé, proto je lepsSi vyuzit zjisténi clearance endogenniho
kreatininu (viz nize).

Kreatinin v moci

Vysetreni kreatininu v moci a stanoveni odpadu kreatininu obvykle za 24 hodin se vyuziva pro posouzeni funkce
ledvin v rlznych vypoctovych ukazatelich, stavu vyZivy a svalové hmoty a pro orientacni standardizaci latek
vyluéovanych moci vzhledem k objemu moce. Variabilita vylucovani kreatininu moci je vysoka, zaleZi totiz
na pfijmu masa, fyzické aktivité, dennim rytmu a dalsich faktorech. MiZe se pohybovat az kolem 30 %. Hodnoty
kreatininu v moci zaviseji také na véku a pohlavi. Interference pfi stanoveni Jaffého metodou jsou méné Casté
nez v séru.

Pred vySetfenim se nedoporucuje dieta s vy$sim obsahem masnych bilkovin (maso, vyvary) nebo vétsi fyzicka
zatéz. Klade se daraz na spravny kvantitativni sbér moci. Nelplny sbér moce muzZe byt pri¢inou nepresnych
vysledkd, dale to mlze byt interference pfi stanoveni, katabolismus.

Pro stanoveni kreatininu vmoci se tedy doporucuje sbirand moc¢ do plastovych lahvi (polystyrén) bez
konzervacnich pripravkll a po dobu sbéru je vhodné skladovat je v lednici. Pfed odlitim vzorku je nutné moc¢
pofadné promichat, s presnosti na 10 ml zméfit objem (u velmi malych déti s pfesnosti na 1 ml) a uvést presnou
dobu sbéru.
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Clearance kreatininu

K méreni glomerularni filtrace se vyuZiva tzv. renalni clearance, méri se tedy nepfimo. Clearance Ize definovat
jako objem plazmy, ktery se za urcitou €asovou jednotku zcela ocisti od dané latky. Clearance latky, kterd
se v glomerulech volné filtruje, neni metabolizovana a z organismu se vyluCuje pouze glomeruldrni filtraci,
pficemz nedochazi k jeji zpétné resorpci, a navic ani k sekreci tubuly, se rovna hodnoté glomeruldrni filtrace.
Vypocet clearance libovolné Iatky:

Uy -V
Px

GF =Cx =

kde Cxje clearance latky (ml.s), Ux je koncentrace dané latky v mo¢i (mol.L%), V je diuréza za &as (ml.s?), Px je
koncentrace dané latky v plazmé (mol.LY).

Latka, jejiz vlastnosti odpovidaji vySe uvedenym, je inulin, tzv. ,zlaty standard” pro méreni glomerularni filtrace
(GF). Pro praxi je vSak stanoveni GF pomoci inulinu nepravdépodobné. V soucasnosti preferovanym zplsobem
odhadu glomerularni filtrace (eGF) jsou rovnice CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration)
vychazejici z koncentraci sérového kreatininu, které byly odvozeny na zékladé analyzy 13 studii s 5352 ucastniky
zahrnujicimi vSeobecnou populaci, diabetiky i pacienty s chronickym selhanim ledvin (CKD, chronic kidney
disease), Tabulka 7a. Hodnoty sérového kreatininu vSak zaviseji na mnozZstvi svalové hmoty, proto u Zen
¢i nemocnych svalovou atrofii, u rlznych malignit a jaterni cirhdzy lze ocekavat vyrazné nizsi hodnoty. U téchto
skupin pacientll je nutné pouzit jiny marker glomerularni filtrace, napf. cystatin C. Také zde je doporuceno
vyuzivat rovnici CKD-EPI (Tabulka 7b) anebo kombinovanou rovnici CKD-EPI ze sérového kreatininu a cystatinu C
(Tabulka 7c), ktera poskytuje nejpresnéjsi hodnoty eGF. DuleZitou podminkou je stanoveni koncentrace
kreatininu i cystatinu C metodou metrologicky navazanou na referen¢ni material (NIST 967 pro kreatinin, resp.
DA ERM 472 pro cystatin C).

Tabulka 7a. Rovnice odhadu glomerularni filtrace ze sérového kreatininu (Krea-S) dle CKD-EPI.

Pohlavi Krea-S [umol.L] Vzorec pro vypocet eGF [ml.s.1,73 m?]

Zeny <62 2,4 . (Krea-S/61,9)%32° . 0,993, 1,159 (¢erna populace)
>62 2,4 . (Krea-S /61,9)2%, 0,993, 1,159 (¢ernd populace)

Muzi <80 2,35 . (Krea-S /79,6) %4 . 0,993"¢ . 1,159 (Eernd populace)
>80 2,35. (Krea-S /79,6)12%° . 0,993v% , 1,159 (&ernd populace)

Tabulka 7b. Rovnice odhadu glomerularni filtrace ze sérového cystatinu C (CysC-S) dle CKD-EPI.

Pohlavi CysC-S [mg.LY] Vzorec pro vypocet eGF [ml.s.1,73 m™?]

2e“\l <0,8 2,217 - (CysC-S/0,8) 4% 0,996 . [0,932 Zena]
Muzi

Zeny >0,8 2,217 - (CysC-S /0,8)-328-0,996"% - [0,932 7ena]
Muzi
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Tabulka 7c. Kombinované rovnice CKD-EPI pro eGF pomoci sérového kreatininu (Krea-S) a cystatinu C (CysC-S).

Pohlavi Vzorec pro vypolet eGF [ml.s1.1,73 m?]

Zeny Krea-S < 62 pmol.L*! 2,17 - (Krea-S/61,9)%%*. (CysC-5/0,8)%37> - 0,995"% [1,08 &erna
CysC-S<0,8 mg.L? populace]
Krea-S < 62 pmol.L™ 2,17 - (Krea-S/61,9)%%*8. (CysC-S/0,8)°71 . 0,995 [1,08 &ernd
CysC-S>0,8 mg.L? populace]
Krea-S> 62 pmol.L*! 2,17 - (Krea-S/61,9)°% . (CysC-S/0,8)°37> . 0,995 [1,08
CysC-S<0,8 mg.L? cerna populace]
Krea-S > 62 pmol.L™ 2,17 - (Krea-S/61,9)%1. (CysC-S/0,8) 071 . 0,995 [1,08 &ernd
CysC-S>0,8 mg.L? populace]

Muzi Krea-S < 80 umol.L? 2,25 - (Krea-5/79,6)%2%7 . (CysC-S/0,8)%37>. 0,995 [1,08 ¢ernd
CysC-S<0,8 mg.L? populace]
Krea-S < 80 pmol.L? 2,25 - (Krea-5/79,6)%2%7 . (CysC-S/0,8) %71 . 0,995 [1,08 &erna
CysC-S> 0,8 mg.L? populace]
Krea-S > 80 umol.L* 2,25 - (Krea-S/79,6)%%%* . (CysC-S/0,8) %375 - 0,995 [1,08 &erna
CysC-S<0,8 mg.L? populace]
Krea-S > 80 pmol.L? 2,25 - (Krea-S/79,6)%%%1. (CysC-S/0,8) %7 . 0,995¢ [1,08 &erna
CysC-S>0,8 mg.L? populace]

7.3 Kyselina mocova

Kyselina mocova a jeji soli (uraty) jsou konec¢nym produktem odbourdvani purinovych bazi (adeninu, guaninu)
u clovéka. Puriny jsou zakladni stavebni slozkou nukleovych kyselin, fady koenzym(i a ve formé ATP
(adenosintrifosfat) predstavuji dalezity zdroj energie pro bunky.

Kyselina mocova, a tedy i puriny, se do krevniho obéhu dostava nejen odbouravanim, ale i potravou, anebo
pfirozpadu a obnové bunék organismu.

Kyselina mocova je vyluovana prevazné ledvinami, pficemz asi 90 % se zpétné resorbuje zpét do krve. Z toho
vyplyva skutecnost, Ze kyselina mocova neni pouze odpadni latkou, ale vyznamné se podili napf. na antioxidacni
ochrané organismu (chrani pfed nepfiznivym tGc¢inkem volnych radikald).

Kyselina mocova je velmi malo rozpustna ve vodé, coz vede k ukladani jejich krystald ve tkanich, a to hlavné
v ledvindch a v kloubni tekutiné. V mocovych cestach se mohou krystaly kyseliny mocové podilet na vzniku
mocovych kamenu.

Kyselina mocovd v séru

Vyskyt zvysené koncentrace kyseliny mocové v séru mlze mit za nasledek zvySenou produkci, nebo snizené
vylucovdni kyseliny mocové.

Zvysena produkce mUze souviset se zvysenym pfijmem purind v potravé (maso), zvysenou degradaci nukleovych
kyselin pfi zvySeném rozpadu bunék (po cytotoxické |é¢bé, po ozareni atd.).

Se snizenym vyluc¢ovanim kyseliny mocové se setkdvame u poruchy funkce ledvin, spojenych jak se snizenou
glomeruldrni filtraci, tak se zvySenou tubularni resorpci.

Dna

Dna je metabolické purinové onemocnéni, které zpUsobuje ukladani krystald kyseliny mocové predevsim
v kloubech. Objevuje se u osob po chronické hyperurikémii, nicméné neni s ni totoZzna a mizeme se s ni setkat
i u osob s normalni sérovou koncentraci kyseliny mocové. Jde o ¢asté onemocnéni, které postihuje 1-2 % dospélé
populace a jeho vyskyt stéle nar(sta.

Dna je charakterizovana atakami artritidy (zanétlivé onemocnéni kloub(). Souvisi vsak i s dalSimi chorobami, jako
je hypertenze, metabolicky syndrom, diabetes mellitus, ale také s ledvinnymi a kardiovaskularnimi nemocemi.

7.4 Amoniak

Amoniak jako nejjednodussi slouceninu dusiku avodiku rfadime do skupiny latek nebilkovinného dusiku.
V lidském téle vznika predevsim pfi odbouravani proteinl — je odpadnim produktem aminodusiku aminokyselin.
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Jedna se o neurotoxickou latku. V télnich tekutinach se za fyziologickych podminek vyskytuje z 97,5 % jako
amonny kationt (NH4*), ve formé NHs se nachdzi pouze 2,5 % amoniaku. Pomér koncentraci amonného kationtu
a amoniaku zavisi na pH, pfi alkaléze se zvySuje podil NHs. Ten pak snadnéji difunduje hematoencefalickou
bariérou a mizZe zpUsobit poskozeni centrdiniho nervového systému. Toxicitu vykazuji obé formy amoniaku,
v mozku je detoxikace zajiSténa tvorbou glutaminu v astrocytech.

Hlavnim organem detoxikace amoniaku jsou jatra, kde v pribéhu mocovinového cyklu dochazi k tvorbé urey
(mocoviny), soucasné také syntéze glutaminu, a to jak v jatrech, tak extrahepatalné.

Amoniak se z téla vyluCuje moci prevazné jako urea, ale také jako amonny kationt (NH4*). Je tedy hlavni kyselinou
obsaZzenou v moci — polovina aZ dvé tfetiny denniho mnozstvi kyselin (vodikovych kationt() je takto vylu¢ovana.
Tim se umozZni vylu¢ovani velkého mnoistvi kyselin z téla, aniz by dochazelo ke sniZzeni pH moci. Amoniak zde
pusobi jako pufr, zabraruje pfilisnému okyseleni moci vazbou protonu (pH < 4,5).

Amoniak v plazmé

Zvysena koncentrace amoniaku se projevuje u selhani jater, koreluje s tizi jaterni encefalopatie. Vzacnymi
pricinami jsou Reylv syndrom, dédicné defekty tykajici se enzyml cyklu mocoviny ¢i masivni krvaceni
do traviciho ustroji.

7.5 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami bilkovin, které se ddle vyuzivaji k tvorbé vlastnich bilkovin
téla. Z chemického hlediska se jednda o substitucni derivaty karboxylovych kyselin. Dnes je zndmo vice nez 300

aminokyselin, v bilkovinach se jako stavebni jednotky vyskytuje pouze dvacet aminokyselin, a to vyhradné
v L- konfiguraci.

COOH HOO(IE
|
HQN—(IE'—H H—?’—NHQ
R R
L- D-

Za fyziologickych podminek jsou volné aminokyseliny pfitomné ve viech télnich tekutindch. Jejich koncentrace
zavisi na véku, stravé a zdravotnim stavu jedince. Zdrojem aminokyselin jsou bilkoviny z potravy, které si télo
rozloZi na aminokyseliny, dale opotfebované bilkoviny z tkani a malé mnozstvi vznika pfi pfeméné sacharida.
Aminokyseliny jsou potifebné k syntéze stavebnich bilkovin téla, enzym( a hormond, soucasné k syntéze
plazmatickych bilkovin, k pfeméné na sacharidy. C4st aminokyselin se odbourava na latky jednodussi a p¥i tom
se uvoliuje energie (u nezdravého organismu).

Metabolismus aminokyseliny probihd enzymaticky fizenymi pochody, kdy se pfislusnd aminokyselina ucastni
sledu reakci za vzniku mocoviny, nebo se prenese na ketokyseliny za vzniku nové aminokyseliny. Nékteré
aminokyseliny se zapojuji do cyklu dikarbonovych kyselin, ktery zajistuje energetické zasobovani organismu.
Nedostatecné mnoZstvi nebo snizeni aktivity nékterého z enzymu katalyzujicich preménu aminokyselin miZe byt
pfi¢éinou dédiénych metabolickych poruch aminokyselin. Vysledkem je pak nadmérné hromadéni, nebo
vylucovani nékterého typického metabolitu v krvi a moci, popfF. v jiném biologickém materialu. Jeho prikaz nam
umoziuje odhalit prisluSnou dédi¢nou metabolickou poruchu.

V séru nebo moci mlZzeme stanovit:
. souhrnné vSechny aminokyseliny jako tzv. a-aminodusik
. konkrétni aminokyselinu
. celé spektrum aminokyselin pomoci elektroforetickych ¢i chromatografickych metod.

Dalsi doporucené zdroje k této kapitole:

CSKB [online] [cit. 2013-06-26] Dostupné z: http://www.cskb.cz/cskb.php?pg=doporuceni.

Masopust J. Klinickd biochemie. PoZadovdni a hodnoceni biochemickych vysetreni. Praha: Karolinum, 1998.
Racek J., RajdI D. et al.: Klinicka biochemie. 3., pfepracované vydani. Praha: Galén, 2021.

SEKK [online]. [cit. 2013-04-15]. Dostupné z: http://www.sekk.cz/.

Thomas L. Clinical Laboratory Diagnostics: Use and Assessment of Clinical Laboratory Results.
Frankfurt/Main: TH-Books-Verl.-Ges., 1998.

6. ZimaT. Laboratorni diagnostika. 3., doplnéné a prepracované vydani. Praha: Galén — Karolinum, 2013.
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Shrnuti kapitoly
Tato kapitola popisuje nebilkovinné dusikaté latky, jejich plvod, metabolismus a diagnosticky vyznam. Nékteré
z nich patfi do skupiny biologicky aktivnich latek, jiné jsou odpadnimi produkty metabolismu.

Otazky, ukoly:

Kde je syntetizovana mocovina?

Jaky vyznam ma v nasem organismu kreatinin?
Cim m@Ze byt ovlivnéna hladina kreatininu?
Co je to clearance kreatininu?

Je amoniak zdravi prospésnou latkou?

Jak stanovujeme aminokyseliny?

ok wWN R
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8 STANOVENI AKTIVITY ENZYMU

V této kapitole se dozvite:

Tato kapitola pojednava o sloZeni, vyznamu a funkci enzym(, zminka je vénovdna nazvoslovi a vyjadreni
enzymové aktivity a faktordm, které ovliviiuji katalytickou aktivitu. Zavérem jsou vyjmenovany nejznaméjsi
enzymy a je popsana jejich funkce v naSem organismu ¢i jejich diagnosticky vyznam.

Klicova slova této kapitoly:
Enzym, katalyticka aktivita, aktivatory, inhibitory, kinetika, AST, ALT, GGT, CK, ALP, AMS, CHE, LPS, GMD, LD.

€as potiebny k prostudovani uéiva kapitoly: 4 hodiny (teorie + Fedeni tloh)

8.1 Struktura enzymu

Enzymy fadime mezi biomakromolekuly s relativni molekulovou hmotnosti v rozmezi 10* aZ 106. Tvofi je sloZené
globularni bilkoviny, na jejichZ stavbé se podili jeden ¢i vice polypeptidovych fetézcl. Tato ¢ast se oznacuje jako
apoenzym. Vedle toho se na stavbé enzymi podili i nebilkovinnd ¢ast, nizkomolekularni, oznaovana jako
kofaktor. Kofaktor zahrnuje jak prostetickou skupinu, tak koenzym, které se lisi silou vazby na apoenzym.
Koenzym je vazan slabé a snadno se odstépuje, prostetickd skupina je naopak vazana pevné a v prlibéhu
enzymatické reakce se neodstépuje. Koenzym se vidy podili na katalytické reakci. Kompletni funkéni komplex,
tzn. proteinova Cast a dalsi pridavné slozky, se nazyva holoenzym.

8.2 Mechanismus ucinku enzymt

Na rozdil od bilkovin bez katalytické funkce obsahuji enzymy specificka mista, na néz se vaze substrat, ktery je
zde chemicky pfeménén na produkt reakce. Tato mista se oznacuji jako aktivni mista. Jednda se o specifickou
oblast molekuly enzymu, k niz se mlze vazat substrat, jenz je strukturné doplrikovy (komplementarni). Plvodni
predstavy ,zamku” a , klice” o vazbé substratu do aktivniho centra enzymu vychazely z teorie E. Fischera (1980).
Tato teorie vSak povaZzovala aktivni misto za prostorovy utvar, ktery je strukturné neménny (nepfizplsobuje se
tvaru substratu). S prohlubovanim poznatkli o konformaci biomolekul se prosadilo dynamické vnimani
prostorovych struktur a vznikla nova teorie indukovaného ptizplsobeni. Podle ni se aktivni misto pfizpUsobuje
tvaru substratu teprve pfi kontaktu. Tvar aktivniho mista tedy odpovida struktufe substratu a typu katalyzované
reakce. Soucasné obsahuje presné rozmisténé funkéni skupiny, které jsou soucasti aminokyselin bilkovinné ¢asti
enzymu a jsou vyznamné z hlediska specifity vazby substratu, typu katalyzované reakce, udrzovani prostorové
struktury a vhodnych reakcnich podminek aktivniho centra.

