UMIVERZITA J, E.PURKYRE ¥ D5TI HAD LABEM
Fakulty tdriwalaiskyeh sludii

BIOCHEMIE, HEMATOLOGIE A
TRANSFUSNI LEKARSTVI

RNDR. ING. PETR KELBICH, PHD.
MUDR. DAGMAR PARTLOVA
MUDR. JAN SPICKA, MBA

ING. ADELA JIZEROVA
MGR. JANA POSTOVA
ING. PAVLA BRADACOVA



UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTi NAD LABEM
FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDII

Biochemie,
hematologie a
transfusni Iékarstvi

RNDr. Ing. Petr Kelbich, Ph.D.
MUDr. Dagmar Partlova
MUDr. Jan Spi¢ka, MBA

Ing. Adéla Jizerova
Mgr. Jana Postova

Ing. Pavla Bradacova

Usti nad Labem 2022



Text neprosel jazykovou korekturou. Za obsahovou, jazykovou a stylistickou spravnost od povida autor.

Neopravnéné uziti tohoto dila je porusenim autorskych prav a muiZe zakladat obcanskopravni,

spravnépravni, popf. trestnépravni odpovédnost.

© Jméno Autora, editora a recenzentt 2022

Vydavatel: Fakulta zdravotnickych studii.
Univerzita J. E. Purkyné v Usti nad Labem, 2022
ISBN xxxxxxxxx (online: PDF)

DOI: XXXXXXXXXX



Obsah

UvoDp
1. Uvod do bun&éné biologie  P.KELBICH ..............cccveiiieuiuiiieeeeeieeceeeeeeeeieee e 0
1.1 Bunka — zakladni jednotka Zivota ........ccceeiiieeiiiiiiccrrec e e s e e e s eens 0
1.2 LatkoVvé SI0Zeni ZiVE RMOTY .......ccoiiiiiiieeiiiiiiiiiiniiiesscissirsessenessssessseesnnnssssssesssssennnnnsssnes 4
121 BIOZENNT PIVKY «.vveeieeiiiie ettt e e s e e st e e e s ab e e e e s abe e e e e nareeesenareeas 4
1.2.2 Y1 o 1= T o VOSSR PRRUUPRPPR 5
1.2.3 7o o 1Y PSSP 8
1.2.4 Peptidy @ PrOtEINY couvii ittt ettt et e s e e s e e sba e e nate e sabeeenans 10
125 Nukleové kyseliny — viz Kapitola 1.3. . .ccociiiiiiiiie e 11
1.3 Kdd Zivota — nukleové kyseliny a proteosyntéza ........cccceeeeieenerienerencrennerenneerencereonenenns 12
131 Deoxyribonukleovd kyseling (DNA) ......ciocieeeieeiiieeriee et estee st s esieeesveesaee e e sveeesaees 13
1.4 Energeticky metabolismus BURKY ........cccuciiiimiiiiiiccrrccrrreccrrreeces s eeaee s s e nanans 20
14.1 B ZY MY 21
1.4.2 Y Tl o - (o Y RPN 23
T3 LIPIOY coeveeeeeeeeeeeeee e s e ee e e s e e et e e et en e st en e e r e eneeneeeeees 24
2 Procesy klinicko-biochemické diagnostiky = D.PARTLOVA...........ccocoovuiuieirieeeiieeeeeeeee e 27
2.1 Preanalyticky proces mimo 1aboratorni .......cceeciiieeieiiiieieiiieccrrececeeereee s e eeane s e ennnaene 27
2.1.1 Pf¥iprava pacienta pred odbérem biologického materidlu ..............c..ccoocieiiiinnnn, 27
2.1.2 Preanalytické vlivy pfed odbérem VZorku ............cccoocovveeiiiiiiiiiiiiieeec e 28
2.1.3 Odbér biologického materidlu................cooociiiiiiiiiii e 28
2.14 Rozdil mezi sérem a Plazmou .............coooviiiiiiiiiec e 31
2.15 Oznaceni vzorku biologického materialu..................cccooiriiiiiiii e, 32
2.1.6 BT 1 « e ] o S PPUPPPPPPR 33
2.2 Preanalyticky proces laboratorni.....cccceeeiieeiiieeiiiiniiiieiereeerteerenenerenerenserenseerenceresnesenns 33
23 ANAIYLICKY PrOCES ...ceeeiiieieciiiecceireieeereeieeeereaaneeeeennseesrenssesseenssesssensssssssnnsesseennssnssennnen 34
24 POStaNalYtiCKy PrOCES ......eiieeeeiiiieieiitinneetteaneerteaneeeeeenssesseenssessennssessennssessennssessennnnnnes 34
3 Analytickd ¢ast vySetfeni D.PARTLOVA ...........ccooooioiieieiieeieeeeeeeeeee et 35
3.1 Druhy metod v 1aboratofi KLB..........cccieeeeiiiimeieiiiiniciiinneesneenseseesnssessennssessennsssssennsnsnes 36
3.1.1 Kvalitativni Mmetody...........c.oooiiiiii e 36
3.1.2 Kvantitativni Metody ............ccoouiiiii it 36
3.13 Semikvantitativni Metody .............coccvviiiiiir e 36
3.2 TYPY MELOM ...ttt eetrrnee s renesessrenessssrenesssseenssssseensssssrenesssssenassssnennnns 36
33 Referentni hodnoty ........ oot s e s e s s e nne s s ennssassennnnanns 37

3.4  Typy laboratorniho Provozu..........ceeeeiiieeeiiiiec e rene s s e e nes s s s e ne s s s e nanes 37



3.4.1 IMaANUAINT PrOVOZ..........ooiiiiiiie ittt ete e e et e e e st te e e e sbte e e e ebeaeeeentaeeesnnes 37

3.4.2 Poloautomatizovany ProVOz..............ccceeecuiieiieesiiieecieeeeeeree e ste e e stee e sete e steeeraeesseeenns 37
343 PINé automatizovany ProvVoz..............ccceecciiieiiieiiieeiieeceeestee e ste e e tee e ste e sae e e raeesbee e 38
3.5  Typy automatickych analyzatorli:.....ccccccceceiriiiieeennnceierieeeeennsnecesereeeeeennsnssesesseesesnnnnnsnnes 38
351 OtEVIENE SYSEEMY ........oiiiiiiiiie et e et e e et e e e e ratr e e e eeabae e e eanraeeeennnaeeeean 38
3.5.2 UZAVIENE SYSTEMY .......ooiiiiiiiiiciie et tee et et e e e e st e e e sree e e beeesateesateesnsaeesnseeenns 38
3.5.3 SUChA CREMIE ...ttt st sttt e sae e st 39
3.5.4 Imunochemické analyzatory ..............ccooeciiiiiiiiiie e 39
3.6 ReZim indiKace VYSetFeNi...cccuuuciiieeceiiieec et cr s rrrnee s s renne s s e rns e s s e nnssessennssessennnnanns 39
36.1 Vitalni indikace, CMP (cévni mozkova pfihoda) ..........c.ccccovvviiriciiiniin e, 39
3.6.2 ) & 1 {11 o TR PP PPPUTOPTPPPP 40
3.6.3 RURING ...t s e e et e e s e e e e s s e e e e s ebeeeessaneeeeseanee 40
3.6.4 SCreeningOVA VYSEtFENI.......cccuiiiiiiiii e e e 40
3.6.5 Point of care testing (POCT) ........ccccuiiiiiiiiiieieesee et ee e ste e sae e saae e s reeenes 40
3.7 Kalibrace mMetody........cccuciiiieiiiiiecccireeresrreene s s rrese s s eeassessenassessennssessennssessennssessennnnnns 40
3.7.1 Metoda Kkalibra€ni KFIVKY ..........c.c.cooiiiiiiiiiiiee et e s e e 41
3.7.2 Metoda jednoho standardu .............c..ooiiiiiiiiiiiic e 42
373 PFimy vypocet pomoci molarniho absorpéniho koeficientu e ............c.ccccoeveeieeiens 42

4  Kontrola analytické metody D.PARTLOVA ...........ccocooiiiimiiiceieeeeeeeeee ettt 44
4.1 Podminky spolehlivosti laboratorni metody ........cccceiiiieiiiiieiiiirccrrrecerrreer e a4
411 SPrAVNOST MEEOAY......ooiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e et re e e e e e eeetabbaeeeeeeesennsnsraaeeeas 44
4.1.2 Piresnost metody (reprodukovatelnost)...............cccooveeiiiiiiiiiiiieeeccceec e 44
41.3 Citlivost (senzitivita, detekeni limit) metody .............ccooeeiiiiiiccieeeeee, 45
41.4 Specifita (specificnost) Metody ..........coccvei i 45
4.2 Druhy chyb v 1aboratornim Provozu ..........ceeeveeiireniiieeiereeneitenereeeierenereenerenseereseesnsesanes 45
421 ADBSOIUENT CAYDA (E) ..oeooeiveiieeiieee et e are e e eare e e e e areeas 45
42.2 Relativini Chyba (E%6) ........ooooveieeieeciee ettt ettt e e ave e s te e e bae e s bee e 45
423 Chyby NAhOANE ...ttt e et e e e e araeaean 45
424 Chyby SystematiCKe .............ccooiiiiieece e e e 45
4.2.5 JINE CYDY ...ttt bttt s 46
4.3 Validace Metody.....cccoiiieeiiiiiiiiiicc et renees s rene s s renesessrenessssrenesssseenasasseananas 46
4.4 L% Ta Lo ETe [F 2 Tol Ty 4 T=1 o o 1V RN 46
4.5 Referentni MAateridly .......cciveeeciiiieiiiiiice et eeerreeeseraseeeeeaneeseennssessennssessennssessennnnans 46
4.6 Kontrola kvality (kontrola jakosti, Quality control — QC).......ccccceerremnieiriennierreenncereennnenns 46
4.6.1 ANalytickd KONrola............oooouiiiiiiie e e e 47
4.6.2 Vnitfni (interni) kontrola kvality .................coooiiiiiiiiiie e 47



4.6.3 Externi kontrola kvality (EKK).............ccooiiiiiiiiiiiiic ettt et 47

5  Vydetienimote D.PARTLOVA .........ccccocoiiiieieieeeeeeeeeeeeeess ettt ettt anenaeas 49
5.1 ZaKIadni VYSetreni MOCE .......ccvveeeeueiieiiiiiiiiieniieiesiieeesnnessssesssesesnnssssssesssssessnnsssssssssanns 51
L0 © T | 7= o 1T o 51
5.2.1 Jednorazovy odber MOCi............cooooiiiiiiiiie e e 51
5.2.2 CaSOVY SDEF MOCi ...ttt ettt ettt s e 51
5.3 Fyzikalni vySetFeni MOCE ....c.uuuiiiiiiiiiiicciin it rerrnesssse s s s s e e ssnasssssesssesesnnanssanes 52
531 IMINOZSTVI IMOCE ... .eiiiiiiiie ettt ettt ettt st b e bt e b e e s bt e sateeateentean 52
5.3.2 BArVa MOCE...... ..ottt ettt sttt et e s bt e s bt e st st st e e b e b e e be e saeesaeeenrean 52
533 -1 L | ST 53
5.3.4 - o T- 1] o [PPSR 53
5.35 PH MOCE ... et e e e st e e e s bte e e e s bteeesebteeeeebeeeeesbeeeeeannes 53
5.3.6 HUSEOTA ... 53
5.4 Chemické VySetieni MOCE ......cceueiieieecirieiicereeeneeseeeacereeanneeseensssseeasssesenasssssennnssssennnes 54
5.4.1 Bilkovina v moci (ProteinUIie).............coooeiiiiicciiiie e et 54
5.4.2 Glukoza Vv MOoCi (SIYKOSUIIE)..........cocuvieieiciee ettt et et 56
5.4.3 Ketolatky v moCi (KEtONUIIE) ............ocovviiiiiice ettt e 57
5.4.4 Barviva v moci (bilirubinurie, urobilinogenurie)..............c..cccoccoiiiiiii e, 57
545 Krev v mocCi (NeMatUFI@) ..........ccueiiiiiiiie ettt ee et e e ree e s reeenee 59
5.4.6 DUSIEANY V IMOCi.....ccccuiiiiiiiciieecee ettt st e et e st e s ste e e saeeesbeeesnaeesneeesnaeesseeenns 60
5.5 (1Y Lol VAVAEY=Yo [Ty 1 1T 1| A5 60
5.5.1 PFHPrava VZOrKU MOCi ........cceeiiiiiiiiiiiiiieec ettt eeeecrrree e e e e e eabrree e e e e e eeesaarraeeeeeeeeenns 60
5.5.2 Organové soucasti mocového sedimentu..............ccoccevviiieiiineiiee s 61
553 Neorgdnové soucasti mocového sedimentu............c.ccccceeeviiiiiireciie e 64
5.5.4 IMIOCOVE KAMENY ...ttt ettt e e e e et e e e e e e e e e saabbbaeeeeeeeeessbraaeeeeeeenns 65

6 ENZymy  D.PARTLOVA ......cocooiiiiiiieiintieie ittt 68
6.1 ENZYM (holoenzym) = KOENZYM (KOFAKTOR) + APOENZYM ........ccceeeeiriiiinninnnnennennnnnns 68
6.2 Pribéh enzymatické r@akCe ......ccceeeieeeeuuiiieriiiieetnniieeeeeeeeeennnseseeeeeeesessnnssssseessesessnnsnsnnns 70
6.3 Katalytickad aktivita .....cceueeiiieieiiiiieriricectreerecereaneeseeaneeseennseseennssessennssessennssessennnnanes 70
6.4 Faktory ovliviiujici enzymatickou aktivitu.........ccoveeeiiiiiniiiiiiiiiirrcrrrerc e 71
6.4.1 Koncentrace SUDSTIAtU............cocuiiiiiiiii e 71
6.4.2 BT+ [ - T PSRNt 72
B.8.3  PH oottt e et ee e e ee e en e en e eeenens 72
6.4.4 AKEIVATOIY.......oooiiieeeie ettt e et e e e et e e e e e tb e e e e e ateeeeenaraeeeenteeasenrenas 72
6.4.5 ] 01171 o] oY 2SRRIt 73
6.5 KIaSifIKace @NZYMIU ....ccoeeeeeeeeicciiiiieierieecciereeereeeneneesesseeeeennnsssesesseeeesnnnsssssssssenesnnnnnsnnes 74