Na povrchu enzymu se rovnéz vyskytuji mista vzdalena od aktivniho centra, jez na sebe vazi rlzné efektory, tzv.
alosterické regulatory, vyvolavajici zménu struktury aktivniho mista. Vysledkem této vazby je zména katalytické
funkce enzymu, to znamena, Ze tyto latky mohou vystupovat jako alosterické aktivatory nebo inhibitory.
Soucasné na enzymu rozpoznavame determinantni mista neboli epitopy, které urcuji imunitni charakteristiku
molekuly enzymu.

8.3 Vlastnosti enzymu

e vysoka katalytickd Géinnost (1 molekula enzymu za 1 sekundu pfeméni aZ 5.10* molekul substratu)
e vysoka specifita:

o vzhledem ke struktufe substratll (substratova specifita) — enzym muze byt vzhledem k substratu
absolutné specificky, tzn. vaze jen jeden druh molekuly (napf. ureaza vaze vyhradné mocovinu), nebo
relativné specificky, tzn. enzym je schopen vazby s nékolika substraty, ale ne se stejnou afinitou (napf.
hexokinaza vaze a preménuje glukdzu, galaktdzu a jiné hexdzy)

o vzhledem k typu katalyzované reakce (reakcni specifita)

o nenarocné reakéni podminky (nizka teplota 20-40°C, normalni tlak 0,1 MPa, pH=7)

e snadndregulace jejich ucinku

e asociace vtzv. multienzymovych komplexech (efektivni katalyza sledu nékolika naslednych reakci)
e netoxi¢nost

e  kratky biologicky polocas
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8.4 Katalyticka aktivita enzymu

Jednotkou katalytické aktivity enzymu je katal, zkratka kat. Katal je takové mnoZstvi enzymu, které katalyzuje
pfeménu 1 molu substratu za sekundu. Je odvozenou jednotkou Sl (1 kat = 1 mol-s72). NejpouZivané;si jsou mensi
jednotky pkat, nkat a pkat.

8.4.1 Faktory ovliviiujici enzymovou aktivitu

1) Fyzikalni vlivy

e Teplota (rychlost enzymaticky katalyzované reakce vzrlista s teplotou, zvysi-li se teplota o 10 °C, rychlost
reakce se zvysi 2krat, nicméné je nutné si uvédomit, Ze enzymy jsou bilkoviny, tudiz pfi vysoké teploté
hrozi denaturace enzymu, teplotni optimum vétsiny enzyma se pohybuje v rozmezi 50-60 °C, pfi této
teploté dosahuje enzym maximalni aktivity. Standardné se u nds provadi stanoveni enzymu pfi teploté
37 °C a tato teplota by béhem méreni neméla kolisat o vice nez 0,1 °C).

e pH (vazebné a katalytické schopnosti aktivniho mista zaviseji na koncentraci vodikovych iont(,
v zavislosti na pH prostredi tak mohou pfijimat ¢i odevzdavat protony, a tak ovliviiovat katalytickou
aktivitu, optimalni pH se pohybuje v rozmezi pH 5-7, setkdame se ale i s vyjimkami, napf. pepsin ma pH
optimum 1-2. Opét ale plati skutecnost, Ze pfi extrémnich zménach pH mZe dojit k denaturaci enzymu.

e Redoxni potencidl (ovliviiuje rovnovahu mezi skupinami -S-S- a -SH).

o lonizujici zareni (paprsky y ve vysokych davkach enzym poskozuji).

e Jontovd sila (mdZe ménit hydratacni plast a konfiguraci enzymové molekuly a tim ovlivnit katalytickou
schopnost).

2) Chemické vlivy

e Koncentrace substrdtu, viz kinetika enzymové reakce.

e Koncentrace enzymu — zavislost rychlosti enzymatické reakce na koncentraci enzymu je pfi konstantni
koncentraci substratu linearni, nalezend linearita v3ak plati pouze pro pocatecni rychlost. Jakmile
koncentrace substratu vyraznéji klesne, reakéni rychlost klesne a pfi dynamické rovnovaze klesne
na nulu.

[E]

Obradzek 8.1: Zavislost rychlosti enzymatické reakce na koncentraci enzymu pfi konstantni koncentraci
substrdtu. (zdroj: Kusnierova — viastni).

e [Efektory —skupina latek, které ovliviiuji enzymatickou aktivitu:
o  aktivatory —zvySuji enzymatickou aktivitu (napf. organické latky, anorganické ionty),
o) inhibitory — tlumi enzymatickou aktivitu, déli se na:
= inhibitory kompetitivni — soutéZi se substratem o vazbu na aktivni misto enzymu, maji
podobnou strukturu jako substrat, mira inhibice je dana pomérem koncentraci substratu
a inhibitoru, lez ji tedy potlacit zvySenim koncentrace substratu, tento typ inhibitoru tedy
neovliviiuje maximalni rychlost, ale snizuje Km,
] inhibitory nekompetitivni — mechanismus této inhibice je zaloZen na alosterickém principu,
inhibitor se vaze mimo aktivni misto, vyvola zménu struktury, ktera zasdhne i aktivni misto
a tim blokuje jeho aktivitu, tento inhibitor nevyvolavd zménu Km, ale snizuje maximalni
rychlost reakce,
= akompetitivni inhibitory — latky, které se vazi na jiz vznikly aktivovany komplex ES, vytvori
se ESI, ktery nemize byt preménén na konecny produkt.
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Kinetika enzymové reakce
Nejjednodussi kinetiku maji jednosubstratové reakce typu:

E+S<ES-E+P
Rychlost reakce zavisi na koncentraci substratu [S]. Ziskana krivka ma tvar hyperboly. Pfi nizkych koncentracich
substratu pozorujeme zavislost odpovidajici reakci 1. radu (linearni zavislost). PFfi vysSich koncentracich

se vzestup zpomaluje, aZ se nakonec rychlost se stoupajici koncentraci prakticky neméni (maximalni rychlost V),
enzym je substratem nasycen.
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Vimax

Km [s]

Obrazek 8.2: Zavislost rychlosti jednosubstratové reakce na koncentraci substratu [S].
(zdroj: Kusnierova — vlastni).

Pribéh enzymové reakce vyjadfuje rovnice Michaelise a Mentenové:

vV [S]

Yo = Ko + 18]

kde Km se nazyva Michaelisova konstanta, nejdlleZitéjsi charakteristika kazdého enzymu. Rovnici Ize dale upravit
a plati

Ky = [81- (" = 1),

max

Nasledné z rovnice vyplyva, Ze bude-li pomér: Ymax — 2 bude Km rovno [S]. Z toho plyne definice Michaelisovy

v
konstanty: Km je koncentrace substratu, pfi niz enzymova reakce probiha polovinou maximalni rychlosti.

Michaelisova konstanta je tedy mirou afinity enzymu k substratu. Cim je jeho hodnota nizsi, tim je afinita enzymu
k substratu vétsi. Km mda rozmér latkové koncentrace (mol/L) a pohybuje se v rozmezi 102-10° mol/L.

8.5 Klasifikace enzymu

Enzymy délime do jednotlivych tfid podle typu katalyzované reakce:

a) Oxidoreduktazy — katalyzuji oxidacné redukini pfemény mezi molekulami, napt. dehydrogenaza,
oxidaza.

b) Transferazy —katalyzuji pfenos skupin atomi z donorové molekuly na akceptor, napf. aminotransferazy,
transmetylazy.

¢) Hydrolazy — stépi substraty hydrolyticky za vstupu vody. Patti zde peptidazy, lipazy, glukosidazy.

d) Lyazy — katalyzuji odStépeni malych molekul (H20, COzatd.) nebo jejich vnaseni za tvorby vazby C-C,
C- O, C-N. Prikladem mohou byt syntézy, dekarboxyldzy atd.
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e) lzomerazy — katalyzuji izomerace, tzn. vzajemnou preménu izomerd pfesunem atom( nebo jejich skupin
v rdmci jedné molekuly.

f)  Ligdzy — katalyzuji vznik energeticky narocnych vazeb za soucasného katabolismu vysoce energetickych
latek, napf. ATP.

8.6 Lokalizace enzymu

Enzymy jsou pritomné intracelularné i extracelularné. Extracelularni enzymy jsou jako vSechny ostatni bilkoviny
syntetizovany uvnitf buriky a na misto pUsobeni jsou transportovany. Vyskytuji se napf. v travicich stavach,
likvoru, v plazmé, prikladem mohou byt faktory krevniho srazeni, lipoproteinova lipaza atd.

Intracelularni enzymy plsobi uvnitf buriky a jsou obsaZzené volné v cytoplazmé nebo v jednotlivych bunéénych
kompartmentech. Jejich rozloZeni je nestejnomérné, napf. cytochromoxidaza se vyskytuje v mitochondriich,
kyseld fosfataza je typicka pro lysozomy a cytosol je mistem plsobeni enzymu glykolyzy.

8.7 Vyznam enzymtu v mediciné

1) Enzymy umoziuji Zivot jako takovy, nebot za danych podminek (vodné prostfedi, teplota 37 °C, pH 7,4 a tlak
100 kPa) by Zadna pro Zivot potiebna chemicka reakce neprobihala.

2) Enzymy patii mezi latky, které se pouzivaji pro diagnostiku a hodnoceni fady onemocnéni. Mluvime zde
predevsim o intracelularnich enzymech, které se za fyziologickych okolnosti vyskytuji v krvi v urcitém rozmezi.
V pripadé poskozeni bunék se pak intracelularni enzymy vyskytuji v krvi v nékolikanasobné vyssi koncentraci
a umoznuji nam stanovit i prognozu choroby.

3) Enzymy se vyuZivaji pro diagnostiku rdznych latek, pfikladem miZe byt enzymatické stanoveni glukdzy v krvi
nebo stanoveni hladiny cholesterolu, triacylglycerol( atd.

4) Enzymy se Casto vyuzivaji k [é¢ebnym acelim, nahrazuji chybéjici travici enzymy, pouzivaji se k odstranéni
lozZisek fibrinu atd.

5) Podplrnym plsobenim zvysuji G¢inky antibiotik (i chemoterapeutik), ¢imZ umoznuji snizeni davek téchto Iékd.
6) Pri postizeni hornich i dolnich dychacich cest plsobi proti otoklim sliznice, rozpoustéji husty hlen a zlepsu;ji
jeho transport a nasledné odstranéni z organismu atd.

8.8 Prehled vybranych enzymu

Aminoransferazy — tvofi skupinu celuldrnich enzym, které katalyzuji pfenos aminoskupiny z aminokyseliny
na oxokyselinu. Patii zde napt. alaninaminotransferaza (ALT) a aspartataminotransferaza (AST).

Alaninaminotransferdza (ALT)

Katalyzuje pfenos aminoskupiny z alaninu na 2-oxoglutarat za vzniku pyruvatu a glutamatu. Jako prosteticka
skupina se uplatfiuje pyridoxal-5-fosfat.

ALT se vyskytuje prevazné v jatrech, je nejcitlivéjSim indikatorem léze postihujicich jaternich parenchym. V mensi
mife se vyskytuje v ledvindach, srdci, kosternim svalstvu, pankreatu, sleziné a plicich. Biologicky polocas je 48
hodin.

Nejcastéjsi pri¢inou vyrazného narlstu je virova hepatitida. | kdyz v téchto pripadech dochazi ke zvyseni hodnot
aktivit obou aminotransferaz, je aktivita ALT mnohondsobné vyssi. Vyrazné zvyseni hodnoty ALT muiZeme
pozorovat také v pripadé infekéni mononukledzy, chronickych jaternich onemocnéni, nemoci Zlucovych cest.
Dalsi pfitinou mlZe byt poskozeni svalli v d@sledku tGrazu, zanétu ¢&i degenerativnich procest. Castym ddvodem
zvySené koncentrace ALT mohou byt také dekompenzované srdecni vady.

Aspartataminotransferdza (AST)

Katalyzuje prenos aminoskupiny z aspartatu na 2-oxoglutarat za vzniku oxaldtu a glutamatu. Jako prosteticka
skupina se opét uplatnuje pyridoxal-5-fosfat.

AST se vyskytuje v jatrech, srdci, kosternim svalu, méné v ledvinach a mozku. Také se vyskytuje v erytrocytech,
proto je nutné se pfi jeho stanoveni vyhnout hemolytickému séru.

Existuji dva izoenzymy — mitochondrialni (65 % celkového mnoZstvi v burice) a cytoplazmaticky (35 % celkového
mnoZstvi v burice).
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V séru zdravych lidi pfevlada cytoplazmaticky izoenzym, nebot se uvolfiuje z buriky do krve i pfi jejim velmi malém
poskozeni. Mitochondridlni izoenzym stoupd velmi rychle pfi nekréze burnky, proto jeho vyskyt povaZujeme
za vyznamné patologicky nalez.

Nejcastéjsi pFi¢inou zvySené katalytické aktivity AST mizZe byt postiZzeni kosternich svalll pfi Grazu, uZivani statin(
(Iéky sniZujici cholesterol), jaterni onemocnéni, akutni infarkt myokardu, kde vzestup jeho koncentrace
je pozorovan 4—6 hodin po infarktu, maxima pak dosahuje po 16—48 hodinach, k poklesu dochazi za 3—-7 dni.
Soucasné miZeme pozorovat narlst AST pfi cévni mozkové prihodé, u otrav, po podani morfinu, po Soku, srde¢ni
masazi a u zhmozdénin svalstva. Se snizenou katalytickou koncentraci AST se naopak mulZeme setkat
pFi nedostatku vitaminu Be (derivat vitaminu Bs — pyridoxalfosfat je koenzymem aminotransferdz).

Gamaglutamyltransferdza (GGT)

Jednad se o enzym, ktery katalyzuje prenos y-glutamylového zbytku na vhodny akceptor (peptid ¢i aminokyselinu).
Donorem byva nejéastéji tripeptid glutation lokalizovany v cytoplazmé a akceptorem aminokyselina umisténa
mimo buriku nebo vazana na receptor v cytoplazmatické membrané.

Nejvyssi aktivita GGT je v epitelu Zlu¢ovych cest, ledvinnych tubulech, jatrech, pankreatu, stfevé a erytrocytech.
K patologickému zvySeni GGT dochazi pfi jaternich onemocnénich, coz je typické pfi poSkozeni jater alkoholem ¢i
jinymi hepatotoxickymi latkami, dale pti cirhdze a steatdze jater, pfi obstrukci ZluCovych cest (zvySena je i ALP)
a pfi malignich nadorovych onemocnénich, zejména pri sekundarnich nadorech jater (metastazy do jater
zpUsobuji mikrocholestazu, proto dojde ke zvyseni GGT a ALP).

Kreatinkindza (CK)

Kreatinkinaza katalyzuje vratnou reakci mezi kreatinem a adenosintrifosfatem (ATP) za vzniku kreatinfosfatu
a adenosindifosfatu (ADP). Reakce ma vyznam predevsim pro energeticky metabolismus svalu.

CK se nachazi v cytoplazmé mitochondriich bunék kosterniho svalstva, srdce a mozku. Jeho molekula se sklada
ze dvou podjednotek: M (muscle) a B (brain). Jejich vzdjemnou kombinaci vznikaji 3 izoenzymy: svalovy (CK-MM),
srde¢ni (CK-MB) a mozkovy (CK-BB). Izoenzym CK-MM nachazime predevsim v kosternim a srdecnim svalu,
izoenzym CK-BB se vyskytuje v mozku, v krvi jej nalezneme pouze vzacné, divodem je existence hematolikvorové
bariéry, dale ho mlzZeme pozorovat také ve stievé a prostaté. Izoenzym CK-MB je obsazZen predevsim v srdecnim
svalu (20 %), nelze ho v3ak povaZovat za specificky marker pro myokard, protoZe az 3 % tohoto izoenzymu
se nachdazi v kosternim svalstvu.

V praxi se stanovuje podil CK-MB na celkové aktivité CK v séru. Cim je tento podil vyssi, tim je vétsi
pravdépodobnost, Ze je kardidlniho plvodu.

Zvysena aktivita CK mlZe byt nasledkem onemocnéni kosternich svalll (svalova dystrofie), zhmozdéni svalQ,
resuscitace, uzivani statind, Soku, svalové ndmahy predevsim u netrénovanych jedincl, kfecovych stavl atd.
Dalsim ddvodem vyrazného vzestupu koncentrace CK je onemocnéni srdeéniho svalu (infarkt myokardu —nardst
4-8 hodin po ataku, maximum za 24 hod), operace srdce.

vvvvv

glykosidazy, peptidazy a amidazy. Nejznaméjsim predstavitelem této skupiny enzymi je alkalicka fosfataza.

Alkalickd fosfatdza (ALP)

Jedna se o membranové vazany enzym, ktery v alkalickém prostfedi katalyzuje hydrolytické stépeni monoesterd
kyseliny fosfore¢né na fosfatovy aniont a ptislusny alkohol nebo fenol, popf. katalyzuje prenos fosfatové skupiny
na jiny alkohol za vzniku esteru, tzv. transfosforylace.

ALP tvofi skupina izoenzym(, mezi tfi hlavni patfi placentarni, stfevni a tkariové nespecificka ALP, kam radime
izoformy jaterni, kostni a ledvinnou. MlzZeme se setkat i s tzv. onkogennimi izoenzymy, které produkuji nddorové
buriky. ALP se nevyskytuje v erytrocytech a v trombocytech.

K rozliseni jednotlivych forem izoenzym se vyuziva elektroforéza, nejcastéji na acetatcelulézovych gelech, jejimz
vysledkem je separace jaterniho, kostniho a stfevniho izoenzymu. Ke stanoveni placentarniho izoenzymu
muZeme pouZit také tepelnou inaktivaci (zahfati na 56 °C po dobu 15 min), kterou inaktivujeme kostni izoenzym,
a tak muUZeme prokdzat izoenzym placentarni. Dalsi moZnosti pro stanoveni izoenzyml je poufZiti
imunochemickych metod.
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Stanoveni aktivity ALP v séru se vyuZziva k posouzeni kostnich a hepatobiliarnich onemocnéni. ZvySenou aktivitu
ALP pozorujeme pfi virové, chronické, toxické alkoholové hepatitidé, pri chorobach jater, obstrukci ZluCovych
cest napf. nadorem, pfi cirhdze jater, nadorech jater (hepatom), mononukledze, pfi kostnich nadorech (resp.
metastazy primarniho nadoru z kostnich bunék), metastatickém postizeni kosti pti karcinomu prostaty (karcinom
prostaty tvofi osteoplastické metastdzy), osteosarkomech, pfi frakturach kosti, kivici (nedostatek vitaminu D).
Stanoveni aktivity ALP spole¢né s ALT, AST, GGT a bilirubinem se vyuZiva jako soucdst screeningového testu
pfi vySetfeni jater a Zlu€ovych cest.