8

65.1 OXIDOREDUKTAZY ........ooovimiieiiieieiiieieisieistse ettt sttt ssnsesas 74

6.5.2 TRANSFERAZY ...ttt ettt s s s eses et ase et esstetetanas 74
6.5.3  HYDROLAZY.......cooomiiiimiieieietetseteise sttt 74
6.5.4 LYASY .ttt et h e et b e a et bt et bt eh e e beeheen e e bt eatebesheetentesaeen 74
6.5.5  1ZOMERAZY .......coooiiiiiiiiiicieist ettt 74
6.5.6 LIGASY .ottt ettt e e e st e e e e e e e et rte e e e e e e e s brbaeeeee e e e e annbraaeaeeeeeaas 75
Lipidy a lipoproteiny D.PARTLOVA ............cocoiuimiiiiieeeeeeeeeeee et s s s 84
7.1 LIPIDY A LIPOPROTEINY ...cciiuuiiimeireeiriniiiniiraessisnsiiessrsasssrssssrasssrsssssesssssnsssssssssasssssnss 84
7.2 (o7 2o D= 1=Ta T 1T o1 [ PR R 85
7.2.1 JednNOdUCh@ lIPIAY ..........ooiiiiiii e 85
7.2.2 ] o7 =T T3 [T+ 11« 1Y PP 85
2 TR VA7 2 T-T 1 Y 11 T 0 P 85
7.4  Triacylglyceroly (TAG, TG) ..cciceeureeiieeeeiiiennneeriennseereensseeseenssesseenssessssnssessssnssessssnssessssnnnes 85
728 T 4 o =13 =T 4 o 87
7.6 TransSPOrt liPidli......cccierieiieeniciiieiieteieireceeeeeeeeeennseeeeeseeeennnssssesesseesssnnssssnsessessssnnnsnnnnes 88
7.7 ROZAEIENT lIPOPrOtEINUL..cceeeeereeieirieiereeeireieereeteeenearerereeeeessnnsssssesseerassnnsssssesssesesnnnsnsenes 89
7.7.1 Podle hustoty na zakladé ultracentrifugace ............c..cccoeciieiiiiiii e, 89
7.7.2 Podle elektroforetické pohybliVOSti .......cccueveiieiiiiiiie e 89
7.7.3 Specifickym srazenim (Precipitaci) ......cceee e e 89
7.7.4 Imunochemickymi Metodami........ccceiciiiiiiieie e 89
7.8 APOlIPOPIOtEINY ...ceeeeiiiiieiiiiiic it reees s s rene s srenessssssnsssssssnesssssenesssssananas 20
7.8.1 APO A = Lt s b e et b e a et bbb ehe et sheeaee 90
7.8.2 2 o T 20 N 90
7.83 21 « o O TSP PUUPT RPN 90
7.84 AADO Bttt bbb e h bt s h et bbb sae et b enee 91
7.9 LipOPproteiny Plazmy ...c.c.ciiiieiiiiiiiiiiiiinieeiieeeeirseeeetesneseesesnsssssesnsssssssnsssssennsssssennsnenns 92
7.9.1 CRYIOMIKIONY .......oiiiiiieee e e e e e e e saaa e e e e aba e e e e nbbeeeesasaaeaeas 93
7.9.2 7 N 93
7.9.3 [ 0 | PN 93
7.9.4 HDLL ..ttt h et b et b et s b e he e b bt ea b e b eatebesbe et e nteeaeen 93
7.10 Poruchy metabolismu lipoproteint (dyslipoproteinemie) .........cccevvevvreeccecerireeeneeennnnnn. 94
7.10.1  Klasifikace dyslipoproteinemii ..............coccueviviiiiiir i 94
78 5 R X =T o ] (1= {7 T 97
7.11.1  Patogeneze ateroSKIEIrOZY ............ccccooviiieiiiiiiie et et srae e ree e 98
7.11.2  Indexy rizika aterogENEZE............coooviiiii i 99

Acidobazicka rovnovaha a metabolismus kysliku D.PARTLOVA ............c.ccccocevivreierricinns 100



8.1 Ndraznikové roztoky= pufry= pufracni roztoky= tlumivé roztoky........ccccceeerrrrnnrerrrnnnnnns 101

8.2 Naraznikové roztoky Organizmu .......cceeeueiiiiiiiiiiieeiiiciniiicreeeseisrereesnessssseseseseesnnnssses 102
8.2.1 Hydrogenuhli€itanovy naraznikovy SYStEM ........cceviciieeiiiiiee e 102
3.2.2 Hemoglobinovy naraznikovy systém .............cccooviiiiiiiiiciiie e 105
3.2.3 Proteinovy Naraznikovy SYStEm .............cccvviiiiiiii i 106
8.2.4 Fosforecnanovy naraznikovy SyStém ...............ccceeeiiiciie e 106

8.3 Funkce ledvin v udrZzovani acidobazické rovnovahy.........ccccccceeieiciiiinnienennsiscinninneenenenen 106

8.4 Odbér krve pro vysetiovani ABR, transport a skladovani vzorkul..........cccceeveeveeeenneeeenns 107

8.5 MEFeni Parametrll ABR.....c.ceuuciiiiieieiieeicceeireeieernnnsseeesseesessnnsssssesssesessnssssssssssessssnnnssnns 107
8.5.1 LY LT 4T T ] o SRS 107
8.5.2 (1Y =T T o T o 0 Jr PRSP 108
8.5.3 1Y =T T o T T 0 Jr PP 109

8.6 VYol Ts [o] e -V To (A VA T2 T=1177.2 1 o] RN 110

8.7 POrUCRY ABR.......cceeeiiieieccirteeeerreeeesseraneeeseeansessesnssessennssessennssessesnsssseennsssssennnssnsennnnans 110
- Metabolicka aciddza (Mac) je zptisobena nadmérnou tvorbou kyselych iontd, nebo ztratou
oI To oY== o TU1] Y 1ol =1 o1 SR 110
8.7.1 Metabolicka alkaldza (MAI)............cccuiiiiee e e 111
8.7.2 RespiraCni acidOza (RAC)........cccuviiieeeiee ettt e e srr e e e e aae e e e eanaeeeeas 111
8.7.3 Respiracni alkaloza (RAI) ............ooiiiieieeeee ettt e e e bae e 112

8.8 ZpUsoby kompenzace poruch ABR........cccciieeeeeiiciiiiiinetnmeneieisreneesnmnsssesssseeesnnnsssssssssns 112
8.8.1 Metabolické poruchy jsou kompenzovany ¢innosti plic .............ccccccoeeiiiiieninnnenn. 112
8.8.2 Respiracni poruchy jsou kompenzovany cinnosti ledvin, které tvofi podle potreby
kyselou nebo zasaditou moc vyluc¢ovanim nebo zadrzovanim kyselin €i bazi ............cccccveeeenee 112
BilkoViny  D.PARTLOVA ........c.cooiiiiiiimeriiteiecis ittt sttt 113

T R U)o o 113

9.2 Hlavni funkce bilkovin krevni plazmy...........ceeeeiiiiiiiiiiiccrrreccrrrrece e e s renee s eennneens 114

9.3 Vysetieni plazmatickych bilKoVin .........ccocueiiiieiirecrrc e re e e eenans 114
9.3.1 CelkoVa BIlKOVING (CB) ..eeccveeeeeieeeiee ettt eeiee et ste e etee e s eetee e saee e s e e e snaeesteeeseeesnseeenes 114
9.3.2 ATDUMIN (AID) ettt bbb be et bt st e b sbe e e sbesaeens 116

9.4  Elektroforéza bilkovin........ccccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirr e 117
9.4.1 pohyblivost bilkovin je oVIIVAOVANA: ........ccuiiiieiieeccceeeeeee e e 117
9.4.2 velikost elektrického naboje bilkovin...........ccoeiiieiiiiicciie e 117
9.4.3 o101 PP 118
9.4.4 NOSICR ettt et ettt ettt ettt e bt e s bt s a e st et e s bt e s bt e s et e b e e bt e bt e b e e s re e sae e e et et e e nreenrne e 118
9.4.5 Provedeni eleKtroforézy ... 119

9.4.6 Hodnoceni elektrofOr@0ZramuU........coccueeecuiieciie ettt ee et rnae e s aee e 119



9.4.7 denzitometrické VYhOdNOCENI .......covuiiiiiiiiiieecceeeee e 120

9.4.8 vyhodnocovani elektroforeogramu pomoci PC programu.......ccccccceeevecieeeevicieeeeeennnen. 120
9.4.9 vizudIni hodnoceni — vyuziva se hlavné u elektroforeogramd, ve kterych jsou pfitomné
atypické frakce, Napr. PArapProteINY .......cocccieiieciiiec e e e e e e e e saae e e e earaeeeeas 121
9.4.10 Pomérné zastoupeni frakci u elektroforézy bilkovin.......c.ccovvvvveinciiiiniiincicceeee, 121
9.5 Nékteré typy patologickych elektroforeogramul.......cccceceeeeieriieiiiiiiiiieieiennnenenenenesenenennns 121
9.5.1 FAN U4 Y1 = PSR 121
9.5.2 (01 Yo a1 ol AV & L o 1= APPSR 121
9.53 Chronickd hepatoPatie . ..c.ciiiiee e st e aee e sbe e eeees 122
9.5.4 Monoklondlni hyperimunoglobulin@mie.........ccceevrciiiiiiciiie e 122
9.6  Elektroforéza bilkovin v moCi .......ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinireeerer e 122
9.7 SPECIfiCkE BIlKOVINY .....ceuiiieiiiieiriicrcre ettt reeereneeseeeerensesrnsesenssesensesensesansanes 123
9.7.1 AIDUMIN ettt s b e sttt e et e sbeesbeesaee e 123

—  predstavuje pfiblizné 60 % z celkové bilkoviny SEra .......ccccevivevieieciieenee e 123
9.7.2 (o M ={ o] < TV 1 o 1Y PSP 123
9.7.3 (ol =4 1e] oYU 1101V 124
9.7.4 [ oY o TU1 11 YRR 125
9.7.5 1V =4 Lo o1V [T o 1Y SR 126
9.8 Patologické zmény imunoglobulinli (2amapatie)........cccceeeeeeeenereecieerieeeennnreeeeeeeeeeennnnnens 126
9.8.1 HyperimunoglobuUliN@mIie.........ueii et e e 126
9.8.2 HypoimunOogIobUIINEMIE .....ccoceiieeiceee e e 127
10 Dusikaté latky nebilkovinné povahy D.PARTLOVA............ccccoiuiieiieieiieeeeeeee e 128
Jsou to latky, které se v urcitych koncentracich bézné nachazeji v organizmu........................... 128
- jsou to latky, které se v urcitych koncentracich bézné nachazeji v organizmu ............... 128
10.1  MOCOVINA (UF€3) .ceveevererrerreseriessessessssessessssessessessssessenssssssessesssessessssessesssssssessessesssses 129
10.1.1  Metody StanoVeNi MOCOVINY ....ceiiiciiieeiiiieeeeciiee e et e este e e srre e e e rbee e s esbaee e ssnbeeeessreeas 130
10.2  KREATININ... ittt ettt rea s reeersas st ea s sae s saa s saesssansssenssssnssssasssranssnannns 130
10.2.1  Metody stanoveni KreatininU ........ccceececiieeieciiee ettt 131
10.3 Clearence kreatininu (globalni Clearence) .......ccoeiveeeeeeenccciiiiieeeeennsceeeseeeeeennenssesesseeeennns 132
10.4  KYSELINA MOCOVA (KM, UA).....coriiiiiineenenceiceeeeeeessssesesesesssesssssesenssesssssesens 134
10.4.1  Metody stanoveni kyseliny MOCOVE .........ccooviieiiiiiii i 135
10.5 AMINOKYSELINY (AK) ..cceiiiiiirmmnnniiiiiiiiinemmnniiiiniimmessmmssissimmessssssssisssimssssssssssssssssssnns 136
FENYLKETONURIE (1 nemocné dité na 10 000 zdravych).......cccccoreeeniiirieciiieiecceneeencceneenneenenans 137
10.5.1  Metody StanOVENT AK ......eeiiiiiiieecciee ettt e e ree e e e stee e s et e e e eebae e s eareee e enraeas 137
106 AMONIAK. ...t 138