Alfa-amyldza (AMS)

Katalyzuje Stépeni a-1,4-glykosidickych vazeb v molekuldch Skrobu a glykogenu za ucasti vody. Vysledkem
Stépeni jsou oligosacharidy. Ty se ddle $tépi na disacharidy maltézu, izomaltdézu a glukdzu.

Alfa-amylazu produkuje slinivka bfisni (pankreas) a slinné zlazy, v malém mnozZstvi i dalsi organy, jako jsou jatra,
vajecniky a prsni Zlaza. Tyto enzymy —slinny a pankreaticky — se od sebe liSi cukernou slozkou, oznacujeme je jako
izoenzym slinné a pankreatické amyldzy. Lze je od sebe odlisit napf. elektroforézou.

Amyldza ma pomérné malou molekulu (Mr 55 000-60 000) a velmi snadno prochdzi glomeruldrnim aparatem.
V tubuldrnim systému je pak z 50 % zpétné resorbovana. Zbytek je vylouc¢en modi.

Aktivita AMS se zvySuje v pripadé akutniho zanétu pankreatu, pfi zanétech pfiusnich zlaz, onemocnéni jater.
Zvlastnim pripadem muze byt nalez makroamylazémie, kdy vlastni enzym AMS mizZe byt navazan na molekulu
imunoglobulinu, coZ vede k vzestupu koncentrace AMS v séru, a naopak k poklesu AMS v moci, nebot molekula
AMS je po navazani na molekulu Ig tak velkd, Ze jiz neprojde glomerularnim aparatem. Pfi¢ina tohoto nalezu neni
jednoznacné objasnéna.

Cholinesterdza (CHS)

Rozlisujeme dvé formy tohoto enzymu — acetylcholin acetylhydroldzu (acetylcholinesteraza) a acetylcholin
acylhydrolazu oznacovanou jako pseudocholinesterazu.

Jednd se o skupinu enzymd, které katalyzuji hydrolytické Stépeni esterl cholinu. Acetylcholinesteraza
se vyskytuje v mozku, nervovych burikdch a v erytrocytech, zatimco pseudochylinesterdza je syntetizovana jatry.
Klinicky vyznamné je snizeni hladiny cholinesterdzy v séru, které je typické pro poskozeni jater, nedostatek
bilkovin v potravé (jatra nemaji z ceho CHE syntetizovat), intoxikaci organofosfaty (inhibuji acetylcholinesterazu).

Lipdza (LPS)

Jednd se o enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu triacylglycerold na monoacylglyceroly a mastné kyseliny.
V organismu existuje nékolik druh( lipazy, z klinického hlediska je nejvyznamnéjsi pankreatickd lipaza, ktera
je vyluéovana binarnimi bunkami pankreatu do duodena spolecné s kolipazou a ucastni se na traveni lipida
z potravy. Kolipaza je protein nezbytny pro aktivaci pankreatické lipazy, inhibované solemi Zlucovych kyselin.
Pankreaticka lipaza stépi pouze estery dlouhych mastnych kyselin. Triacylglyceroly musi byt nejprve emulgovany,
nebot k jejich hydrolyze dochazi jen na rozhrani vodné a tukové faze. Pankreaticka lipaza se v malém mnozstvi
dostava i do krevni plazmy. Filtruji ji ledviny, dostava se do primarni moci, avsak v tubulech je zpétné resorbovana
a degradovdna, takZe na rozdil od amylazy se v moci nevyskytuje.

Jaterni lipaza (hepatalni lipaza) stépi triacylglyceroly, monoacylglyceroly i fosfolipidy. Vyskytuje se na endotelu
jaternich kapilar. K aktivaci nevyZzaduje kofaktor. Jeji fyziologickou funkci je odbouravani lipoproteind bohatych
na triacylglyceroly a degradace HDL-lipoprotein(, zvlasté HDL..

Dalsim typem je lipoproteinova lipaza, ktera hydrolyzuje triacylglyceroly lipoproteinl typu VLDL a chylomikrond
a je obsazena v bunkach endotelu.

Na patologickém zvySeni LPS se podili onemocnéni pankreatu, predevsim akutni pankreatitida. Na rozdil
od amylazy nestoupa pti onemocnéni slinnych zlaz a ledvin.

Oxidoreduktazy — enzymy katalyzujici oxidacné-redukéni reakce

Glutamatdehydrogendza(GMD)

Glutamatdehydrogenaza je mitochondridlni enzym. Hraje vyznamnou roli v dusikovém a glutamatovém
metabolismu a je dllezitd k udrZeni energetické homeostazi.
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GMD se vyskytuje v jaterni tkani, mozku, slinivce bfisni a ledvindch. GMD ma vyznam jak pro syntézu, tak
pro katabolismus glutamatu a detoxikaci amoniaku.

Ke zvyseni jeho koncentrace dochazi pfi tézkém poskozeni jaternich bunék. Je mirou rozsahu nekrotického
procesu v jatrech. Spolecné s dalSimi enzymy se vyuZzivd rovnéz pro diferenciaci jaternich onemocnéni.

Laktdtdehydrogendza(LD)

LD je enzym, ktery katalyzuje reverzibilni pfeménu pyruvatu na laktat — jednd se o posledni reakci anaerobni
glykolyzy. Z toho plyne i jeho vyskyt, nachazime jej v cytoplazmé vsech bunék.

Molekula LD ma tetramerni strukturu tvofenou dvéma rdznymi podjednotkami — H (heart) a M (muscle). Jejich
vzajemnou kombinaci vznikd pét izoenzym0 LD. K jejich rozliSeni je moZné vyuZit elektroforetickych technik.
S jednotlivymi izoenzymy se miZeme setkat pod oznacenim LD1 aZ LDs, resp. Ha, HsM, H2M2, HM3, Ma. Izoenzymy
s podjednotkou H jsou schopné na rozdil od podjednotky M katalyzovat i oxidaci homologického substratu LD
a to a-hydroxybutyratu.

LD se vyskytuje témér ve vSech burikach téla. V jednotlivych tkanich se lisi pomérem izoenzymd. Izoenzym Ha
(LD1) ptevaZuje v myokardu a erytrocytech, naopak M4 (LDs) v jatrech a nékterych typech vldken kosterniho svalu.
Izoenzymy LDs a LD4 se vyskytuji v monocytech. V ostatnich tkanich je jiny pomér izoenzymd, neni vak specificky,
a nelze jej proto vyuzit pro diagnostické ucely.

LD se vyskytuje také v likvoru a jeho stanoveni se vyuziva pro diagnostiku nékterych neurologickych onemocnéni,
zejména k rozpozndani meningitid a jejich etiologie.

LD produkuji také nadorové buriky. Zvysenou aktivitu nalézame ve vypotku karcinomatézniho plivodu.

8.9 Analytické stanoveni vybranych jaternich parametrt

V diagnostice se uplatriuji pfedevsim metody spektrofotometrické pro stanoveni aktivit enzymu (ALT, AST, GGT,
ALP). Uvédomte si, Ze jde o kinetické stanoveni. Stanoveni bilirubinu je popsano v dalsi kapitole.

8.9.1 Stanoveni aktivity ALT

Stanoveni aktivity ALT je zaloZzeno na méreni poklesu absorbance reakcni smési pfi 340 nm, dané zménou
koncentrace redukované formy NADH na oxidovany koenzym oxidoreduktaz NAD*
(nikotinamidadenindinukleotid) ve sprazené reakci s laktatdehydrogenazou. Reakce vyZaduje pridavek
pyridoxalfosfatu (P5P; kofaktor pfenosu aminoskupin). Koncentrace NADH je méfena jako jeho absorbance pfiA

= 340/410 nm, pokles absorbance je pfimo Umérny aktivité ALT. Jednd se o metodu doporucenou IFCC

(International Federation of Clinical Chemistry).

ALT
L — alanin + a — ketoglutarat - L — glutamat + pyruvat

LDH
Pyruvat + NADH + H+ ——— L — laktat + NAD *°

8.9.2 Stanoveni aktivity AST

Stanoveni aktivity AST je obdobné jako stanoveni aktivity ALT. Reakce probihaji v prebytku 5P5 (metoda IFCC).
Koncentrace NADH je méfena jako pokles absorbance pfi A = 340/410 nm, ktery je Umérny aktivité AST.

AST
L —aspartat + a — ketoglutarat - L — glutamat + oxalacetat

MDH
Oxalacetat + NADH + H* ——— Malat + NAD *

8.9.3 Stanoveni aktivity GGT

GGT katalyzuje prenos y-glutamylové skupiny z jednoho peptidu na jiny peptid, L-aminokyseliny, jiné molekuly
substratu nebo vody. Rychlost vzniku 5-amino-2-nitrobenzoatu je mérena pfi 410/478 nm a je Gmérna aktivité
GGT.

L —y — glutamyl — 3 — karboxy — 4 — nitroanilid + glycylglycin -»——
L —y — glutamylglycylglycin + 5 — amino — 2 — nitrobenzoat
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8.9.4 Stanoveni aktivity ALP

Stanoveni aktivity ALP se provadi v tzv. transfosforylacnich pufrech. Jako substrat slouzi 4-nitrofenylfosfat, ktery
je ucinkem ALP hydrolyticky rozstépen. Fosfatova skupina je pfenesena na pufr (pH 10,1 - 10,2). Mé¥i se pfirtstek
absorbance pfi 401 az 420 nm, ktery je dan uvolnénym Zlutym 4-nitrofenolatem. Pro zachovani stalého pH béhem
reakce v hodnotach 10,25 se pouzivd pufr 2-amino-2-methyl-1-propanol (AMP). Pro dosaZeni aktivace
a stabilizace enzymu se do AMP pufru pfiddvaji ionty hof¢iku a zinku.

ALP, AMP,pH 10,25Mg/Zn 3
p —nitrofenylfosfit »——————————————————— - p —nitrofenylfosfat + P04

8.9.5 Stanoveni aktivity AMS

Stanoveni aktivity amylazy je zaloZeno na $tépeni tzv. chromogenniho substratu a méfeni zbarveni uvolnéného
chromogenu (chromogenni ¢ chromolytické metody). Metoda IFCC vyuZivd jako substrat
4,6-ethyliden(G1)-4-NP(G7)-a-(1—4)-D-maltoheptaosid. Plisobenim a-AMS je substrat hydrolyzovan na rlizné
oligosacharidy, obsahujici bud' ethylidenovou skupinu nebo 4-nitrofenol (4-NP). Oligosacharidy obsahujici 4-NP
jsou degradovdny pomocnym enzymem a-glukosidazou na glukézu a 4-nitrofenol, jehoZz absorbance se méfi
pFi 405 nm.

Test Atellica pouziva jako substrat p-nitrofenyl maltoheptaosid blokovany etylidenovou skupinou. V tomto testu
se pouziva také indikacni enzym a-glukosidaza pouzivany pro uvolnéni p-nitrofenolu (PNP). Absorbance
uvolnéného p-nitrofenolu se méfi pfi vinové délce 410/694 nm.

AMS
Ed — G7PNP »—— Ed — Gn+ Gn — PNP

alfa—glukosidaza

Gn - PNP PNP + glukéza

8.9.6 Stanoveni aktivity lipazy

Ester 1,2-O-dilauryl-glycero-3-glutarové kyseliny a 4-metylresorufinu se $tépi na nestabilni ester s kyselinou
glutarovou a dale na barevny 4-metylresorufin, ktery se spektrofotometricky méri. Reakce ma dva kroky.
Chromogenni substrat lipazy, DGGMR, 1,2-O-dilauryl-rac-glycero-3-kyselina glutarova-(6'- metylresorufin) ester
je stépen katalytickym Ucinkem lipazy za vzniku 1,2-O-dilauryl-racglycerolu a nestabilniho meziproduktu, kyselina
glutarova-(6'-metylresorufin) esteru. Ten se v alkalickém prostredi spontanné rozklada na kyselinu glutarovou
a metylresorufin. Aktivita lipazy ve vzorku je pfimo umérna produkci metylresorufinu pfi reakci a je mérena
spektrofotometricky pfi vinové délce 571/694 nm.

1,2 — o dilauryl — rac — glycero — 3 — kyselina glutarova — (6’ — metylresorufin) ester
lipaza
———— ester kyseliny glutarové — (6" — methylresorufin) + 1,2 — o-dilauryl — rac
— glycerol

spontanni rozpad
ester kyseliny glutarové — (6" — methylresorufin) —— Metylresorufin

+ kyselina glutarova

8.9.7 Stanoveni aktivity laktdatdehydrogendzy

Laktatdehydrogenaza (LD) katalyzuje pfeménu L-laktatu na pyruvat za pritomnosti
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD). Enzymaticka aktivita LD je Umérna rychlosti tvorby NADH (redukovany
NAD). MnoiZstvi vytvofeného NADH je dano mérenim vzristu absorbance pfi vinové délce 340/410 nm.

laktatdehydrogenaza

L — laktat + NAD+ + H* Pyruvdt + NADH*
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8.9.8 Stanoveni aktivity kreatinkindzy

Kreatinkinaza reaguje s kreatinfosfatem a adenosindifosfatem (ADP) za vzniku adenosintrifosfatu (ATP), pficemz
reakce je spojena s reakci hexokinazy-G6PD (glukdza-6-fosfatdehydrogenazy), a tvori se NADPH. Koncentrace
NADPH se mé¥i naristem absorbance pti 340/596 nm.

CK+Mg2+
Kreatinfosfat + ADP »—————— - Kreatin + ATP
hexokina’za+Mg2+
D — glukéza + ATP 5>———————————— - D — glukbza — 6 — fostat + ADP
glukbéza—6—fosfatdehydrogenaza
D — gluk6za — 6 — fosfat + NADP* 6 — fosfoglukono — & — lakton
+ NADPH

Dalsi doporucené zdroje k této kapitole:

1.  Cermakova M. Klinickd biochemie. 2 dil. Narodni centrum o3etiovatelstvi a nelékatskych zdravotnickych
obora, 2005.

2. RacekJ., Rajdl D. et al.: Klinicka biochemie. 3., pfepracované vyddni. Praha: Galén, 2021.
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4. ZimaT. Laboratorni diagnostika. 3., doplnéné a prepracované vydani. Praha: Galén — Karolinum, 2013.
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Shrnuti kapitoly

Enzymy jsou biokatalyzatory odpovédné za katalyzu chemickych reakci v Zivém organismu. Poruchy ve funkci
jednotlivych enzym( maji za nasledek fadu chorob. Enzymy, které ke své funkci vyZaduji pfitomnost koenzym{,
katalyzuji reakce, pfi nichZz dochazi k prenosu skupin, izomerizaci, syntéze kovalentnich vazeb, oxidaci a redukci.
Méreni katalytické aktivity je zakladem kvantitativniho stanoveni enzymd v klinickych laboratofich. Vétsina
enzym0 se v laboratofich stanovuje spektrofotometricky, kdy méfime zménu absorbance za jednotku casu
pti 340 nm spojené s oxidaci ¢i redukci NAD(P)*/NAD(P)H. Mezi nejznamé&jsi enzymy patfi ALT, AST, GGT, ALP,
AMS, LPS.

Otazky ukoly:

Jaky je rozdil mezi koenzymem a prostetickou skupinou?

Jaké jsou vlastnosti enzym0?

Vysvétlete pojem katalyticka aktivita.

Co je to Michaelisova konstanta?

Jaké tfidy enzym0 zname?

Ktery z enzymU ma vyznam pfi diagnostice infarktu myokardu?
Jaké zname izoenzymy laktatdehydrogendzy?

Ktery z enzymU ma zvySenou aktivitu pfi akutni pankreatitidé?

©® N s WN R
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9 METABOLISMUS MINERALNICH LATEK A VODY, OSMOLALITA

V této kapitole se dozvite:

V této kapitole se dozvite, co je to vnitfni prostredi, o distribuci vody a iontd v burice, v mezibunééném prostoru,
v krvi, o regulaci a stalosti vnitfniho prosttedi, o zastoupeni hlavnich iontd v jednotlivych kompartmentech, co je
to osmolalita.

Klicova slova této kapitoly:
Vnitfni prostredi, voda, sodik, draslik, chloridy, osmolalita.

Cas potiebny k prostudovani uéiva kapitoly: 4 hodiny (teorie + Fegeni tloh)

9.1 Vnitini prostredi

Pojem vnitfni prostredi byl definovdn v roce 1878 vyznamnym védcem a lékafem C. Bernardem. Za vnitrni
prostfedi se povaZovala tekutd ¢ast krve, krevni plazma plus vSechny tekutiny omyvajici buriky a tkané organismu.
Vnitfnim prostfedim lze tedy oznadit tekutinu, kterd je v pfimém styku s jednotlivymi burikami. Bufiky z ni pfijimaji
vse potfebné pro svlj metabolismus, a naopak do ni vydavaji nepotfebné odpadni latky. Objem a sloZeni
vnitfniho prostiedi jsou stalé. Stalost vnitfniho prostfedi je nezbytnou podminkou Zivota vyssich organismda.
Nejedna se vsak o staticky, ale dynamicky stav, o dynamickou rovnovahu vsech procest, které vlastnosti vnitfniho
prostiedi ovliviiuji. Hovofime o homeostdze vnitiniho prostredi, kterd je zajisténa stabilitou objemu, pratoku
télesnych tekutin, stabilitou iontového slozZeni, pH i stabilitou teploty.