11 Instrumentalni technika AJIZEROVA ..........ooo oo e e e e e eee e e eeeee s 140



11.1 Laboratorni technika - ZAKIad .........cccvieiiieiiieiiiiicircrecre e reeernereeresseenseesseessnnnens 140

11.1.1  Odmeérné 1aboratorni sklo .............cooeiiiiiiiiiiiie e 140
11,102 PEPEY oottt en s ee et eneees e e en e e en e e e e 141
11.1.3  DAVKOVACE ...ttt ettt st ettt e b e sbe e saeesate s b e e b enes 142
11.1.4  Laboratorni VARY..........ccoooiiiiiiiiiiic ettt sttt snae s sbee e 143
11.1.5 MichaCky @ tFePACKY .........c.coeiiieiiieeiie ettt et rere e s te e e stae e s te e eraeesnteeenes 143
I I T 1T 1 4 4} V- PP 143
11.1.7 Teploméry a monitorovani teploty.............ccccooviriiiiiie e 144
s 0 1 o (=31 4 =1 o T Y 145
11.2.1  SPEeKtrofOtOMErie .........coocviiiiieciee e e e 145
11.2.2  TurbidimeRrie ... ..cooiiiiiiee ettt 147
11.2.3  NefeloMELIre.......cooueiiieee ettt e s e s e 148
11.2.4  LUMINISCENCE ... eiiiii ittt ettt ettt e st e e st e e st e e s s abe e e s enreeesenreeesenreeas 148
11.2.5  Vertikdlni spektrofotometrie ..............ccoeiieiii i 150
11.2.6  Reflexni spektrofotomMetrie ...........cccciiviiiiiiiiiec e 151
11.2.7  Plamenova emisni spektrofotometrie ..............ccccceiiiiii i, 152
11.2.8  Atomova absorpcni spektrofotometrie .............ccccceeviiii i, 153
11.3  Elektrochemické metody ........cccccciieeuiiiieiniiiiieiccereeeneereeeneeseeaneeesenasseesenassssssnnsenssennns 155
11.3.1  POTeNCIOMERIIE ... s s e 155
11.3.2  POlArOZrafi@.........cooviiiiiieciee ettt st ae e st ereeesreeenee 158
11.3.3  COUIOMERIIE ...ttt e 158
11.3.4  KONAUKEOMETIIE. .......oiiiiiiiiee et s 159
11.4 Elektroforetické metody ........cccuciiiiiuiiiiiiiicrececereee e e s eeea e s eeeaneeerenaseeesenasssssennssssennns 161
11.4.1  ZONova elektroforéza...............cccooeiiiiiiiiiieieeeeeeee e s 161
11.4.2  1zoelektrickd fFOKUSACE ...........cocuiiiiiiiiieee e 162
11.4.3  1Z0tachOfOr@za ...........cccooiiiiiiiiieeee e e e 163
11.4.4  Kapilarni elektroforéza .............ccccooiiiiiiiiiiiie e 164
11.5  FyziKAINi Metody...ccceuuiiiiie ettt e e reeeaeeeeeea e e e ean e senasssesenasssesennssssssnnsesssennns 165
11.5:1  OSMOMELIIE ..ottt ettt e e st e st e e be e e s ree e sbeeesnneesneeesaneenane 166
11.5.2  ONKOMELII ...ttt 167
11.6 Chromatografické metody .......ccccciiieiiiiiiiiirccrrrce e e sre s s s s e ne s s s s enans 168
11.6.1  Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) ...........ccccereiiieiiee s 168
11.6.2  Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)............c.cccccceeeceeevceeccen e 169
11.6.3  Plynova chromatografie ...........ccccooviiicii i 171
Hematologie P.BRADACOVA.............ccooooiiiieieeeeeeeeeeee ettt 174



12101 VOO oottt et et et et e e e e et e ee et et et eteeaeea e et et et et et et et eneaneans 174

12.1.2 0 FUNKCE KIVE ...ttt et st et e s e s b e sbe e e saneenane 174
12,13 SlOZENT KIVE . ..eiiiiie ettt ettt e s e st e bt e e s e e saae e sareesbeeesareenane 175
Lo PlAZMA ..ttt ettt s b e beens 175
2. Krevni elementy tvofii 45 % z celkového objemu krve: ..............cooeciiiiiiiiicnee, 175
B 2 R (=1 Yoy « T N 176
12,21 UVOM ..o 176
12,22 Prenatalni......oooooiiiiiiei ettt st et 177
12,2.3  Postnatalni Krvetvorba ..............cocooiiiiiiiiii e 177
12.2.4  Prestup bunék z Kostni difené do periferni kKrve............cccccoevvvervciinciiniincieeeeeee 177
12.2.5  Bufky vV KOStNi dFeni.........coooviiiiiiii e 178
12.2.6  Podpora aregulace Krvetvorby ...............ccoooiiiiiiiii i 178
B30 T 1 oV o o)V Y Y 180
12.3. 1 UVOM ..o 180
12.3.2  Normoblastova VYVOJOVA Fada ...........cccccueiviiiiiiiieiecciee e 180
12.3.3  Megaloblastova vyVoJova Fada ............cccceeeiiiiiiiiiie e 181
12.3.4  REUKUIOCYRY ...oooieiie e e e e s e abe e e s e nreeas 182
12.4 Hemoglobin, hemolyza, metabolismus Zeleza........ccccccorveeuiirieeiiirieiiinrrrecereeeeeeeenen. 183
1281 UVOM ..o 184
12.4.2  HemMOBIOBIN.........ooiieiiie e st eree e snreeenes 184
12.4.3  Druhy hemoglobinti............cocoiiiiiiiiiecec e 184
12,44  HEMOIYZA ...t e e et e e e e e e e es bbb e e e e e e e e e e abbaaeeeeeesesannrraes 185
12,45  Metabolismus Zeleza .............cocooiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e s 186
12.5 Laboratorni vySetieni krevniho obrazu............ccceieeeeiiiiieiiiierccrreecce e e enens 187
1251 VO ..ot 187
12.5.2  Zakladni parametry krevniho obrazu.............cccccoovvviviiiiiiiiiiiiii e 188
12.5.3  RozSifené parametry krevniho obrazu................cccccooiiii i, 188
12.5.4  Princip vySetieni krevniho obrazu...............cccccoorriiiiiiii e 189
12.5.5 Ptiprava, barveni a prohlizeni krevniho natéru................ccccovvvrrceiviiencee e 190
12.5.6  Hodnoceni patologie erytroCytl ............c.cccouviiiiiiiiiiieciee et 190
T . Y o -1 T 192
12,61 ANBIMIE ...ttt b ettt et be e bt e she e sat e et e e be e beenes 192
12.6.2  ROZAEIeNi @N@Mii.......cocueiiiiiiiiiiiiie e e 192
12.6.3  Anémie z poruchy tvorby erytrocytli ...........c.cccceeiieiiiiieiice e 193
1. Porucha tvorby hemoglobinu...............occiiiiiiiiii e 193

L. POrucha tVorBy REMIU ...............c...uuevieiiieieeiiee ettt e e e e e s eba e e e e aaae e s earaeas 193



12.6.4 Anémie z pfed¢asného zaniku - Hemolytické anémie............c.ccoccevviiiniininienniennnns 195

12.6.5 Anémie ZzNadmMErNé Ztraty ..........ccoooiiiiiii et e e sre e 195
12.7 Leukocyty @ tromboCyty......cciiiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiniieires s rssesssesassssssnnsssssenens 196
12,71 DVOM ..o 196
12.7.2  Granulocyty - Neutrofily, Eosinofily, Basofily..............ccccocoviviiiiiiiniiiiencieceee 196
12.7.3  Granulocytova VYVOJOVA Fada...........ccceeciiiiiiiiiiiic et e e vae e 196
12.7.4  AZranulocyty - MONOCYLY ........coooiiiiiiiiiiiei ettt rree e e bee e s sbe e e e sareeas 197
12.7.5 MoNOCYtOVA VYVOJOVA FAO@ .......cccueiiiiieiie ettt e stae e s e e e e snaee e 198
12.7.6  Agranulocyty - LYMFOCYY .......cccooiiiiiiiiiiiicic ettt 198
12.7.7  Lymfocytarni VYVOJOVA Fada ...........ccccveviiiiiiiiiiec et 198
12.7.8  TromMbBOCYLY ....oooiiiiiii e e e e e e nraeas 199
12.7.9 Megakaryoblastova vyvojova fada ............cccceiiiiiiiiiiiie e 199
12.8 Akutnileukemie .....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 200
12.8. 1 UVOM ..ottt 200
12.8.2  Klasifikace akutnich leukemie ..............coooiiiiiiiiiiiiie e 201
12.9 Myeloproliferativnhi onemocnéni a myelodysplasticky syndrom .........cccceeeeeereniirenncnennns 203
12.9.1 Myeloproliferativni onemocn@ni ..............cccueviiiiiiiiiiiiee e 204
12.9.2  Myelodysplasticky SyNdrom.............cccooccuiiiiiiiiiireiie e ssvee e 205
12.10 Lymfoproliferativni oN@MOCNENI .....cc..eiieeeniiiieiiirreiccereeeecereceeeerene e e senasesssenaseessennns 206
12.10.1 VO oottt 206
12.10.2 Non-Hodgkinské lymfomy z B-lymfocytU..............cccceeeiiiiiiiieiiicec e, 206
1.  Chronickd lymfatickd leukemie B-CLL.........ccccvueeiiiiiiieiiciiee ettt e e 206
12.10.3 Non-Hodgkinské lymfomy z T-lymfocytdi.............ccceeviiiieiiiicececeecee e, 207
12.10.4 HodKginhv lymFOom............oooiiiiii ettt e e 207
12.10.5 MNOhOCEtNY MYEIOM ........ooiiiiie e e e et 207
B R 5 [T T - 2 208
12,1101 VO oottt 209
Laboratorni vySetieni hemOSTAZY .............cooooiiiiiiiiii e et 209
12.11.2 Primarni hemostaza.............cccooiiiiiiiiii e 209
12.11.3 Koagula€ni faktory ............c.ooiiiiiiii e e 210
KOQgUIAENi Kaskada............ooiiiiiiiiiiiee ettt et e et e e e e sbre e e s s br e e e e ebreeeesaees 211
VysSetiovaci metody KOaguIace ...............ooooiiiiiiii e e 211
12.11.4 FIBriNOIYZa ...ttt e e eans 212
12.11.5 PFirozené inhibitory ................cccooiii e 212
12.12 Patologie hemoOStazy......ccccceiireeeeiiiiinniirieeeerrene e s eeeaesreenssesreeassssrenassssnenasssssennssssnennns 213

12.12.1 Porucha primarni hemostazy .............ccoooiii i 213



12.12.2 Von Willebrandova choroba VWCH...............cuiuiiiiiiiieeena e 214

12.12.3 HEMOFII ...ttt s ree e s e e 215
12.12.4 TrombBOfilie.......c..oii e 216
12.12.5 Diseminovana intravaskularni koagulace.............cccoccoioeiiiieciic e, 216
12.13 IMUNOheMAtOIOGIe ......ceieeeciiieieccrrticcr e e s reea e s eena s s e enns s renasssssenassssnennsssssennssssnennns 218
12.13.1 SKUPINOVY SYSTEM ABO.............oieiiieeiie ettt et e et e e rae e ebeeennnas 218
12.13.2 [0 T V3 <1 1 1 PP 219
12.13.3 Hemolytické onemocnéni NOVOFOZENCE.............c.ceeccveeeciiieiiieeiie e siee e e eeee s 220
12.14 Darcovstvi krve a hematopoetickych bunék..........ccceeueeerreeiiiieeiiireerecereeeecereeeeeeeenens 222
12.14.1 DAICHKIVE ...ttt st ettt b e bt st st e b e b e saee e 222

12.14.2 Transplantace hematopoetickych bunék..................cccoooiiiiiiiiii e, 225



Seznam pouzitych ikon

Referenéni seznam
Cil kapitoly

Klicova slova
Kontrolni otazky

Misto pro doplnéni

@ O@




Uvod
Prehled o predmétu.

Predmét je koncipovan jako teoreticko-prakticky celek, ktery studentlim poskytne zakladni poznatky z
mikrobiologie, imunologie, epidemiologie a hygieny. Studenti se sezndmi s nejdulezitéjSimi obecnymi
vlastnostmi mikroorganizm(, zaklady specidlni mikrobiologie, strukturou a zakladnimi funkcemi
imunitniho systému, primarnimi a sekunddrnimi imunodeficiencemi, poruchami imunity,
imunomodulaci a vakcinaci. Ddle studenti ziskaji podrobné znalosti o zdsadach spravného odbéru a
odesilani biologického materidlu k laboratornim vySetfenim. Seznami se s mikrobiologickymi a
imunologickymi vySetfovacimi metodami. Ziskaji zakladni znalosti z epidemiologie, protiepidemickych
opatteni, infekénich onemocnéni a jejich prevenci. Orientacné se seznami s platnymi pravnimi predpisy
v této oblasti.

Ucebni cil.
Cilem studia ucebniho textu je:

e Osvojit si zakladni odbornou terminologii v oboru mikrobiologie, imunologie a epidemiologie.

e Ziskat zakladni znalosti o plivodcich infekénich onemocnéni.

e Seznamit se s mechanismy ucinkd mikrobicidnich latek a vznikem rezistence.

e Poznat strukturu a funkce imunitniho systému.

e Sezndmit se s podstatou onemocnéni imunitniho systému a jeho projevy.

e Poznat zplUsoby imunizace.

e Seznamit se s procesy Sifeni infekénich onemocnéni, vyznamem a postupy protiepidemickych
opatfeni.

e Sezndmit se s odbérem biologického materidlu na mikrobiologické a imunologické vysetreni.



1. Uvod do buné&éné biologie P.KELBICH
1.1 Bunka — zakladni jednotka Zivota

Anotace, abstrakt

Zivot Ize povaZovat za vysoce organizovany systém vysoce organizovanych struktur Zivych organism,
jejichZ vysoka organizovanost je udrzovana stalym pfisunem energie. Pokud pfijmeme jako podminku
Zivota schopnost samostatného rlstu a mnoZeni, pak je jeho jednotkou burka. Tato kapitola
seznamuje se zakladnim rozdélenim na bunky prokaryotické a eukaryotické a ddle na buriky Zivocisné
a rostlinné. Zaroven nabizi prehled jejich usporadani.

Cil kapitoly @

Seznamit studenty s rozdélenim bunék a s jejich strukturou a usporadanim.

Klicova slova @

Prokaryoticka burika, eukaryoticka burika, virus, Zivocisna burika, rostlinna burika, bunécné
kompartmenty, organely

Zakladni jednotkou Zivota je bunka. My si buriky rozdélime na prokaryotické a eukaryotické.
Eukaryotické buriky dale na Zivocisné a rostlinné.

Prokaryota

Obr.1 Prokaryota



Prokaryotické buriky nalezi bakteriim a sinicim. Pfedstavuji pouze jeden kompartment ohraniceny vici
vnéjsSimu protfedi cytoplasmatickou membranou a bunéénou sténou. Nemaji jadro. Nositelem
genetické informace je kruhova DNA tvofici tzv. nukleoid. Nezdvisle je genetickd informace obsaZzena
téZz v podobé plazmidové DNA. Ta poskytuje burice dalsi Zivotni vyhody. Prikladem muzZe byt rezistence
bakterii vici antibiotikdm. Klicovym Utvarem proteosyntézy jsou ribosomy umisténé v cytoplasmé.

[ Zivocdisna bunka I

Eukaryota ]

5 az 20 um

Obr.2 Eukaryota, ZivoCisna burika

Vnitini usporadani eukaryotickych bunék se vyznacuje kompartmentaci a pritomnosti organel:

Jadro:

e Obsahuje kompletni genetickou informaci organisovanou v podobé sekvence nukleotidovych basi
tvoricich dvousroubovici deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Od cytoplasmy je jadro oddéleno
jadernou membranou.

Mitochondrie:

e Poskytuji bunikdm aerobnich organismd (vyuzivajicich kyslik) energii. Tu ziskdvaji oxidaci
organického substratu (sacharidy, lipidy, ptip. proteiny) za produkce zdkladniho bunécéného paliva
adenosintrifosfatu (ATP). Tento proces se nazyva dychani (respirace).

e Plvodem jejich vzniku je endosymbiosa bakterii. Obsahuji vlastni DNA a rozmnoZuji se délenim.