9.2 Voda a elektrolyty

V Zivych organismech tvofi voda hlavni slozku podilejici se na sloZeni vnitfniho prostfedi a na transportnich
procesech. Je vychozim i kone¢nym produktem mnoha biochemickych reakci, slouzi jako rozpoustédlo, rozvadi
teplo. Celkova télesna voda miZe byt rozdélena do nékolika télesnych prostor, a to intracelularni (ICT — uvnitf
bunék), extracelularni (ECT — vné bunék), ktera se dale déli na slozku intravazalni (IVT — uvnitf cév) a intersticialni
(IST — mezibunécna tekutina), Tabulka 9.1. Dale to muzZe byt tzv. transcelularni tekutina (TCT), kterou nelze
zahrnout k Zadné ze sloZzek ECT. Jedna se o cerebrospinalni mok, kloubni tekutinu a tekutinu v travicim Ustroji.
Za patologickych situaci lze nalézt tekutiny i v tfetim prostoru — mliZeme zde zaradit tekutiny hromadici se v ileu
¢i peritoneu. Télesné tekutiny predstavuji krystaloidni a koloidni roztoky organickych a anorganickych latek.
Koncentrace elektrolytd je u vétSiny organismu stala a je pfisné regulovana. ProtoZe se elektrolyty v organismu
ani netvofi, ani nespotrebovavaji, podstatnou roli vtomto procesu hraje pfijem a vydej iontt spolu s mechanismy
udrzujicimi stalost vnitfniho prostredi.

Podil celkové télesné vody (CTV) na celkové télesné hmotnosti (CTH) je rozdilny u muzli a Zen a zaleZi také na véku
jedince: muzi — 62 %, muZi po 60. roce — 54 %, zeny — 51 %, Zeny po 60. roce — 46 % (vys$si podil tukové tkané),
novorozenci — 76-78 %, pUlrocni déti — 72 %, jednoroc¢ni déti — 65 %.

Relativné vétsi podil na celkové télesné hmotnosti ma tukova tkan u obéznich jedincl. V jejich pfipadé je proto
nutné pocitat s nizsSim podilem celkové télesné vody na celkové télesné hmotnosti, u hubenych lidi je tomu
naopak. V praxi se nejcastéji setkdvame s tim, Ze se uvazuje 60% podil celkové télesné vody na celkové télesné
hmotnosti u muzll a 55% podil u Zen.
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Tabulka 9.1: Zastoupeni vody v jednotlivych kompartmentech organismu

Celkova télesna voda (CTV) tvofi 50-60% celkové télesné hmotnosti (CTH)

ICT 40% CTH ECT 20% CTH TCcT

Intraceluldrni tekutina Extraceluldrni tekutina (mimo buriky) Transceluldrni tekutina (likvor,
(voda uvnitf bunék) IVT Intravazdini IST voda v lumen streva, kloubni
tvori 40 % CTH, z toho tekutina (plazma) Intersticidini tekutina) a tzv. tfeti prostor
30-35 % je v burikach tvofi 3,5-5 % CTH tekutina (patologické hromadéni tekutin
predevsim svalovych, (mezibunécnad) vileu, peritoneu atd.).

8-10 % je v pojivu, tvori 10-15% Celkové mnozstvi TCT obvykle
chrupavkach, kostech CTH nepresahuje 500 ml, po jidle viak

roste na 2-3 litry. Objem tekutin
v tfetim prostoru zavisi na
patologickém stavu.

Rozdil neni jenom v rozdéleni tekutin mezi jednotlivé kompartmenty, ale i viontovém sloZeni mezi nimi,
napf. hlavnim kationtem intracelularni tekutiny je kdlium (K*) a hlavnimi anionty jsou fosfdty a bilkoviny.
V pfipadé intravaskuldrni a intersticialni tekutiny to jsou sodny kation (Na*) a chloridy (CI), popr.
hydrogenuhlicitany (HCs0 ), Tabulka 9.2.

Tabulka 9.2: Tabulka koncentraci kationt( a aniontl v jednotlivych télnich tekutinach

lonty Plazma ICT IST
mmol.I?
Na* 141 10 143
K* 4 155 4

Ca* 2,5 <0,001 1,3

Mg?* 1 15 0,7
cr 103 8 115

HCOs 25 10 28

Prot. 17 47 1
pH 7,4 7,4 7,4

lontové sloZeni plazmy a intersticidlni tekutiny je téméF shodné. IST predstavuje ultrafiltrat krevni plazmy
s minimem bilkovin. Aby byla i v IST zachovana elektroneutralita v nepfitomnopsti bilkovin, musi se ustavit nova
(tzv. Gibbsova-Donnanova) rovnovaha. Proto je koncentrace aniontl (ClI, HCO3’) v IST vyssi neZ v plazmé
a koncentrace Na* naopak lehce nizsi. Bilkoviny krevni plazmy nemohou unikat z cévniho fecisté a vazou na sebe
urcité mnozZstvi vody. Tim se vytvari koloidné osmoticky (onkoticky) tlak. Proti tomuto tlaku plsobi tlak krve,
ktery je na pocatku kapilarniho recisté vétsi nez onkoticky tlak, a naopak na konci kapilar je vyssi. To umoznuje,
Ze na pocatku kapilarniho recisté tkané dochazi k filtraci urcitého podilu tekutiny z krve do intersticia a v oblasti
koncovych Usekd kapildr je tomu naopak a vétsina intersticidlni tekutiny je nasavana zpét do krevniho recisté.

lonogram plazmy, viz Obrazek 9.1, ndzorné ukazuje, Ze pocet naboju (ekvivalentl) kationt(l se rovna poctu nabojl
aniontl a je zachovéna celkova elektroneutralita.
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Obrdzek 9.1: Schematické zndzornéni koncentraci hlavnich kationtd a aniontt v extraceluldarni tekutiné (plazmé).
(Prot™ = proteiny ve formé aniontd, RA™ = residudlni Cili zbytkové anionty, tzn. fosfaty, sirany, laktdt a dalsi zbytky
organickych kyselin.) SloZeni intraceluldrni tekutiny je v jednotlivych tkdnich odlisné, diagram uvddi nejcastéji
przentované zastoupeni. (zdroj: Svagera — vlastni).

9.4 Zevni vodni bilance

Pojem vodni bilance predstavuje rozdil mezi pfijmem a vydejem tekutin. Za normalnich okolnosti je obsah vody
v téle vysledkem vyrovnané vodni bilance, tedy konstantni.
Primérny denni pFijem vody — cca 2,5 | — sestava z:

e napoja(1,51)

e vody v potravé (0,6 1)

e oxidac¢nivody vzniklé pfi metabolismu (0,4 I).

Vydej vody musi byt stejné velky jako pfijem vody — sestava z:
e vody vyloucené moci (1,5 )
e vody vydané dychanim a ktzi (0,95 I)
e vody vydané stolici (0,05 1).

Pokud je prijem tekutin vyssi, je vyssi vylucovani moci a nasledné zvyseny vydej vede k pocitu Zizné. Pfi nemoci,
kdy pacient nepfijima potravu, nelze doplfiovat pouze to mnoZstvi vody, které vylouci moci, ale je nutné pocitat
i s mnozstvim vody v potravé, ktera chybi, a se zvySenymi ztradtami pti hyperventilaci (intenzivnim dychani),
zvySeném poceni, horeckdach a také pfi zvyseném metabolismu (napft. pfi tyreotoxikdze). Pfi poceni Ize jen tézko
mérit mnozstvi vyloucené vody, ztraty dychanim lze odhadnout vypoctem z alveoldrni ventilace a télesné teploty.
V nékterych pfipadech (onemocnéni ledvin) je zakladni metodou sledovani vodni bilance vaZeni pacienta.
Naopak, v pfipadé, Ze pacient normalné ji, je potfeba pocitat pfi sledovani vodni bilance i s vodou v potravé.

Obrat vody ¢ini u dospélého primérné 1/30 télesné hmotnosti, u kojence mnohem vice az 1/10 télesné
hmotnosti (proto jsou kojenci velmi citlivi na poruchu vodni bilance).

9.5 Elektrolyty (natrium, kalium, chloridy)

9.5.1 Natrium (Na*) — hlavni kation extracelularni tekutiny
Jeho relativné stala koncentrace v ECT je udrZovana aktivitou sodno-draselné pumpy (ATPazy). Hlavni ilohou
této pumpy je transport iontll Na+ ven z buriky a K+ do buriky, ¢imz vznika koncentracéni a potencidlovy rozdil na
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membrané, ktery umozZiiuje transport riznych latek, jako jsou glukdza, kalcium, fosfaty, chloridy a aminokyseliny.
Déale pumpa zajistuje udrieni bunééného objemu a tvorbu akénich potenciald na membrané. Cinnost pumpy
podmifiuje pfitomnost iontd Mg?*. V pFipadé, Ze by se zastavila & omezila &innost této pumpy, doslo by
k presun@im iontl véetné iontd kalcia a porucham kontraktility cév nebo myokardu. Cinnost pumpy je mozné
ovlivnit srde¢nimi glykosidy (digoxin, ouabain).

Z celkového mnozstvi sodiku pfitomného v organismu se asi polovina nachazi v kostech. V ECT je Na* kolem 2000
mmol, tj. 140 mmol.I"? (v asi 14 litrech ECT).

Na* se podili také na udrZovani stdlého objemu télesnych tekutin. Ve formé NaHCOs ovliviiuje acidobazickou
rovnovahu (ABR), ¢innost nerv( a sval(.

Denni pfijem Na* je 50—300 mmol. Je vylu¢ovan ledvinami, chova se jako prahova latka. V tubulech se resorbuje
az 99 % Na* (regulace osmotického tlaku v ECT), resorpci fidi hormon aldosteron (Regulace
»Renin-angiotenzin — aldosteron®).

9.5.2 Kalium (K*) - hlavni kation ICT, ale je dileZity i v ECT.

Draselny kationt ovlivriuje ¢innost mnoha tkani i organ(, napf. svalstva, dychaciho systému kardiovaskularniho
systému, nervového systému, ledvin. Je nepostradatelny v procesu rlstu a déleni bunék. Zasadni funkci ma
v elektrickych procesech nervového systému pro vedeni nervosvalové drazdivosti. Uvnitt bunék se spolu s fosfaty
a bilkovinami podili na udrzeni osmotického tlaku buriky a jeho koncentrace se zde udrZuje cinnosti
sodikodraslikové pumpy. Podili se na tvorbé i rozpadu makroergnich vazeb, hlavné adenosintrifosfatu (ATP).
Zdrojem drasliku je ovoce, zelenina a vyrobky z nich pfipravené. Draslik je resorbovan predevsim v hornich
oddilech gastrointestinalniho traktu. NejdileZitéjsim mechanismem transportu je pravé sodnodraselna pumpa.
Asi 90 % drasliku se za fyziologickych okolnosti vylucuje ledvinami, a to i pfi jeho nedostatku. Aldosteron
predevsim ovlivriuje jeho vydej opacnym smérem, neZ v pfipadé natria (Na*) (resorpce natria = ztrata kalia).
Organismus paradoxné vice Setfi sodikem, kterého je v pfirodé dostatek nez draslikem, jehoZ je méné (pozUstatek
evoluce). Jeho koncentrace v plazmé zavisi na pH, aciddza podporuje Unik kalia z buriky, proto pfi nizsim pH bude
v plazmé vyssi koncentrace tohoto iontu (K*) a opacné. Z toho vyplyva, Ze pro posouzeni stavu zasob drasliku
v organismu nestaci znat pouze hladinu kalia v séru/plazmé, ale i aktudlni pH méreného vzorku.

9.5.3 Chloridy (CI') - hlavni anion ECT

Chloridy doprovazeji sodik a spolu s nim se podileji na udrzovani osmotického tlaku ECT. Soucasné maji vyznam
pro udrZovani acidobazické rovnovahy, kdy pfi poklesu koncentrace chloridovych iontl vzrista koncentrace
hydrogenubhlicitand, coz vede k rozvoji metabolické alkaldzy, naopak zvysena koncentrace chloridovych iontd
vede k poklesu koncentrace hydrogenuhli¢itand a rozviji se metabolickd aciddza. Chloridy maji vyznam také
pro tvorbu kyselé Zaludecni $tavy.

Koncentraci chloridi ovliviiuje hlavné aldosteron.

Chloridy stejné tak jako sodik pfijimdme potravou ve formé NaCl. Ztraty CI* zaviseji na jejich ptijmu
a za fyziologickych okolnosti jsou stejné jako ztraty Na*. VyluCovani je obdobné jako u Na*, jsou filtrovany
v glomerulu a nasledné reabsorbovany v tubuldarnim systému. Nadmérné ztraty CI" moc¢i mohou souviset
s hypofunkci nadledvin, popt. s poddvanim diuretik. Soucasné se na zvySenych ztratach ClI mlze podilet
dlouhotrvajici zvraceni, nadmérné poceni.

9.6 Poruchy v hospodareni s vodou a NaCl

Dehydratace

- izotonicka: ztrata izotonické tekutiny — zvraceni, prijmy, ztrata krve, diureticka Iécba; projevy: Zizen, Unava,
slabost, urémie,

- hypotonicka: ztrata Na* (hyponatrémie — pricina: ztraty moci, napf. po thiazidovych diureticich, pfi selhani
ledvin, nedostatecna produkce aldosteronu, ztraty sekrety GIT, potem pfi praci v horkych provozech nebo
pfi sportovnich vykonech aj.) — voda prechazi do bunék (nitrobunécny edém), snizeny objem ECT, soucasné
ale vznikd nadbytek vody, otrava vodou, zhorseni funkce ledvin (pfitom jsou nutné pro obnovu rovnovahy);
projevy: slabost, obluzenost, cerebralni kiece, horecka,

- hypertonicka: nedostacujici privod vody (hypernatrémie), voda z bunék prechazi do ECT; projevy: velka Zizen,
suché sliznice, snizené napéti (turgor) kliZe, oligurie s vysokou specifickou hmotnosti moce.

Hyperhydratace

- izotonicka: nedostatecné vylucovani Ci retence Na* (vznik edému),
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- hypotonicka: nadmérny pfijem prosté vody, porucha vylu¢ovani vody (hyponatrémie), nitrolebni tlak; projevy:
nausea, zvraceni, zmatenost,
- hypertonicka: (vzacnd) vétsi prisun Na* nez vody (piti morské vody), hypernatrémie, tézka poskozeni mozku.

I1zolovana hypochlorémie

Koncentrace chloridovych aniontll sleduje vSeobecné koncentraci sodikovych kationtl a podléha stejnym
regulacim. K izolované hypochlorémii dochazi nap¥. po Uporném zvraceni nebo odsavani Zaludecni stavy (zde
jsou pak chloridy nahrazovany bikarbonaty a dochazi k hypochloremické alkaléze), mize dojit az k Zaludeéni
tetanii.

9.7 Poruchy v hospodareni s draslikem

Hyperkalémie: cK* > 5,5 mmol.I}, porucha vylu¢ovani draselného kationtu ledvinami, pfipadné pfi snizené
¢innosti kliry nadledvin. PostiZzeno je predevsim srdce (poruchy drazdivosti).

Hypokalémie: cK* < 3,5 mmol.I'}; nedostateény pfijem v potravé, ztrata drasliku (nap¥. porucha resorpce, ztraty
ve stfevé pfi prlijmech i jinak): neuromuskularni symptomy (chaba obrna, apatie), postizeni hladkého svalstva,
srdecni poruchy az zastava.

Alkaléza: hypokalémie (K* prechazi do bunék; tento pochod podporuje hormon pankreatu inzulin).

Aciddéza: hyperkalémie (K* prechazi z bunék do extracelularniho prostoru).

DulezZité je i sledovat odpad Na* a K* v moci. Pomér Na*/K* je ukazatelem funkce kliry nadledvin.

Je tfeba mit na paméti, Ze sérové koncentrace K* (kalémie) neodrdzi celkové zasoby drasliku diky prevaze
intracelularni koncentrace (zasob).

BéZné uvadéné referencni hodnoty koncentraci hlavnich iontl v séru (mohou se ¢astecné lisit podle zdroje
i podle pouZité metody):

Na*: 135-145 mmol.I?,

K*:3,5-5,5 mmol.I%,

Cl: 93-109 mmol.I.

9.8 Osmolalita

Osmolalita zavisi na poctu €astic v roztoku bez ohledu na jejich velikost. Vyjadtuje se v molech ¢astic obsazenych
v 1 kg rozpoustédla (mmol.kg?). Pokud membrana oddéluje roztok ¢astic od &isté vody, plsobi rozpusténé
Castice na mebranu tlakem. Osmolalitu Ize vyjadfrovat i jako osmoticky tlak (Pa). Stejnou osmolalitu bude mit
roztok obsahujici 1 mol glukdzy, mocoviny i vysokomolekularniho albuminu. NaCl bude mit osmoticky tlak
dvojnasobny, protoZe disociuje na dvé castice 1 mol Na*a 1 mol CI".

Osmolalitu vypocitdme pomoci vzorce:
2 [Na*] + [glukdza] + [urea] = OSM [mmol.kg? vody]

Za extrémné patologickych stavi neodpovida vypoctena osmolalita zmérené hodnoté.
Zmérena osmolalita je vyssi neZ vypoctend osmolalita v pfipadé pfitomnosti napf. etanolu v organismu. 1 promile
etanolu zvysi osmolaitu aZ o0 23 mmol.kg™. (etanol je rovné&Z osmoticky aktivni).

Klinicky vyznam méfeni osmolality:
e odhaluje poruchy v metabolismu vody,
e pomaharozpoznat druh diabetického komatu,
e  vyuziva se pfisledovani viech typu Sokd,
e  pouziva se k posouzeni koncentracni schopnosti ledvin,
e nepfima diagnostika intoxikaci etanolem, metanolem, etylenglykolem, izopropylalkoholem (zmérena
osmolarita je vétsi, nez by odpovidalo vypoctu dle vzorce).

Hodnoty osmolality jsou identické ve vSech télesnych kompartmentech, pficemz se voda neustale redistribuuje
tak, aby tato podminka byla zaji$téna. Normalni hodnoty osmolality v plazmé jsou 275-295 mmol.kg™.
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9.9 Analytické stanoveni iontd a osmolality

V diagnostice se uplatiuji pfedevsim metody potenciometrie s vyuzitim iontové selektivnich elektrod av pripadé
osmolality kryoskopické metody.

9.9.1 Stanoveni sodného, draselného a chloridového iontu

Stanoveni téchto iontd je zaloZeno na potenciometrickém stanoveni zaloZzené na méreni rozdilu elektrického
potencidlu (napéti) mezi dvéma elektrodami, a to indikacni a referenéni pfi nulovém elektrickém proudu.
V pripadé stanoveni téchto iontl se vyuZiva jako indikacnich elektrod — iontové selektivnich elektrod (ISE),
coz jsou elektrochemicka ¢idla, kterda umozniuji selektivni méreni aktivity iontd, tzn. zména potencialu je primarné
zpUsobena stanovovanym iontem. Méfeni probiha nejcastéji tak, Ze je vzorek (sérum, plazma, moc)
v biochemickém analyzatoru pfed stanovenim naredén (nepfima potenciometrie), ¢imz je zajisténo konstantni
pH a iontova sila roztoku. Pufrovany vzorek je nasledné dopraven do senzoru, kde dochazi ke zméné elektrického
potencidlu mezi indikacni ISE elektrodou a referencni elektrodou. Velikost zmény potencidlu mezi indikaéni
elektrodou a referencni elektrodou odpovida koncentraci daného iontu.