Endoplasmatické retikulum:
e Tvofi labyrint bunécnych prostord uzavienych membranou.
e Je mistem vzniku vétsiny sloZzek bunécné membrany i materiala uréenych pro export z bunky.

Golgiho apardt:
e Predstavuje stohy membranovych vackd, kterymi pfijima a c¢asto méni molekuly vyrobené
v endoplasmatickém retikulu. Ty pak sméruje mimo buriku nebo do jejich rlznych ¢asti.

Lyzosomy:
e Jednd se o malé organely, ve kterych probiha vnitrobunécéné traveni. Uvoliuiji Ziviny z potravy.

Peroxisomy:
e  Malé vacky ohranicené membranou poskytujici svlij obsah reakcim odbouravajicim peroxid
vodiku.



Cytosol:
e Koncentrovany vodny gel malych a melkych molekul.
e Misto mnoha duleZitych chemickych reakci.

Ribosomy:
e Organely proteosyntézy (viz dale).

Cytoskelet:
e Je predstavovan soustavou proteinovych vlaken ovladajicich vnitini usporadani bunky i jeji vnéjsi
vlastnosti.

o Nejjemnéjsi jsou aktinova viakna.
o Nejtlutsi vlakna jsou mikrotubuly.
e Pfechod mezi aktinovymi filamenty a mikrotubuly tvofi intermediarni filamenta.

Rostlinna bunka
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Obr.3 Rostlinna bunka

Pro rostlinné bunky jsou charakteristické pritomnost chloroplasti a vyrazna vakuolisace. Chloroplasty
ukladaji energii slunecniho svétla do molekul organickych sloucenin (fotosyntéza).

Z hlediska definice Zivota coby schopnosti samostatného rlistu a mnoZeni nelze povaZovat viry za Zivé
organismy. Nedisponuji totiz proteosyntetickym aparatem, ktery by jim umoznil tyto podminky naplnit.



Jak je to s viry?
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Obr. 4 Viry

Jsou pouze nositely genetické informace v podobé virové deoxyribonukleové nebo ribonukleové
kyseliny a jejich Zivotni strategii je absolutni parazitismus, pfi kterém zcela vyuZivaji k ristu a mnoZeni
hostitelskou burku.

Kontrolni otdzky

1. Uvedte zakladni rozdily mezi prokaryotickymi a eukaryotickymi burikami.
2. Popiste stavbu rostlinné a Zivocisné buriky.
3. Vysvétlete, pro€ nelze povaZzovat virové partikule za buriky.

Misto pro doplnéni @
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1.2 Latkové slozeni Zivé hmoty

Anotace, abstrakt

Pouze nékolik malo zakladnich kategorii molekul vytvorenych z hrstky rdznych prvka stoji u zrodu
celého neobycéejného bohatstvi tvard a projevil Zivych organism.

Cil kapitoly @

Ramcoveé seznamit studenty s latkovym sloZenim Zivé hmoty.

Klicovad slova @

Biogenni prvky, sacharidy, lipidy, peptidy, proteiny, nukleové kyseliny

1.2.1 Biogenni prvky
Biogenni prvky

Makrobiogenni prvky Oligobiogenni prvky Mikrobiogenni prvky
H Zn :
(8] Mn
C Co
N Se
P B
s atd.
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Cl-
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Obr. 5 Biogenni prvky

Podle obsahu v burce se biogenni prvky déli na makrobiogenni, oligobiogenni a mikrobiogenni.
Hranice mezi nimi nejsou ostré.

Makrobiogenni prvky: Hlavnimi slozkami buriky jsou voda a organické latky. Proto jsou nejhojné;jsimi
prvky H, O, C, N, P a S. V cytoplasmé jsou krom fosfatovych a bikarbonatovych iontl pritomny téz K*,
Na*, ClI"a Mg?*. Ca?* jsou pFevaZné vazany na organické slouéeniny nebo v nerozpustnych solich. Fe je
vazano v komplexech organickych sloucenin (napf. hemoglobin).

Oligobiogenni prvky: Tvofi velkou a dosud neuzavienou skupinu. Patfi k nim mnohé tézké kovy. Zn je
vazany v mnoha proteinech, ¢asto s enzymatickou aktivitou, Co je soucasti vsudypritomného vitaminu
Bi atd.



1.2.2  Sacharidy

Sacharidy jsou zdrojem energie pro burku, véetné sloZitého zasobniho polymeru glukosy glykogenu.
Najdeme je ale také v podobé celulosy (polymer glukosy) ve sténdach rostlinnych bunék ¢i chitinu
(polymer N-acetylglukosaminu) ve vnéjsich kostrach hmyzu a bunécnych sténach hub.
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Obr. 6 Sacharidy

K lepsimu pochopeni struktury sacharidd lze dospét seznamenim se s jejich genezi:

Uhlovodiky: H FI]
| S N
H—C—H " (I "
,L H—C—H
|
¢astedna oxidace H
H
H I
. | H—C—OH
Alkoholv: H—C— OH |
}|l H—C—H
|
H

Uhlovodiky (alkany) jsou ¢astecné oxidovany na alkoholy.



Primarni alkoholy: R—C— Ol
Ill
dehyvdrogenace
. -2H
(oxidace)
H
Aldehvd (karbonyl): Nec—o
v

Oxidaci primarnich alkoholl vznikaji aldehydy.

R1
Sekundarni alkoholy: R2—C— OH
I
]
dehydrogenace 'H
(oxidace)
R1
Keton (karbonyl): \\(::o
R2
Oxidaci sekundarnich alkohol( vznikaji ketony.
H
|
Polyalkoholy: H— (|3_0H
H— C— OH
H —(I|:‘— OH
R H 4]
\c,//
I
H— C—OH
Aldosy (glveeraldehvyd):
H—C— 0OH

R

Casteéna oxidace polyalkohol(i vedouci ke vzniku aldehydové skupiny dava vzniknout aldosam.
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Céste¢nd oxidace polyalkohold vedouci ke vzniku ketonové skupiny dava vzniknout ketosam.
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1.2.3 Lipidy
Do této skupiny latek rfadime tuky, oleje, vosky, nékteré vitaminy a hormony. V dalSim textu se

zamérime na acylglyceroly (zejm. triacylglyceroly) a zminime fosfolipidy.

Na vyobrazeni jsou ptiklady mastnych kyselin - kyseliny palmitova a stearova.
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Postupnou esterifikaci alkoholu glycerolu s mastnymi kyelinami vznikaji postupné
monoacylglyceroly,
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diacylglyceroly a konecné triacylglyceroly, které jsou zdsobarnou energie.

Fosfolipidy
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Podobnou strukturu maji fosfolipidy,v nichz jsou dvé hydroxylové skupiny glycerolu esterifikovany
mastnou kyelinou. Treti hydroxylova skupina je vazana na zbytek kyseliny fosfore¢né.

o
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Obr. 7 Fosfolipidova dvouvrstva

V pfipadé téchto struktur hovofime o amfifilnim charakteru, spocivajicim v soucasné pritomnosti
hydrofilni (glycerol — ¢ervena ¢ast vyobrazeni) a hydrofobni (mastné kyseliny — modra ¢ast vyobraznei)
Casti v rdmci jedné molekuly. Dvojvrstvy fosfolipid( tvofi podstatu biologickych membran. Vné smétuji
hydrofilni konce, dovnitf konce hydrofobni.