Koncentrace iontl se urcuje podle Nernstovy rovnice pomoci hodnoty vzorku o zndmé koncentraci.

E=E; + S*logC:

kde Eis = konstantni potencial referenéni elektrody, S = smérnice, ¢ = koncentrace iontl v nafedéném vzorku.

V pripadé stanoveni K* iontové selektivni membrana obsahuje specificky nosi¢ draselnych iontl, kterym je
neionogenni makrocyklické antibiotikum valinomycin na poréznim PVC nebo teflonovém nosici.

Pozn.: V pfipadé analyzator( acidobazické rovnovahy je vyuZita pfima potenciometrie, pfi které vzorek neni
fedén, ale je pouZita pfimo plna krev.

9.9.1 Stanoveni osmolality

Stanoveni osmolality se provadi nejcastéji kryoskopicky, pfi které se vyuziva snizeni teploty tuhnuti roztoku
v zavislosti na koncentraci ¢astic v roztoku. Osmolalita se méri osmometry vybavenymi citlivymi teploméry.
PFi kryoskopickém stanoveni osmolality neinterferuje ani hemolyza ¢i alkohol. Kryoskopie vyuzivd méfeni snizeni
bodu tuhnuti roztoku oproti vodé. Jinymi slovy, koncentrace osmotickych aktivnich ¢astic ovliviiuje bod tuhnuti
roztoku, viz Obrazek 9.2.

Cisté rozpoustédio
pokles bodu

tuhnuti roztoku
roztok

0°C—

—p  Cas

Obrdzek 9.2: Grafické zndzornéni méreni snizeni bodu tuhnuti. Kryoskopie (prevzato: zdroj ¢. 5)
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Shrnuti kapitoly

Vnitfnim prostredim Ize tedy oznacit tekutinu, kterd je v pfimém styku s jednotlivymi burikami. Objem a slozeni
vnitiniho prostredi jsou stalé. Hovofime o homeostdze vnitrniho prostredi. Celkovou télesnou vodu rozdélujeme
na intracelularni (ICT), extracelularni (ECT), ktera se dale déli na slozku intravazalni (IVT) a intersticialni (IST). Dale
to muZe byt transceluldrni tekutina, kterou nelze zahrnout k Zadné ze slozek ECT. Za patologickych situaci se
tekutiny nachdzeji i v tretim prostoru. Hlavnim kationtem ICT je kalium a hlavnimi anionty jsou fosfaty a bilkoviny.
V pripadé IVT a IST to jsou sodik a chloridy, popf. bikarbonaty. Vodni bilance predstavuje rozdil mezi prijmem
a vydejem tekutin. Za normalnich okolnosti je obsah vody v téle vysledkem vyrovnané vodni bilance, tedy
konstantni. Mezi zakladni elektrolyty radime natrium, kalium a chloridy. Normalni hodnoty osmolality v plazmé
jsou 275-295 mmol.kg™. Normalni hodnoty osmolality v mo¢i se pohybuji v rozmezi 328-1128 mmol.kg™.

Otazky ukoly:

Charakterizujte pojem vnitfni prostfedi organismu.

Jak se rozdéluje celkova télesnd voda?

Jmenujte hlavniionty intracelularni a extraceluldrni tekutiny.
Co je mysleno vodni bilanci?

Jaké jsou normalni hodnoty osmolality v plazmé a moci?
Jakou ulohu v organismu zastava natrium?

Charakterizujte poruchy hospodareni organismu s vodou.
Jaké existuji poruchy hospodareni s kaliem?

Co znamend izolovand hypochloremie?
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10 METABOLISMUS VAPNIiKU, HORCIKU A FOSFORU

V této kapitole se dozvite:
Cilem kapitoly je podani zakladniho prehledu metabolismu vapenatych, hore¢natych a fosfatovych iontd, véetné
regulace hladiny téchto iontl v organismu.

Klicova slova této kapitoly:
Vapenaté, horecnaté a fosfatové ionty, parathormon, vitamin D, kalcitonin.

€as potiebny k prostudovani uéiva kapitoly: 1 hodina a 20 minut (teorie + Fedeni tloh)

10.1. Uvod

Vapenaté ionty (kalcium), hofecnaté ionty (magnézium) a fosfatové ionty jsou v organismu vazany majoritné
v kostech a dalSich tkanich. Hlavnim rozdilem je intraceluldrni lokalizace. Intraceluldarné jsou lokalizovany
predevsim hotecnaté a fosfatové ionty. Vapenaté se v bunkach takika nevyskytuji.

V krvi se tyto ionty objevuji ve velmi nizké koncentraci, kterd odpovida zhruba 1 % zasob téchto iontd. V krvi
je kalcium a magnézium vazano v rGznych formdch, a to majoritné na albumin, dale ve formé rozpustnych
komplext (fosfat, laktat, citrat a uhli¢itan) a pak také v ionizované formé. Fosfatové ionty maji jiné rozdéleni.
Majoritni je difuzibilni forma a méné nedifuzibilni. Prehledné vse zobrazuje tabulka 10.1.

Tabulka 10.1: Procentuadlni zastoupeni jednotlivych forem iont( v plazmé

Forma/ Kalcium Magnézium Fosfaty
Ref. meze 2,1-2,65 mmol/L  0,7-1,0 mmol/L 0,84—
1,45 mmol/L
nedifuzibilni vdzand na 40 % 33% 12%
albumin
difuzibilni vazana 12% 5-12% 35%
v rozpustnych
komplexech
ionizovana 48 % 55-60 % 53 %

Je nutné si uvédomit, Ze pouze difuzibilni forma téchto iontl je fyziologicky aktivni a jejich koncentrace je velmi
pfisné regulovana.

V rutinni praxi se béZzné pouziva stanoveni celkového kalcia a magnézia, tzn. vSech forem, které se nachazeji
v krvi. V tomto pfipadé je ale nutné ziskané vysledky pouzivané pro diagnostiku vzdy hodnotit ve vztahu k pH krve
a koncentraci albuminu. Koncentrace celkového kalcia a magnézia totiz ovliviiuje koncentrace albuminu
a hodnota pH. Snizeni koncentrace albuminu zpGsobi snizeni koncentrace celkového kalcia, resp. magnézia vlivem
poklesu nedifuzibilni formy, ale ionizovana frakce je vétSinou v normé. SniZzeni pH zpUsobi snizeni vazby kalcia
a magnézia na albumin, které po uvolnéni z vazby zvysi koncentrace svych ionizovanych forem. Tento princip
funguje i obracené. Pokud bychom chtéli znat presnou hodnotu ionizovanych forem téchto iontd, museli bychom
pouZit potenciometrické stanoveni pomoci iontové selektivnich elektrod (ISE). Odbér pro stanoveni je tfeba
provést za anaerobnich podminek, obdobné jako u odbéru pro stanoveni krevnich plyn(.

10.2. Vyznam a metabolismus

Vapenaté ionty jsou vyznamnym reguldtorem fady procest v organismu obdobné jako horecnaté a fosfatové
ionty. Vyznam vapenatych, hotecnatych a fosfatovych iontl v organismu shrnuje tabulka 10.2.
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Tabulka 10.2: Vyznam vapenatych, hofecnatych a fosfatovych iontd v organismu

Vapenaté ionty

snizuji nervosvalovou drazdivost (pfi nizké koncentraci riziko kreci)
snizuji propustnost membran a kapilarnich stén (intravendzni aplikace pro potlaceni
alergické reakce)

nezbytné pro hemokoagulaci (aktivuji nékteré koagulacni faktory)
nutné pro kostni mineralizaci (hydroxyapatit)

nutné pro svalovou kontrakci

prenos signalu uvniti bunék (2. posel)

Horecnaté ionty

snizuji nervosvalovou drazdivost (pfi nizké koncentraci riziko kreci)
vyznamny kofaktor kindz a aktivator dalSich enzyma

podporuji fibrinolyzu

nezbytné pro sekreci parathormonu

chrani buriku pfed oxidativnim stresem

Fosfatové ionty

nutné pro kostni mineralizaci (hydroxyapatit)

soucasti nukleovych kyselin

soucasti energetického metabolismu (makroergni fosfaty)
nezbytné pro sekreci parathormonu

chrani buriku pfed oxidativnim stresem

soucasti pufracnich systému organismu

V8echny zminéné ionty ¢lovék pfijimd stravou. Hlavni vstfebavani probiha v tenkém stfevé. Vyluc¢ovani se déje
majoritné ledvinami pod hormonalni kontrolou parathormonu a ¢astecné i aldosteronu.

10.3 Hormonalni regulace kalcia, magnézia a fosfatu

Hormonalni regulace téchto iontd je velmi Uzce propojena. Zakladnim cilem hormonalni regulace je koncentrace
kalcia a fosfatl (normokalcémie a normofosfatémie).
O homeostazu kalcia se primarné stara parathormon, vitamin D a kalcitonin.

Parathormon (PTH) je hormon pfistitnych télisek, jenZ se uvolfiuje v pfipadé poklesu ionizovaného vapniku.
Parathormon zvysSuje koncentraci kalcia tak, aby bylo opét dosaZzeno homeostazy. Tento kol piIni nasledujicimi
mechanismy:

1. uvolnéni kalcia z kosti pomoci systému osteoprotegerin-RANKL,

2. zvyseni resorpce kalcia a exkrece fosfatd v ledving,

3. aktivace a-hydroxylazy v ledviné, ktera preméni 25(0OH)vitamin D (kalcidiol) na aktivni formu 25(OH)2vitaminu
D — kalcitriol, ktery stimuluje tvorbu prenasecl pro kalcium ve stfevé, ¢imz dochazi ke zvyseni resorpce kalcia
ve streveé.

Kalcitonin — hormon produkovany parafolikularnimi C burikami Stitné Zlazy. Impulsem pro jeho uvolnéni
je vysoka koncentrace kalcia. ZvySuje kalcidrii a fosfaturii. Jeho efekt je ale minoritni, protoze hlavnim dlivodem
nedostatku kalcia je nejcastéji jeho nedostatek ve stravé ¢i nedostatecnd produkce PTH v pristitnych téliskach.

Regulace metabolismu magnézia je témér totozna s metabolismem kalcia, a je tedy pravdépodobné fizena
obdobnym systémem jako v pripadé kalcia. Normofosfatémie je fizena plsobenim PTH, jak jiz bylo zminéno dfive,
a pak dalsimi faktory, jako je napf. fosfouricky efekt pusobeni fibroblast growth faktoru 23 (FGF23). Tyto
znalosti stoji vSak jiz nad rdmcem vyuky.

10.4 Klinicka interpretace

Na tomto misté se sezndmime se stru¢nym souhrnem pricin poruch metabolismu kalcia, magnézia a fosfatd.
Vysledky je vidy nutné hodnotit ve vztahu ke klinickému stavu pacienta a nalezim na zobrazovacich metodach,
napf. RTG, denzitometrie.



Hyperkalcémie
e primarni hyperparatyredza (mGze byt i sekundarni ¢i terciarni),
e ndadorové onemocnéni s metastatickym postizenim kosti pfi nadprodukci parathormon-related
proteinen (PTHrP), ktery ma shodnou homologii s PTH,
e mnohocetny myelom,
e Pagetova choroba,
e hypofunkce nadledvin.

Hypokalcémie
e nedostatecny pfijem vapniku a vitaminu D (malabsorpce, osteomalacie),
e chronické renalni selhani, hypoparatyredza, medularni karcinom.

Hypermagnezémie
e renalniselhanis oligurii az anurii,
e vzrlsta pfi acidémii a katabolismu (vyplavuje se z bunék),
¢ nedostatecnost nadledvin (nemuze byt vylu¢ovan ledvinami).

Hypomagnezémie
e nedostateény prijem hofciku (malabsorpce),
e  zvySené ztraty ledvinami,
o  klesa pfi alkalémii a anabolismu (vstupuje do bunék).

Hyperfosfatémie
e renalniselhani,
e hypoparatyredza,
e poskozenivelkého mnozstvi bunék (Crush syndrom, ozarovani, chemoterapie).

Hypofosfatémie
¢ vlivem malabsorpce ¢i tézkého deficitu vitaminu D,
e  primarni hyperparatyredza, rendlni poruchy,
e nadorova onemocnéni.

10.5 Analytické stanoveni vapniku, hor¢iku a fosfata

V diagnostice se uplatiuji metody spektrofotometrické end-point. V pfipadé stanoveni ionizovaného hofciku
a vapniku se iuplatiiuje pouziti iontovéselektivnich elektrod.

10.5.1 Stanoveni celkového vapniku

lonty vapniku tvofi s o-kresolftalein komplexonem (CPC) v alkalickém prostredi fialovy komplex. Reakce se méri
pti 545/658 nm.

alkalické prosttedi

CPC + 2 Ca?t Komplex CPC (Ca?),

10.5.2 Stanoveni celkového horciku

lonty hotciku reaguji s v alkalickém prostiedi s xylidylovou modfi a vytvari se ¢ervenofialovy komplex rozpustny
ve vodé. Vzrist absorbance xylidylové modfi pfi vinové délce 505/694 nm je pfimo Umérny koncentraci hot¢iku
ve vzorku. Vapnik je z reakce vyloucen vytvarenim nerozpustného komplexu.

alkalické prosttedi

Xylidylova modt + Mg?+ Komplex xylidylové modii (Mg*)
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10.5.3 Stanoveni fosfati

Anorganicky fosfor reaguje s molybdenanem amonnym v pfitomnosti kyseliny sirové, pficemz se vytvofi
neredukovany fosfomolybdenanovy komplex, ktery se mé¥i jako pfi 340/658 nm.

H2S0
Fosfat + molybdenan NN Fosfomolybdenanovy komplex

Shrnuti kapitoly

V této kapitole jste byli seznameni se tfremi dalSimi ionty, které se nachazi v krvi, a to kalciem, magnéziem
a fosfaty. Maji spolecnou distribuci v organismu s majoritnim zastoupenim v kostech a tkdnich a malou volnou
frakci (cca 1 %), ktera je ovSsem fyziologicky aktivni. Hlavnimi regulaénimi hormony, které zajistuji rovnovéhu
téchto iontd v organismu, jsou parathormon, vitamin D. Proti kalcémii plsobi kalcitonin. V zavéru kapitoly byly
zminény hlavni funkce jednotlivych iontd s typickymi ddvody jejich nerovnovahy v organismu.

Otazky ukoly:
1. Popiste vyznam vapenatych iontl v organismu.
2. Popiste vyznam horecnatych iontl v organismu.
3. Popiste vyznam fosfatovych iontd v organismu.
4. Které hormony se podileji na regulaci magnézia, kalcia a fosfata a jak?

Dalsi doporucené zdroje k této kapitole:

1. HoornE.J, Zietse R. Disorders of calcium and magnesium balance: a physiology-based approach. Pediatr
Nephrol. 2012 Nov 10. [Epub ahead of print].

2. Kolektiv autorl (eds. A. Jabor, M. Zamecnik, L. Straka). Encyklopedie laboratorni mediciny. Dostupna z:
http://www.enclabmed.cz/encyklopedie.

3. RacekJ., Rajdl D. et al.: Klinicka biochemie. 3., pfepracované vyddni. Praha: Galén, 2021.

71



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hoorn%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23142866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zietse%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23142866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23142866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23142866
http://www.enclabmed.cz/encyklopedie

11 ACIDOBAZICKA ROVNOVAHA A KYSLiIKOVY METABOLISMUS

V této kapitole se dozvite:

V této kapitole se dozvite, co znamena pojem acidobazicka rovnovaha a proc je dlleZité ji monitorovat. Dozvite
se o pufracnich systémech v organismu, jakym zplsobem organismus udrzuje homeostazu vnitfniho prostredi,
véetné acidobazické rovnovahy. Dale je uvedeno zakladni déleni zakladnich poruch acidobazické rovnovahy,
véetné moderniho hodnoceni poruch acidobazické rovnovahy dle Stewarta a Fencla.

Klicova slova této kapitoly:
Acidobazicka rovnovaha (ABR), poruchy acidobazické rovnovahy, acidémie, alkalémie, aciddza, alkaléza.

Cas potiebny k prostudovani uéiva kapitoly: 3 hodiny

11.1 Uvod do acidobazické rovnovahy (ABR)

V organismu probihaji nejriznéjsi metabolické déje, pfi nichZ se tvofi jak kyselé metabolity s acidifikujicim vlivem,
tak alkalické metabolity (alkalizujici vliv). Prehled acidifikujicich vliv(i uvadi Tabulka ¢. 11.1.

Tabulka 11.1: Prehled acidifikujicich procesu v organismu

Kyselina Odstranéni Mnozstvi
(mmol/d)

CO: tkanové dychani exkrece plicemi 20 000

laktat glykolyza (anaerobni) | glukoneogeneze, oxidace | 1300

H* ze syntézy urey ureageneze oxidace aminokyselin 1100

mastné kyseliny lipolyza reesterifikace, oxidace 600

ketolatky ketogeneze oxidace 400

Upraveno dle Marshall W. J., Bangert S. K. (2008). Clinical Biochemistry: Metabolic and Clinical Aspects. 2. vydani.
Churchill Livingstone.

Ukolem organismu je udrZet tyto vlivy v rovnovaze tak, aby byla zajisténa homeostaza vnitiniho prostiedi.
Z hlediska acidobazické rovnovahy to tedy znamend udrZeni Uzkého rozmezi fyziologickych hodnot, a to
predevsim pH (zaporny dekadicky logaritmus koncentrace hydroxoniovych iontl - H3O*). Je nutné si uvédomit,
Ze na hodnoté pH v organismu zavisi celd fada jevQ, véetné vlastnosti bilkovin. Se zménou pH se méni aktivita
enzymu, struktura soucasti bunky, propustnost membran a s ni souvisejici distribuce elektrolyt. Optimalni pH
v organismu se pohybuje okolo hodnoty 7,4 + 0,04 (pH < 7,0 nebo > 7,8 neni témér slucitelné se Zivotem). Snizeni
pH krve ve smyslu poklesu mimo referencniinterval se oznacuje jako acidémie, naopak vzestup hodnot nad horni
referencni mez se nazyva alkalémie.

Acidémie Neutralni Alkalémie

‘ll‘ll ||{|‘\I|\‘l\‘ll‘ll‘ll‘ll‘l'
0% 2. 3. 4 B & 7 89

10 11 12 13 14
Akutni zmény pH jsou vyrovnavany  krevnimi pufraénimi systémy. NejdalezitéjSimi z nich jsou
hydrogenuhli¢itanovy (HCOs/H2CO:s), bilkovinny (protein’/H-protein) a fosfatovy pufr (HPOs?*/H2PO4).
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11.2 Pufracni systémy v organismu

Pufracnich systému se v organismu nachazi cela fada. Je vSak nutné si uvédomit, kde primarné tyto pufry plsobi,
zda predevsim intravazalné, intersticialné, nebo intracelularné. Intravazalné (v plné krvi) plsobi predevsim
uhli¢itanovy a proteinovy pufr, k némuz je nutné zapocitat i hemoglobinovy pufr v erytrocytech. Intersticialné
reguluje ABR hlavné uhli¢itanovy pufr. Proteiny se v intravazalnim prostoru pfi regulaci ABR vyznamné
neuplatiuji vzhledem k jejich nizké koncentraci v tomto prostoru. V intraceluldarnim prostoru plisobi pfedevsim
proteinovy a fosfatovy pufr. Zamérime-li se tedy na extraceluldrni tekutinu (intravazalni a intestindini tekutinu),
je zfejmé, Ze uhli¢itanovy pufr je nejdlleZitéjsim pufrem pro regulaci ABR vzhledem k jeho koncentraci a také
schopnosti organismu aktivné ménit koncentraci jeho jednotlivych slozek (viz schéma):

2H20 + C02 « H2C03 +H20 A HCO?,_ +H30+

Koncentrace HCOj3" je regulovdna ledvinami a koncentrace CO2 neboli parcidlni tlak CO2 (pCO.) je regulovan plicni
ventilaci.

Hodnotu pH uhli¢itanového pufru Ize vypocitat z Henderson—Hasselbalchovy rovnice:

[HCO3] [HCO3]
= 6,1+ log
[H2C03] 0,225 pCOZ

pH = pK, + log

kde
e pKa=6,1 (disociacni konstanta kyseliny uhlic¢ité),
e [H2C03] =pCO0: * 0,225 (koeficient rozpustnosti CO2).

11.3 Zakladni poruchy acidobazické rovnovahy

Poruchy regulace acidobazické rovnovahy postihuji cely organismus a jsou definovany primarné v zavislosti
na zménach jednotlivych komponent hydrogenuhli¢itanového pufru (viz rovnice pro vypocet pH). MiZe tedy dojit
ke zméné v koncentraci hydrogenubhlicitanovych bazi (HCO3’) nebo v pCO.. Jestlize nastanou zmény v koncentraci
HCOj', jednd se o metabolické poruchy. V pfipadé, Ze dojde ke zméné pCO2, hovofi se o poruse respiracni.
Nahromadéni kyselych produktl i ztrata alkalickych metabolitli se oznacuje jako aciddza. Alkalézou se rozumi
nahromadéni alkalickych, ¢i ztrata kyselych produktl metabolismu.
Vzhledem k tomuto predpokladu Ize poruchy ABR Ize rozdélit na ctyfi podskupiny:

e  metabolickou acidozu,

e metabolickou alkalézu,

e respiracniaciddzu — zplsobenou zvysenim pCO2 > hyperkapnie,

e respiracnialkalézu — zpUsobenou snizenim pCO2 = hypokapnie.

Acidémie Neutralni Alkalémie

“‘Ill\ ||i|‘\‘||“‘\‘ll“‘\lll“‘\lll
0 1.2 3. 4 B 6 7 89

10 11 12 13 14
,A//’ \\\A

Respiracni acidéza Respiracni alkal6za
Metabolicka acidoza Metabolicka alkaloza
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P¥ic¢iny zakladnich poruch acidobazické rovnovahy

Metabolicka acid6za muize byt zplsobena:
e zvySenou tvorbou H3O* — laktdtova aciddéza (hypoxie, Sok), ketoaciddza, acidéza ze zadrzeni endogennich
netékavych kyselin pfi renalnim selhani,
e exogennim pfivodem H30" —intoxikace (salicilaty, metanol),
e  ztrdtou HCO3 — prdjmy, popaleniny,
e poruchy poméru Na*/Cl - napf. infuze fyziologického roztoku.

Metabolickd alkaléza miiZze byt zplsobena:
e  ztratou H30", Cl"—zvraceni, odsavani zaludeéniho obsahu,
e hypoalbuminemii (nefroticky syndrom, pokrocila cirhéza jater).

Respiracni acidéza (zvysi se pCO,) muze byt zplsobena:
e Utlumem dychaciho centra,
e poruchamiventilace, difuze, perfuze (onemocnéni plic a dychacich cest),
e poruchamitransportu plynl (anemie, obéhova nedostatecnost, otravy CO).

Respiracni alkaldza (sniZi se pCO2) mize byt zplsobena:
e nespravnym fizenim dychani,
e zvySenym drazdénim dychaciho centra (hysterie, Uzkost, infekce, horecka, fyzicka prace) a poruchami
dechového centra (iktus, trauma, tumor, zanét).

11.4 Regulace acidobazické rovnovahy

Pfi akutnich zménach ABR dochazi nejprve k uplatnéni pufracnich systém(. V pripadé, Ze se jejich kapacita
vycéerpd, dochdzi nasledné ke zméné pH krve. U aciddzy nastava acidémie a u alkalézy alkalémie. Pokud porucha
trva delSi dobu, organismus se snazi o znovu nastaveni normalniho pH, tedy kompenzaci, kdy jeden déj nahrazuje
funkci déje druhého, poskozeného. Respiracni poruchy byvaji kompenzovany cinnosti ledvin. Na kompenzaci
metabolickych poruch se podileji plice a rovnéz i ledviny. Findlné dochazi ke korekci poruchy, za coZ jsou
odpovédné ledviny. Detailnéji, vzhledem k ¢asové ose, tento proces popisujeme nize:

1. Naraznikova reakce (zména jedné slozky pufracnich systéma)
Pufraéni systémy

» extracelularni —fadové minuty
» intraceluldrni—rtadové hodiny

2. Kompenzacni reakce (zména druhé slozky pufr. systému)
» plice — fadové minuty, maximum za 12-24 hodin
» ledviny —fadové hodiny, maximum za 2-5 dni

3. Korekce poruchy (zména plvodné zménéné slozky v naraznikové reakci)
> ledviny

Hodnoti-li se poruchy ABR v krvi, je nutné vzit v ivahu i moZnou situaci v intracelularnim prostoru, napf. vyménu
draselného kationtu za hydroxoniovy kationt pti poklesu pH. Poruchy ABR jsou navic v ¢ase probihajicimi procesy,
k jejichz pochopeni je nutné znat fadu anamnestickych a klinickych dat, nicméné vlastni mechanismus ABR je
Uzce spjat s metabolismem iontl a celou fadou dalSich parametrid — viz kapitola kombinované poruchy ABR.

11.5 Vysetieni parametrt acidobazické rovnovahy

Vysetreni ABR se provadi z pIné krve odebrané za anaerobnich podminek. Stanovuiji se tyto parametry:
1. pHkrve — pfimo méreny ukazatel — pH elektroda,
2. parcialni tlak kysliku — pO2— pfimo méreny ukazatel — Clarkova kyslikova elektroda,
3. parcialni tlak oxidu uhlic¢itého — pCO2 — pfimo méreny ukazatel — Severinghausova elektroda,
4. aktualni hydrogenuhli¢itany — HCOs — vypocet dle Hendersonovy a Hasselbalchovy rovnice nebo pfimé
enzymatické stanoveni v séru.
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Dale jsou pro hodnoceni nutné nékteré vypoctené parametry:

1. BaseExcess (BE)—(-2,5...0...+2,5 mmol/L) - jde o nadbytek, nebo nedostatek vsech pufrovych bazi v krvi.
Dle definice: mnoZstvi silnych kyselin nebo bazi v mmol/L, které je tieba pridat do vysetfované tekutiny,
aby pH bylo 7,40 pfi pCO:2 = 5,33 kPa a teploté 37 °C. Zapornd hodnota svédci pro metabolickou acidézu,
kladna pro metabolickou alkaldzu.

2. Buffer Base (BB) — soucet vSech pufrovych bazi v krvi (42 £ 4 mmol/L).

Vzorec: BB = [Na*] + [K+] — [Cl~] — pouZiva se ke zhodnoceni podilu chlorid(i na poruse ABR. Zvyseni
znamena relativni pokles chloridl a tim vzrlst podilu hydrogenuhli¢itan(i — tedy podilu metabolické
alkaldzy. Snizeni — opacny efekt.

3. Aniontova mezera (AG) - (12 -18 mmol/L )- rozdil mezi nejvice zastoupenymi kationty a anionty. Vzorec:
AG = [Na*] + [K*] — ([Cl"] + [HCO3]. Popisuje odchylky v koncentraci laktatu, ketokyselin, fosfatd,
siran(l a dalSich aniont(. Zahrnuje také anionty albuminu a fosfatu (nemérené kyseliny).

11.6 Kombinované poruchy ABR — hodnoceni dle Stewarta a Fencla

Problémem hodnoceni poruch ABR je skutecnost, Ze rizné poruchy ABR se velmi ¢asto kombinuji, tzn. mohou se
vzajemné umocnovat, nebo dokonce plsobit proti sobé. Pfikladem muZe byt kombinace metabolické alkalézy
vlivem zvraceni (sniZeni koncentrace chlorid(l) a metabolické acidézy vlivem soucasného hladovéni (zvyseni
koncentrace ketolatek). Z tohoto pfikladu je patrné, Ze zminéné hodnoceni dle zakladnich poruch je
nedostatecné (pH muZe byt v normé, na zménu nas upozorni pouze zména BB). Proto bylo zavedeno modernéjsi
hodnoceni poruch dle Stewarta a Fencla.

Ale pozor! Oba modely hodnoceni spolu tzce souviseji. Neznamena to, Ze by klasické hodnoceni bylo zbytecné.

Moderni hodnoceni dle Stewarta a Fencla vychazi z modelu elektroneutrality plazmy, tzn. soucet kationtQ
a aniontl musi byt nulovy (obr. 11.1).

cr
(103)
Na*
(142)
HCOs
(24)
Prot
(16)
K* (4,5) U
Ca?* (2,5)
2+ (10)
Mg** (0,9)

Obrdzek 11.1: Zobrazeni iontového diagramu v plazmé (zdroj: Svagera — vlastni)
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Vlevo sloupec kationtd, vpravo sloupec aniontl v plazmé, tzn. za podminky elektroneutrality musi byt oba
sloupce stejné vysoké (obrazek je ilustrativni, hodnoty v zavorkach jsou v mmol/L). V pfipadé zmény nékteré
slozky v jednom sloupci (napf. ztrata chloridd) musi za podminky elektroneutrality (oba sloupce stejné vysoké)
nasledovat zména v slozkdch pufracniho systému (napfr. zvySeni koncentrace HCO3~ jako majoritniho
extraceluldrniho pufru) a to zplsobi vychyleni acidobazické rovnovahy v tomto pfipadé na stranu alkaldzy.

Pozn.: Pro jednoduchost si predstavte, Ze uhli¢itanovy pufr je majoritnim extracelularnim pufrem a Ze odchylky koncentrace
iontd se nejsnaze kompenzuji zménou koncentrace HCO 5 = ABR tak ovlivriuje mineralovy metabolismus — koncentrace iontd.

PFi hodnoceni acidobazickych poruch se vyuzZivaji tfi zakladni proménné, a to:

1. pCO: —respiracni sloZka poruchy ABR
2. SID (strong ion difference) = diference silnych iont( (39 + 1 mmol/L)- rozdil koncentraci
iont( silnych bazi a silnych kyselin, tzn. rozdil sou¢tu kladnych a zapornych nabojd na zcela cr
disociovanych kationtech a aniontech.
Na*
SIDesr = (Nat + K+ + Ca?t + Mg?*t) — (Cl- + UA).
Problém je ale s méfenim UA™ (neméritelné aniony), které obsahuji napt. ketolatky,
laktat, sirany a dalsi anionty.
Z tohoto divodu se po matematickém prepoctu pouziva vztah: SIDet
SID s = [HCO3] + 0,28 = [Alb~] + 1,8 * [P~], coi je vlastné vyjadfeny matematicky
rozdil mezi silnymi kationty a aniony. K*
SID tedy urcuje prostor pro hydrogenuhlicitan a ionizaci slabych netékavych kyselin, Ca% UA
a proto zmény SID zpUsobuji metabolické poruchy acidobazické rovnovahy. Mg2*
3. Atot— celkova koncentrace netékavych slabych kyselin, tj. soucet negativnich nabojl na
aniontech albuminu a anorganického fosfatu.
Aior = [Alb~1 + [P
Detailni souhrn téchto parametrl ve vztahu k hodnoceni poruch ABR naleznete v Tabulce 11.2.
Tabulka 11.2: Souhrn pfislusnych parametr( ve vztahu k hodnoceni poruch ABR
respiracni pCO2 pCO2
nerespiracni abnormalni SID nadbytek/nedostatek vody ) TsiD
(metabolické) d[Nal | TINa']
dysbalance silnych = nadbytek dsiD D)
aniontd /deficit CI e e
nadbytek )
neméfenych aniontd | T[UAT]
netékavéslabé  sérovy albumin TAb] [Alb]
kyseliny anorganické fosfaty TP L [P]

Priklad ¢. 1

Pro lepsi pochopeni si ukdzeme priklad kombinované metabolické aciddzy: ketoaciddzy a laktatové acidozy.
Velmi Casto se jednd o nelééeného diabetika 1. typu (nulova produkce endogenniho inzulinu), nebo pacienta,
ktery si zapomnél vzit davku inzulinu. Nedostatek inzulinu zpUsobi zvysenou lipolyzu, uvolnéni mastnych kyselin
a zvyseni energie pro tkané a predevsim mozek. V ndlezu se projevi hyperglykémie a vysoka koncentrace
ketolatek. Navic, v disledku toho, Ze se organismus snaZi sniZit osmolalitu plazmy, pacient zvysené moci
(osmotickd diuréza). Ztohoto dlivodu trpi dehydrataci a rozvratem minerdlového metabolismu. Vlivem
dehydratace dochazi ke snizenému prokrveni tkani a produkci laktatu. V sloupci aniontl tedy vidime zvyseni UA
(laktatu a ketolatek). JelikoZ musi byt spinéna podminka elektroneutrality, tzn. souéet nabojl kationtl a aniontd
musi byt nulovy, dojde k poklesu jedné ze sloZek uhli¢itanového pufru, a to HCOs. pH se tedy sniZi (viz
Henderson—Hasselbalchova rovnice) a v ndlezu se projevi acidémie s vysokym laktatem. Klinicky nastanou projevy
acidozy.
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Priklad €. 2

Ptikladem respiracni poruchy je hystericky jedinec, napf. klaustrofobik ve vytahu. V disledku uzkosti dojde
k drazdéni dychaciho centra, které spusti hyperventilaci. Tim dojde k vydychani velkého mnozZstvi CO2, coz ma
za nasledek snizeni pCO2 v krvi. Vznika respiracni alkaléza se vsemi dusledky, véetné mozného kématu. Této
situaci lze predejit dychanim do sacku. Vysvétleni spociva v umélém zvyseni koncentrace CO2 v sacku vlivem
dychani (ve vzduchu je nizkd koncentrace CO3, kdeZto ve vydechovaném vzduchu je vyssi). Jedinec pak dycha
vzduch obohaceny o CO2, ¢imZ se sniZi riziko vzniku respiracni alkalézy.

11.7 Méfeni parametri acidobazické rovnovahy

Méreni ABR se dnes provadi na acidobazickych analyzatorech, které primarné méri pH, pO., pCO2, Na*, K*, CI,
Ca?* a saturace (SO). Tyto pFistroje pak dopoéitavaji dal$i parametry nutné pro hodnoceni.

11.7.1 Méreni ionti Na*, K*, CI, Ca**
lonty se méfi pomoci iontové-selektrivnich elektrod (kapitola 9.9.1).
11.7.2 Méreni pO:

Méreni parcialniho tlaku kysliku (pOz) na acidobazickém analyzatoru je provadéno pomoci Clarkovy elektrody,
coz je amperometrickd (polarografickd) elektroda. Sklada se z katody (platinovy dratek zataveny ve sklenéné
tyc€ince) a anody (Ag/AgCl argentchloridova elektroda) ponofenych ve fosfatovém pufru. PIast elektrody prekryt
membranou propoustéjici molekuly kysliku, ktera soucasné chrani platinovou elektrodu pred kontaminaci
bilkovinami obsazenymi v krevnim vzorku. Kyslik z krevniho vzorku difunduje pres polypropylenovou membranu
do elektrolytu uvnitt kyslikové elektrody a je redukovan na katodé (O: + 4e’). Vznikajici elektricky proud mezi
anodou a katodou je Umérny parcialnimu tlaku kysliku v krevnim vzorku. Jedna se tedy o amperometrii.

11.7.2 Méreni pCO:2

Méreni parcidlniho tlaku oxidu uhli¢itého (pCO2) na acidobazickém analyzatoru je provadéno pomoci
Severinghausovy elektrody, ktera vyuzivd méreni zmény pH (sklenéna elektroda) v roztoku hydrogenuhlic¢itanu
a chloridli, kterou je obklopena. Molekuly pCO: difunduji do tohoto roztoku pres teflonovou membranu
a rozpousti se v tomto roztoku. Tim dochazi ke snizeni pH, které detekuje zminéna sklenéna elektroda. Jako
referenéni elektroda se vyuziva argentochloridova (Ag/AgCl) elektroda. Jedna se tedy o potenciometrii.

Shrnuti kapitoly

Kapitola pojednava o acidobazické rovnovaze a jejim vyznamu pro lidsky organismus. Soucasné se zminuje
o hlavnich pufracnich systémech v organismu s dirazem na jejich lokalizaci. Nasledné popisuje déleni poruch
acidobazické rovnovahy a parametry, které nam v orientaci pomahaji. Probird i moderni hodnoceni poruch
acidobazické rovnovahy dle Stewarta a Fencla, které pro hodnoceni poruch vyuziva tti zakladnich parametrd,
a to SID, pCOz2 a Atot. Pro lepsi pochopeni uvadi i priklad dvou poruch ABR.

Otazky ukoly:

Jaké mame pufracni systémy v organismu a kde se primarné uplatiuji?

Jaké je déleni zakladnich poruch ABR?

Vyjmenujte pricinu vzniku metabolické aciddzy.

Vymyslete priklad respiracni acidozy.

Jakym zpUsobem bude kompenzovéna metabolicka acidéza a alkal6za?

Zamyslete se nad tim, proc je v organismu lépe kompenzovana metabolicka aciddza nez alkaldza.
Vysvétlete pojem SID neboli diference silnych iontd.

Jaké jsou priciny poklesu SID?

Co zplisobi podani fyziologického roztoku ve vztahu k ABR??

©oNOA~WDN R
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12 STOPOVE PRVKY

V této kapitole se dozvite:

Tato kapitola pojednava o biogennich prvcich, které jsou nezbytné pro stavbu a funkci lidského organismu. Jejich
nedostatek v téle mize vést k zavainym chorobam, naopak vysoka koncentrace mize byt toxicka. V nejvyssich
koncentracich se vyskytuje Zelezo (Fe), méd (Cu) a zinek (Zn), v fadové nizsich koncentracich se vyskytuje selen
(Se), fludr (F), jéd (J), kobalt (Co), chrom (Cr), mangan (Mn) a molybden (Mo).

Klicova slova této kapitoly:
Makrobiogenni, mikrobiogenni, stopové, ultrastopové, Zelezo, méd, zinek, selen, chrém, fludr, jod, kobalt,
mangan, molybden.

€as potiebny k prostudovani uéiva kapitoly: 2 hodiny (teorie + feseni tloh)

12.1 Uvod

Stopové prvky se oznacuji jako biogenni nebo téZ esencidlni. Podle jejich obsahu v organismu je délime
na makrobiogenni, které se vyskytuji ve vysokych koncentracich, a mikrobiogenni neboli stopové, jez se vyskytuji
v krvi, popf. jinych biologickych tekutinach v mikromolarnich, ¢i dokonce nizsich koncentracich.

Zelezo (Fe)

Zelezo se v naSem organismu vyskytuje v podobé& hemoglobinu (60 %), v myoglobinu (4 %), ve tkanich ve formé
feritinu a hemosiderinu (30 %) a v plazmé ve vazbé na transferin. Zelezo je strukturaini souc¢ést fady enzyma a je
nezbytné ke spravné funkci dychaciho fetézce.

Zelezo pfijimame potravou, nejbohatsi zdroje jsou vnitfnosti, maso a lusténiny. V travicim traktu se Zelezo
vstfebava za Gcasti kyselé Zaludecni $tavy v horni ¢asti tenkého stfeva v podobé Zeleznatych iont( (asi 7-10 %).
MnoZstvi vstiebaného Zeleza zaleZi na kapacité apoferitinu, bilkoviné stfevni sliznice, jez vaze Zelezité ionty jako
feritin. V plazmé se Zelezité ionty vaZou na transferin, ktery prostfednictvim transferinovych receptor( predava
Zelezo do bunék. Ve tkanich se Zelezo uklada v podobé feritinu a hemosiderinu.

Zelezo méa vyznam predeviim pro prenos kysliku a oxidoredukéni déje, jeho nevyhodou je Ucast na tvorbé
nebezpecného hydroxylového radikalu z peroxidu vodiku v tzv. Fentonové reakci, ktery maze vést k poskozeni
nukleovych kyselin, bilkovin nebo miZe nastartovat lipoperoxidaci.

Nedostatek Zeleza mliZe byt zplsoben nedostatecnym pfijmem potravou, poruchami vstiebavani v disledku
nedostatku Zaludecni kyseliny nebo zanéty stfevni sliznice, poruchami transportu, zvySenou potfebou Zeleza
béhem dospivani, siinym menstruacnim krvacenim ¢i krvacenim do traviciho traktu zplsobenym viedy nebo
nadory.

Zvysena koncentrace Zeleza v plazmé se projevi pfi zvySeném rozpadu erytrocyt(, pfi zvyseném vstfebavani nebo
pfi dlouhodobém podavani Zeleza pfi |é¢bé anémie nebo pfi Castych krevnich transfuzich.

Méd' (Cu)

Obdobné jako jiné stopové prvky, také méd' se v nasem organismu vaze na bilkoviny, albumin, histidin a specialni
transportni  bilkovinu transkuprein, odkud je vychytdvdna hepatocyty. Méd je jatry zabudovana
do ceruloplazminu a nasledné vyluéovana do krve. Méd' je souddsti mnoha enzym(, které hraji klicovou roli
v rliznych metabolickych procesech, napf. v metabolismu katecholamind, pfi stabilizaci kolagenu a elastinu,
v energetickém metabolismu buriky atd. M3 antioxidac¢ni vlastnosti.

Méd' prijimame potravou, nejbohatSimi zdroji jsou morské plody, jatra a lusténiny. Méd'je absorbovana podobné
jako Zelezo v tenkém streveé, zbytek je vyloucen stolici. Koncentrace médi v modi je zanedbatelna.

Nizka koncentrace médi mize byt nasledkem hladovéni, malnutrice, tézkych prijmu, dlouhodobé parenteralni
vyzivy bez suplementace médi. Pfi¢inou mohou byt také poruchy absorpce a transportu médi, tzv. Menkesova
choroba, pfi niZ se projevi nizka koncentrace médi, ceruloplazminu a enzymu obsahujicich méd.

Soucasné muzZe byt méd toxicka, u tzv. Wilsonovy choroby nachazime nizkou koncentraci médi a ceruloplazminu,
coz ma za nasledek, Ze volna frakce médi pronikd do jater, mozku, ledvin a vede k poskozeni téchto
organu — cirhdza, neurologické poruchy atd.
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Zvysena koncentrace médi se nachazi u hepatitid, rlznych typd anémii a leukémii a projevuje se zvracenim
abolestmi v nadbfisku. Mlze vést az k akutnimu selhani jater a ledvin.

Zinek (Zn)

Zinek se v organismu vyskytuje v prostaté, mozkové tkani a jatrech. Je integralni soucasti fady enzyml
nezbytnych pro syntézu bilkovin a nukleovych kyselin. Ma antioxidac¢ni vlastnosti. Je nezbytny pro bunécnou
imunitu, tvorbu vaziva, hojeni ran a tvorbu spermii.

Doporuceny denni pfijem zinku u dospélého jedince je 12-19 mg, u déti 50 pg/kg, vétsi mnozstvi vyzaduji
novorozenci. Vyssi pFisun je dileZity také u téhotnych a kojicich Zen. Zinek je nejvice obsazen v éerveném mase,
ustricich a mofskych rybach, syrech, vejcich, oresich.

Snizend koncentrace zinku mulzZe byt nasledkem nedostatecného pfisunu potravou, zvlasté u vegetarian(,
pfi malnutrici, malabsorpci ¢i pfi nedostate¢né suplementaci v parenterdlni vyZivé, pfi poruse vstfebavani,
pfi zvysenych ztratach (prdjmy, poskozeni ledvin), popf. pfi zvySené spotiebé (horecky, nddorové onemocnéni
atd.). Pfiznaky se projevuji poruchou ristu, Spatnym hojenim ran, poruchou imunity, vypadavanim vlas(
a poruchou metabolismu cukrd.

Nadmeérné poziti zinku miZe byt toxické, akutni otrava se projevi zvracenim, prijmy a horeckou.

Selen (Se)

Selen se v organismu vyskytuje ve formé selenoproteinu-P, ktery slouZi jako zasoba. Selen je duleZitou soucasti
antioxidacnich enzymu, které chrani bunku proti uUcinku volnych radikald (glutathionperoxidaza). Soucasné
do skupiny enzym( obsahujicich selen patfi jodthyronin-5-dejodaza, dalezita pro tvorbu hormon stitné Zlazy.
Selen je dulezity také pro spravny vyvoj spermii a chrani pred rozvojem zhoubného bujeni.

Selen obsahuje zejména cibulovita zelenina. Z potravy se vstiebava vtenkém strevé. Selen se v organismu
neuklada do zasob, proto pfi nedostatku v potravé se velmi rychle projevi jeho deficit. Vylucuje se moci.

Bézné se s patologicky snizenou koncentraci selenu v krvi nesetkdvame, nicméné dlouhotrvajici deficit mlze vést
k zadvainé kardiomyopatii a k dlouhodobému postizeni kosternich svali (Keshanskd choroba). Soucasné
se zvysuje riziko karcinogeneze, rozvoje aterosklerdzy, poruchy funkce stitné zlazy a dochazi ke snizeni imunity.

Chrém (Cr)

Biologicky vyznam zavisi na mocnosti chromu, v némz se dostava do organismu. Zatimco trojmocny chrom pusobi
jako antioxidant, Sestimocny chrom je toxicky, ma mutagenni a karcinogenni ucinky.

Nedostatek se mUZe projevit u starych lidi a podvyZivenych déti, ktefi pfijimaji malo mineralnich latek v potravé.
Dlouhodoby nedostatek chromu zhorsSuje schopnost téla efektivné zpracovavat cukr, coZz zplsobuje jeho
zvySenou hladinu v krvi.

Fluér (F)

Fludr patfi mezi esencidlni stopové prvky. Jeho vliv na organismus mzZe byt jak pozitivni, tak negativni, vidy zalezi
na davce, které je lidsky organismus vystaven. Doporucena denni davka se pohybuje v rozmezi 3—4 mg/den
u dospélého ¢lovéka, u déti je ddvka mensi, zavisi na véku a musi se hlidat, aby nedoslo ke vzniku dentalni fluorézy
(z nadmérného mnozstvi fluéru). Stejné tak se hlida minimalni ddvka za ucelem prevence zubniho kazu. Mezi
dalsi ucinky fluéru patfi vliv na funkci enzymu, jeho moznd karcinogenita, genotoxicita, ovliviiovani apoptdzy
a oxidac¢niho stresu.

J6d (1)

Jod je esencidlni stopovy prvek velmi dlleZity pro lidsky organismus. PFijimame ho v potravé ve formé jodidovych
iont(, které se z gastrointestindlniho traktu velmi rychle vstfebavaji. Z krve jsou pak vychytavany stitnou Zlazou,
ktera si z néj vytvari dlleZité hormony (tyroxin —Ta, trijédtyronin Ts), které reguluji tempo metabolismu, preménu
latek ve vétsiné bunék organismu. Jod je dalezity béhem raného vyvoje, vyrazny nedostatek vede k poskozeni
mozku s oslabenim dusevnich funkci, se vznikem poruch télesného ristu a vyvoje.

Podobné jako fada jinych zdravotné dulezitych prvkd ma jod urcité optimalni rozmezi denniho ptrijmu, které
se u dospélého clovéka pohybuje v rozmezi 150-220 pg. Dlouhodobé vysoky pfijem jédu vede k hypertyredze.
Davodem muzZe byt nespravné podavani 1éka obsahujicich jé6d anebo mnohem c¢astéjsi porucha imunitniho
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systému z mnoha rGznych pFi¢in. Onemocnéni z dlouhodobého nedostatku tyreoidéalnich hormon( se nazyva
hypotyredza, pfi niz postupné dochazi k poskozenim celého organismu.

Kobalt (Co)

Kobalt je esencidlni stopovy prvek, ktery je soucdsti vitaminu Bi2 (kyanokobalaminu), jenZ hraje klicovou roli
pti aktivaci mnoha enzym(. Kobalt ma vyznam v tvorbé erytropoetinu a inhibuje enzymy oxidace v kostni dfeni,
coz vede k jeji stimulaci. Kobalt se uplatiiuje v syntéze hormonu stitné Zlazy, kde se podili na vychytavani jédu.
Jeho deficit i nadbytek vede ke strumé. Kobalt zplsobuje vasodilataci a zarudnuti kdze.

Kobalt pfijimame v potravé, predevsim v listové zeleniné a jatrech. K absorpci dochazi v tenkém streve, vylucuje
se hlavné moci, v malém mnoZstvi stolici a potem. Pfiznaky deficitu kobaltu jsou obdobné jako v pfipadé deficitu
vitaminu Bz, projevuji se anémie, hubnuti, Gnavnost, nechutenstvi a zpomaleni ristu.

Mangan (Mn)

Mangan je stopovy prvek, ktery hraje dileZitou roli v fadé biochemickych procest v téle, zejména jako soucast
enzymu, které se podileji na metabolismu sacharidd, aminokyselin a cholesterolu. Mangan je také nezbytny pro
spravnou tvorbu kosti, hojeni ran a antioxidacni obranu organismu.

Nedostatek manganu je vzacny, ale mGZe vést k porucham rlstu, snizené mineralizaci kosti nebo narusené
imunitni funkci. Naopak, zvySené hladiny manganu mohou byt toxické, zejména pfi dlouhodobé expozici,
a mohou zpUsobit neurologické pfiznaky podobné Parkinsonové nemoci.

Molybden (Mo)

Molybden je stopovy esencialni prvek, ktery je soucasti metaloenzym( (xanthinoxidaza, aldehydoxidaza,
sulfatoxidaza). Vstfebava se v Zaludku a v tenkém stfevé, vylucuje se ledvinami a Zlu¢i. Nadmeérny pfijem
molybdenu ma za nasledek vzestup kyseliny mocové v krvi, toxické ucinky se projevuji zménami v sulfatovém
metabolismu. Pfi nedostatku se projevuje hypermethioninémie, hypourikémie, xanthinurie, hypourikosurie,
nizka exkrece siran(. To vede k tachykardiim, zvraceni, mentalnim porucham az ke kématu.

10.2 Analytické stanoveni vybranych kovi metodami AAS

V laboratorni diagnostice stopovych prvkd se nejcastéji vyuzivd atomova absorpéni spektrometrie (AAS)
a hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou (ICP-MS).

AAS je kvantitativni optickd metoda, ktera umozZiuje stanovit kovy jako Cu, Zn, Pb, Se, Al a dalsi. VyuZiva princip
absorpce vhodného elektromagnetického zareni (fotonu) volnymi atomy prvk( v plynném stavu. Méfi se
absorpce zareni (absorbance), kterda je pfimo Umérna koncentraci atomd sledovaného prvku ve vzorku.
Z kalibracni kfivky se na zakladé méreni standardnich roztokli o zndmé koncentraci vypocte koncentrace
analyzovaného vzorku.

Pristroj, ktery vyuZiva tohoto jevu se nazyva atomovy absorpcni spektrometr a sklada se ze Ctyr zakladnich ¢asti:
zdroj, atomizator, opticky systém, vyhodnocovaci jednotka. VyuZivaji se dva zakladni zdroje pro atomizaci
analyzovaného prvku. Prvnim zdrojem je plamen (F-AAS), druhym je grafitova kyveta (ETA-AAS nebo GF-AAS),
kde je atomizatorem grafitova picka s kyvetou, ktera je vyhtivana elektrickym proudem.

Vyhoda plamenové AAS je velmi rychld analyza, Zadné nebo jen mirné rusivé vlivy a relativné nizké provozni
naklady. Plamenova AAS bohuzel nedosahuje potfebné citlivosti pro stopovou analyzu, ETA-AAS je aZz o 3 fady
citlivéjsi. Analyza ETA-AAS je pomalejsi a mlzZe byt ovlivnéna ¢etnymi rusivymi vlivy matrice vzorku.

Shrnuti kapitoly

Stopové prvky jsou minerdlni latky, které jsou nezbytné pro spravné fungovani organismu, avsak ve velmi malych
mnozstvich. Jejich koncentrace v krvi a jinych biologickych tekutinach je obvykle v mikrogramovych nebo nizsich
koncentracich. | presto, Ze jsou pfitomny v malych mnoZstvich, maji klicovou roli v riiznych biologickych funkcich,
jako je enzymaticka aktivita, metabolismus, a regulace rlstu a vyvoje. Mezi stopové prvky patfi Fe, Cu a Zn
s koncentracemi 10-20 pumol/L, a také prvky s vyrazné niz$imi koncentracemi, Se, F, J, Cr, Co, Mn a Mo.
Ultrastopové prvky zahrnuji kiemik a vanad. Vétsinu z nich ziskavdme z potravy, a pfi jejich nedostatku je nutna
suplementace. Dlouhodoby deficit mze vést k vaznym zdravotnim problémdm, zatimco nadbytek byva toxicky.
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Otazky ukoly:

Co jsou to biogenni prvky?

V jakych koncentracich se vyskytuji?

Jaky je biologicky vyznam Zeleza?

Vyjmenujte choroby souvisejici s nedostate¢nym, popf. nadmérnym mnozstvi médi.
Jak se dostdva do naseho téla jod. Ma pro organismus néjaky vyznam?

ok wN e
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13 VITAMINY

V této kapitole se dozvite:

Tato kapitola vas uvede do problematiky vitamind, Zivin organického plivodu, které nase télo potfebuje v malych
davkach. ProtoZe viak nejsme schopni syntetizovat vitaminy sami, musime je télu dodavat potravou. Mlzeme
je rozdélit do dvou skupin, na vitaminy rozpustné ve vodé (vitaminy skupiny B, vitamin C) a vitaminy rozpustné
v tucich (vitamin A, D, E, K).

Klicova slova této kapitoly:
Vitaminy rozpustné v tucich a rozpustné ve vodé, vitamin A, vitaminy skupiny B, vitamin C, vitamin D, vitamin E,
vitamin K.

€as potiebny k prostudovani uéiva kapitoly: 2 hodiny (teorie + feeni tloh)

13.1 Uvod

Vitaminy jsou definovany jako organické latky nezbytné ve velmi nizkych koncentracich pro pribéh rady
biochemickych pochodi. Jejich nedostatek vede k charakteristickym porucham ¢i chorobdam z nedostatku
pfislusného vitaminu.

13.2 Vitaminy rozpustné v tucich

Vitamin A (retinol)

Jedna se o vitamin, ktery bézné pfijimame potravou, a to bud pfimo (maslo, tu¢né mlééné vyrobky, vejce, jatra,
rybi tuk), nebo ve formé provitaminu 3-karotenu (karotka, rajcata, zelena listova zelenina). -karoten se ve stfevé
hydrolyticky stépi a poskytuje nam dvé molekuly vitaminu A. Vitamin A je krvi transportovan ve vazbé na specialni
bilkovinu, retinol-binding protein (RBP). Ten se v plazmé vaZe na prealbumin, ¢imZ je zajisténo, Ze nedojde
ke ztraté vitaminu A modi.

Vitamin A je nezbytny pro vidéni a pro spravnou tvorbu a rohovaténi pokozky a funkci sliznic. Sou¢asné ma mirné
antioxidacni Ucinky. Jeho provitamin B-karoten ma vSak mnohem silnéjsi antioxida¢ni ucinky a je schopen velmi
efektivné likvidovat volné radikaly a dalsi reaktivni formy kysliku.

Nadmérné poZiti vitaminu A miZe vést k hypervitamindze (intoxikace organismu), nicméné podani 3-karotenu
je zcela bezpecné.

Vitamin D (cholekalciferol, ergokalciferol)

Vitamin D existuje ve dvou formach: rostlinné, znamé jako ergokalciferol, a Zivocisné, oznacované jako
cholekalciferol. Cholekalciferol se syntetizuje v pokoZce plsobenim UV svétla a ¢astecné ho také ziskavame
z potravy, jako je rybi tuk, jatra a morské ryby.

Vitamin D je kli¢ovy pro metabolismus vapniku a fosforu. Jeho aktivni forma vznika v jatrech a ledvinach po dvoji
hydroxylaci steroidniho jadra na pozicich 1 a 25. Kromé toho ma vitamin D duleZitou roli ve funkci svald, nerv,
krevnim srazeni, rGstu bunék a vyuzZivani energie. Pomaha zpomalovat ztratu kostni hmoty a je dilezity
pro prevenci osteopordzy.

Vitamin E (tokoferol)

Vitamin E se vyskytuje v podobé nékolika izomerd, nejucinnéjsi je a-tokoferol. Nachdzi se v potravinach
rostlinného i ZivociSného plivodu. Je pfitomen v mléce, masle, mase, rybach, vejcich a obilninach, také v zelening,
ovoci a oresich.

Ma vyrazné antioxidacni vlastnosti, likviduje volné radikaly a sdm se stava volnym radikalem, ktery maze zpUsobit
lipoperoxidaci (oxidaci vicenenasycenych mastnych kyselin). K plnému projevu antioxidacnich ucink( vitaminu E
je zapottebi pfitomnost dalSich antioxidant(, napf. kyseliny askorbové, vitaminu C atd.

Nedostatek vitaminu E napt. v disledku dlouhodobé parenteralni vyZivy, popf. pfi tézké steatorei mliZe vést
k progresivni nervové-svalové chorobé, k poruse rovnovahy, koordinace.
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Vitamin K (menadiol)

Vitamin K se vyskytuje ve formé K1 a K2, cozZ jsou pfirozené formy, a K3, ktery je synteticky a mGze byt pfeménén
na vitamin K2. Je obsazen v zelené listové zeleniné (Spenat, brokolice, kapusta, séja, hovézi jatra atd.).

Vitamin K je nezbytny pro dobrou srazlivost krve (tvorbu protrombinu a koagula¢niho faktoru VII) a tvorbu
osteokalcinu v kostni matrix.

Nedostatek vitaminu K mdZe mit za nasledek poruchu krevniho srazeni a poruchu absorpce vapniku v kosti.

13.3 Vitaminy rozpustné ve vodé

13.3.1 Vitaminy skupiny B

Jedna se o skupinu latek, které vystupuji jako koenzymy &i prostetické skupiny rznych enzym.

Vitamin Bz (thiamin)

Jedna se o vitamin, jenZ se vyskytuje v potravinach rostlinného i ZivocisSného pavodu (napf. v obilovinach,
rajcatech, zeli, kvétaku, brokolici, ofesich, kvasnicich, jatrech, ledvinach, srdci a vepfovém masu).

Z hlediska vyznamu je dllezitd jeho aktivni forma, thiamindifosfat, ktera vznika v jatrech. Thiamindifosfat je
koenzymem oxidativnich dekarboxylaz a transferaz, z ¢ehoz vyplyva jeho vyznam pro energeticky metabolismus.
Jeho nedostatek se projevuje poruchami nervového a kardiovaskuldarniho charakteru. Tézky deficit ma
za nasledek onemocnéni beri-beri.

Vitamin B: (riboflavin)

Zdrojem tohoto vitaminu jsou predevsim kvasnice, jatra, mlécné vyrobky, maso, obiloviny.

Riboflavin je soucasti flavinovych nukleotidu (FAD, FMN) a tcastni se transportu elektrond v dychacim retézci,
soucCasné vystupuje jako koenzym nebo prostetickd skupina tady dehydrogendz a oxidaz. Je duleZity
pro metabolismus sacharidd, bilkovin a tuka.

Deficit vitaminu B2 doprovazi nedostatek ostatnich vitaminu rozpustnych ve vodé. Projevuje se bolavymi koutky
Ust, zanéty sliznice jazyka, vypadavanim vlasl a zanétem spojivek.

Vitamin Bs (kyselina pantotenovd)

Vitamin B5, zndmy jako kyselina pantotenovd, se nachazi v rostlinné i Zivocisné potravé, predevsim v jatrech,
srdci, mase, vajickach a obilovinach. Je soucasti koenzymu A (CoA) a hraje klicovou roli v metabolismu sacharidd,
bilkovin a tuk(. Je nezbytny pro syntézu steroll, hormont, neurotransmiter(, fosfolipidli, hemoglobinu,
myoglobinu a dalSich dilezitych latek. Jeho nedostatek je vzhledem k tomu, Ze je obsaZen prakticky ve vSech
zdrojich potravy velmi vzacny.

Vitamin Be (pyridoxin)

Vitamin B6 neboli pyridoxin je vSudypfitomnou latkou, vyskytuje se jak v rostlinné, tak Zivocisné potravé. Ve své
aktivni formé, pyridoxalfosfatu, vystupuje jako koenzym enzym( Ucastnicich se metabolismu bilkovin, sacharid(
a lipidd, pfedevsim aminotransferaz a dekarboxylaz.

Nedostatek vitaminu Bs se projevuje velmi zfidka a vétsinou jej doprovazi deficit vitaminu skupiny B.

Vitamin Biz (kyanokobalamin)

Vitamin B2 je syntetizovdn vylu¢né mikroorganismy, a proto se vyskytuje v ZivoCiSné stravé a v rostlinné zcela
chybi. Velmi dobrym zdrojem vitaminu B12 jsou jatra. Je nezbytny pro tvorbu nukleovych kyselin a pro déleni
bunék, z ¢ehoZ vyplyva jeho vyznam pro rist a krvetvorbu. Jeho nedostatek byva zplsoben poruchou absorpce
vitaminu B12 Zaludecni sliznici, kterd netvofi tzv. vnitfni faktor, jenZz je nezbytny pro jeho vstiebdvani. Vznika
perniciézni anémie. Pfiznaky nedostatku vitaminu B12 jsou megaloblastova anémie, slabost, Unava, ztrata chuti,
Cichu a télesné hmotnosti.
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Kyselina listovd

Kyselina listova a od ni odvozené folaty, se skladaji z pteridinu, kyseliny p-aminobenzoové a kyseliny glutamové.
Jejimi nejbohatSimi zdroji jsou jatra, kvasnice a listova zeleniny. Derivaty kyseliny listové, zejména
tetrahydrofolat, jsou koenzymy metabolismu jednouhlikatych zbytkd. Maji vyznam v fadé dilezitych reakci,
predevsim pro syntézu nukleovych kyselin.

Nedostatek kyseliny listové je velmi Casto spojovdan s mirnou hyperhomocysteinémii. MliZze se projevit
v téhotenstvi, pfi infekénich a nadorovych onemocnénich, u alkoholikd a seniorll. Vede k megaloblastové anémii
projevujici se Unavou, slabosti, ztratou chuti k jidlu atd.

Niacin (nikotinamid, vitamin PP)

Vitamin PP se vyskytuje v rostlinné i Zivocisné stravé, nejbohatsimi zdroji jsou kvasnice, jatra, dribeZ, ofechy
a zelenina.

Niacin je soucasti koenzymG (NAD*a NADP?) fady dehydrogenaz, ucastni se mnoha oxidoredukénich reakci,
je nezbytny pro metabolismus sacharidd, bilkovin i tuka.

Jeho nedostatek pozorujeme pfi dlouhodobém nedostatku v potravé, projevuje se Zaludecnimi, stfevnimi
problémy, koZznimi zménami a poruchami nervové Cinnosti (deprese, ztrata paméti).

Vitamin C (kyselina askorbova)

Hlavnim zdrojem vitaminu C je ovoce a zelenina (citrusové plody, ¢erny rybiz, jahody, kiwi, Sipky, brokolice,
rajcata, paprika), ze ZivociSnych surovin to jsou jatra a ledviny.

Vitamin C je nezbytny pro tvorbu kolagenu (hydroxylaci prolinu a lyzinu), a tak i pro tvorbu kosti, zub( a jinych
tkani, urychluje hojeni ran, udrzuje elasticitu klQiZe, pfispiva k odolnosti organismu proti infekcim, vysokému
krevnimu tlaku a ateroskleréze. Ma antioxidacni ucinky. Spolec¢né s vitaminem E chrani bunécéné membrany
a lipoproteiny LDL pfed oxidaci, a ma tak pozitivni vliv na sniZeni vyskytu kardiovaskuldarnich onemocnéni.

Jeho nedostatek se objevuje zfidka, projevuje se inavou, ¢astym nachlazenim, krvacenim z dasni, ztratou chuti
k jidlu atd. Tézky deficit, s nimZ se dnes setkdvame velmi vzacné, je znam jako kurdéje.

13.4 Analytické stanoveni vitamin(

V diagnostice se uplatiuji moderni instrumentalni metody, jako kapalinova chromatografie s hmotnostni
dekteci (HPLC/MS/MS).

Shrnuti kapitoly

Vitaminy jsou nezbytné dllezité slozky potravy, které maji fadu vyznamnych funkci v metabolismu. Protoze si je
vsak organismus neumi sam vytvorit, musime je v malych mnozZstvich pfijimat potravou. Délime je do dvou
skupin, na vitaminy rozpustné ve vodé a v tucich. Do prvni skupiny radime vitaminy skupiny B, z nichZ fada plsobi
jako kofaktory enzymd, a vitamin C, ktery ma vyznamné antioxidacni vlastnosti. Do skupiny vitamin{ rozpustnych
v tucich fadime vitamin A, D, E, K. Vitamin A je dUleZity pro vidéni a syntézu glykoprotein(, vitamin D se uplatriuje
v regulaci metabolismu vapniku a fosforu a jeho nedostatek ve stravé ma za ndsledek kfivici a osteomaldcii,
vitamin E je nejdllezitéjsim antioxidantem v téle a vitamin K je potfebny k syntéze faktort krevniho srazeni (napf.
1, VII, IX, X).

Otazky ukoly:

1. Jaky maji vitaminy biomedicinsky vyznam?
Jak vitaminy délime?
Které vitaminy maji antioxidacni vlastnosti?
Ktery vitamin ma vztah k osteopordéze?
Ktery vitamin neni obsaZzen v rostlinné stravé?

a0

Dalsi doporucené zdroje k této kapitole:

1.  Cermakova M. Klinickd biochemie. 2 dil. Narodni centrum oSetiovatelstvi a nelékatskych zdravotnickych
obora, 2005.

2. Murray R. K., Granner D. K., Mayes P. A., Rodwell V. W. Harperova biochemie, 3. vydani. H+H, 2002.

3.  RacekJ., RajdI D. et al.: Klinicka biochemie. 3., pfepracované vydani. Praha: Galén, 2021.
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PRILOHA 1: Referenéni meze

Referencni rozmezi

Analyt Material Muzi Zeny
Jednotky - - - -
Dolni mez | Horni mez | Dolni mez | Horni mez
Sérum g/L 35,00 52,00 35,00 52,00
Albumin
Moc mg/L 0,00 19,9 0,00 19,9
Sérum L 0,50 1,30 0,50 1,20
Alfal-kysely glykoprotein g/
(orosomukoid)
Moc mg/L 0,00 50,0 0,00 50,0
Alfal-mikroglobulin Moc mg/L 0,00 12,5 0,00 12,5
Alfa2-makroglobulin Sérum g/L 1,30 3,00 1,30 3,00
ALP Sérum pkat/L 0,58 1,75 0,58 1,75
ALT Sérum pkat/L 0,17 1,13 0,17 0,75
Amoniak Plazma | pumol/L 18,0 72,0 18,0 72,0
) Sérum | pkat/L 0,15 1,97 0,15 1,97
Amyldza -
Mot pkat/L 0,10 10,8 0,10 10,8
Amylaza pankreaticka Sérum pkat/L 0,22 0,88 0,22 0,88
Apolipoprotein Al Sérum g/L 1,00 1,70 1,10 1,90
Apolipoprotein B Sérum g/L 0,50 1,00 0,50 1,00
AST Sérum pkat/L 0,25 0,75 0,25 0,58
Beta2-mikroglobulin Sérum mg/L 0,80 2,34 0,80 2,34
Bilirubin celkovy Sérum pumol/L 5,0 25,0 5,0 25,0
Bilirubin pfimy Sérum umol/L 0,00 5,00 0,00 5,00
C3 komplement Sérum g/L 0,90 1,80 0,90 1,80
C4 komplement Sérum g/L 0,10 0,40 0,10 0,40
Sérum g/L 62,0 78,0 62,0 78,0
Celkova bilkovina Moc g/L 0,00 0,149 0,00 0,149
Moc g/24h 0,00 0,20 0,00 0,20
Ceruloplazmin Sérum g/L 0,20 0,60 0,20 0,60
CK Sérum pkat/L 0,77 2,85 0,57 2,42
C-reactive protein Sérum mg/L 0,00 10,00 0,00 10,00
Cystatin C Sérum mg/L 0,62 1,11 0,62 1,11
. Sérum mmol/L 3,50 5,10 3,50 5,10
Draslik
Mo¢ mmol/d 40,0 90,0 40,0 90,0
Sérum mmol/L 0,75 1,65 0,85 1,50
Fosfor -
Mo¢ mmol/d 12,90 42,00 12,90 42,00
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Referencni rozmezi

Analyt Material Muzi Zeny
Jednotky | Dolnimez | Hornimez | Dolnimez | Horni mez
Glukéza Sérum mmol/L 3,60 5,59 3,60 5,59
GGT Sérum pkat/L 0,17 1,67 0,17 0,75
Haptoglobin Sérum g/L 0,30 2,00 0,30 2,00
HbAlc PIn& krev | mmol/mol 20,0 42,0 20,0 42,0
HCO:s std. PInd krev| mmol/L 22 26,00 22,00 26,00
HCOs akt. Plnd krev| mmol/L 22,0 26,0 22,0 26,0
- Sérum mmol/L 0,71 0,94 0,71 0,94
Hor¢ik -
Moc¢ mmol/d 1,00 10,5 1,00 10,5
Sérum mmol/L 97 108 97 108
Chloridy -
Moc mmol/d 110 270 110 270
Cholesterol celkovy | Sérum mmol/L 2,90 5,00 2,90 5,00
Cholesterol HDL Sérum mmol/L 1,00 2,10 1,20 2,70
Cholesterol LDL Sérum mmol/L 1,20 3,00 1,20 3,00
Imunoglobulin A Sérum g/L 0,88 4,10 0,7 3,7
Imunoglobulin G Sérum g/L 7,0 16,00 7,0 16,00
Imunoglobulin M Sérum g/L 0,40 2,30 0,40 2,30
o Sérum pumol/L 60,00 105,00 45,00 90,00
Kreatinin
Moc mmol/d 8,00 18,00 8,00 18,00
) Lo Sérum umol/L 230,0 480,0 155,0 400,0
Kyselina mocova -
Moc mmol/d 1,48 4,43 1,48 4,43
Laktat Plazma mmol/L 0,50 2,20 0,50 2,20
LD Sérum pkat/L 1,75 3,42 1,75 3,42
Lipaza Sérum pkat/L 0,20 0,88 0,20 0,88
Lipoprotein (a) Sérum mmol/L 0,00 0,30 0,00 0,30
Meéd’ Sérum umol/L 11,00 20,00 13,40 24,50
) Sérum mmol/kg 280,00 300,00 275,00 295,00
Osmolalita . - -
Mo¢ mmol/kg 50,00 Viz pozn. 50,00 Viz pozn.
pH PIna krev 7,36 7,44 7,36 7,44
pCO2 PIna krev kPa 4,80 5,90 4,80 5,90
pO2 PIna krev kPa 9,90 14,40 9,90 14,40
SO PIna krev 0,95 0,985 0,95 0,985
Sodik Sérum mmol/L 137 145 137 145
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Referencni rozmezi

Analyt Material Mugzi Zeny
Jednotky - ” - -
Dolnimez | Hornimez | Dolni mez Horni mez
Sodik Moc mmol/d 120 220 120 220
Transferin Sérum g/L 2,00 3,60 2,00 3,60
Triacylglyceroly Sérum mmol/L 0,45 1,70 0,45 1,70
L Sérum mmol/L 3,20 8,10 2,60 6,40
Urea (mocovina) -
Moc mmol/d 167,0 583,0 167,0 583,0
L ) Sérum mmol/L 2,15 2,60 2,15 2,60
Vapnik celkovy »
Moc mmol/d 2,50 7,50 2,50 7,50
Vapnik ionizovany Sérum mmol/L 1,15 1,33 1,15 1,33
Vitamin A Sérum umol/L 1,05 2,80 1,05 2,80
Vitamin B Sérum nmol/L 106,0 638,0 106,0 638,0
Vitamin B3 Sérum pumol/L 0,90 8,20 0,90 8,20
Vitamin Bs Plazma (EDTA) nmol/L 20,20 121,80 20,20 121,80
Vitamin B2 Sérum ng/L 125,0 512,0 125,0 512,0
Vitamin C Plazma umol/L 23,0 85,0 23,0 85,0
Vitamin D2 Sérum ug/L 8,90 46,70 8,90 46,70
25-hydroxy- Sérum nmol/L 75,0 250,0 75,0 250,0
vitamin D
Vitamin E Sérum mg/L 5,5 17,0 5,5 17,0
Vitamin K Sérum nmol/L 0,29 2,64 0,29 2,64
Zinek Sérum umol/L 9,10 18,00 9,10 18,00
Zelezo Sérum umol/L 11,60 31,30 9,00 30,4

Poznamka: orientacni hodnoty, neni uvedeno rozdéleni dle jednotlivych vékovych kategorii
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