1.2.4 Peptidy a proteiny

Aminokyseliny

R—(l.‘,H—-COOH
NH»

Stavebnimi kameny peptidd a proteind jsou aminokyseliny. Obecny vzorec aminokyseliny obsahuje
soucasné aminoskupinu a karboxylovou skupinu.

Peptidova vazba
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Peptidovy Ci proteinovy fetézec vznika pfi proteosyntéze (viz kapitola 1.3.) vytvarenim peptidickych
vazeb mezi sousednimi aminokyselinami, a to vidy kondenzaci karboxylové skupiny jedné
aminokyseliny s aminoskupinou aminokyseliny sousedni. V pfipadé retézcl s po¢tem aminokyselin do
10 hovotime o oligopeptidech, pokud je pocet aminokyselin v peptidu mezi 10 a 100, hovofime o
polypeptidech. Pfi vyssich po¢tech aminokyselin v molekule se jedna o proteiny.

enzymy pohybové proteiny zasobni proteiny
o ol myosin ferritin
amylaza

signalni proteiny

strukturni proteiny hormon

: Wistove faktory
a-keratin r
kolagen

g.e receptorove
elastin proteiny
tubulin ;
: rhodopsin

aktin

humoralni slozky

transportni proteiny imunitniho systému

albumin imunoglobuliny

proteiny akutni faze
komplement

hemoglobin

transferrin

Obr. 8 Rozmanitost proteinti v Zivych systémech

Alespon naznak ohromné funkéni rozmanitosti proteind v Zivych systémech je patrny z tohoto
obrazku.

1.2.5 Nukleové kyseliny — viz kapitola 1.3.

Kontrolni otdzky ®

Uvedte priklady makrobiogennich a mikrobiogennich prvkd.
Vysvétlete vyznam glykogenu.

Objasnéte strukturu fosfolipidové membrany.

Vysvétlete podstatu peptidové vazby.

el o
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1.3 Kdd Zivota — nukleové kyseliny a proteosyntéza

Anotace, abstrakt

Struktura a veSkeré funkce organismu jsou zakddovadny v dvousroubovicovém vldkné
deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Ta se nachdzi v podobé sekvenci ¢tyr nukleotidovych basi (adenin,
guanin, cytosin a thymin) zformovana v chromosomech v jadrech vsech jadernych bunék organismu.
Kazda jadernda burika organismu tak nese kompletni navod na vystavbu celého organismu. Identicka
DNA musi byt zachovana v dcetinych generacich bunék pti bunécném déleni. Geneticky kod ulozeny
v DNA je pak realizovan prostfednictvim prekladu sekvence nukleotidovych basi do sekvence
aminokyselin. Tento proces se nazyva proteosyntéza a jeho produktem jsou strukturalni a regulacni
peptidy a proteiny.

Cil kapitoly @

Seznamit studenty s organizaci genetické informace v deoxyribonukleové kyseliné (DNA), s replikaci
DNA predchazejici bunécnému déleni a s expresi genetické informace prostfednictvim proteosyntézy.




Kli¢ova slova @

Deoxyribonukleovd kyselina (DNA), replikace, transkripce, mRNA, translace, ribozomy, tRNA,
proteosyntéza

1.3.1 Deoxyribonukleova kyselina (DNA)
Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

Deoxyribonukleovi kyselina -
(DNA)

Primaeni struktura DNA -
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Nositelem dédi¢né informace prokaryotickych i eukaryotickych bunék je deoxyribonukleova kyselina
(DNA). Ta se sklada z purinovych bazi adeninu (A) a guaninu (G) a pyrimidinovych bazi cytosinu (C) a
thyminu (T) navazanych na cukr deoxyribdzu a spojenych do fetézce prostfednictvim zbytkl kyseliny
fosforecné. V tomto usporadani tvofi tzv. nukleotidové baze.

EEX Adenin [EN

Cytosin Sl Guanin Hll® Thymin

DNA ma dvousroubovicovou strukturu a dédi¢nd informace v ni je uloZzend v sekvenci zminénych
nukleotidovych bazi. Baze jsou na protilehlych fetézcich razeny komplementarné tak, Ze proti adeninu
se vidy za normalniho stavu vyskytuje thymin a proti cytosinu guanin.

1.3.1.1 Replikace DNA

Bunédéné déleni
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Bunécnému déleni predchazi zmnoZeni stavebniho materiadlu buriky. Soucasti je také zmnoZeni DNA,
ke kterému dochazi v procesu replikace.



Replikace

N c WNTENTGTEN c | c|
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Na jeho pocatku jsou dva retézce nukleotidovych basi plvodni DNA spojené slabymi vazebnymi
interakcemi.

Replikace

Enzymatickymi procesy dojde k naruseni téchto spojl, k vzajemnému oddaleni obou fetézci DNA a
k vytvoreni tzv. replikacni vidlicky. Ke kazdému z pldvodnich fetézciG DNA se komplementarné
syntetizuje rfetézec novy. Proto hovofime o tzv. semikonzervativni komplementarni syntéze DNA.

Replikace

N c EN'6 6/l c|c|
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Vysledkem jsou dvé nové vzniklé identické dvouretézcové molekuly DNA.

1.3.1.2 Proteosyntéza

Velmi zjednodusené mizZeme konstatovat, Ze Zivot stoji na proteinech. Ty tvofi zakladni stavebni
kameny Zivych organismu a také celou radu riznych regulacnich pisobkl (enzymu, hormond, cytokin(
atd.). O tom, jak bude organismus vypadat a jak fungovat, rozhoduje to, jaké proteiny budou
syntetizovany. Proces, ve kterém se tak déje se nazyva proteosyntéza.



DNA | proteosyntéza

Kompletni ndvod na vytvoreni vSech potfebnych proteinli pro organismus je zapsan v DNA uloZené
v jadre kazdé jaderné buriky. Jejich syntéza ale probiha v cytoplasmé. Ta je ale vzhledem k pfitomnosti
jaderné membrany pro DNA nedostupnd. Jak tedy dopravit informaci z jadra do cytoplasmy? Resenim
je syntéza podstatné mensich informacnich molekul, které jsou schopné proniknout pdry v jaderné
membrané. Takovou slouceninou je ribonukleova kyselina (RNA). V tomto pfipadé tzv. messenger
(poslickova) RNA (mRNA). Oproti DNA se lisi predevsim tim, Ze je jednoretézcova a namisto thyminu
obsahuje pyrimidinovou bazi uracil (U). K jeji produkci vjadie vede proces nazyvany transkripce
(pfepis).

Transkripce
DNA duple - —
(Tt A0 R', Th Pl | T ATS
§ ' a |
' OUDGY pe W, . /1 T/ ALY wy
RNA ',/i‘hw‘ =

Transkripce je tedy prepis informace z jedné nukleové kyseliny (dvojretézcové DNA) do jiné nukleové
kyseliny (jednoretézcové RNA).



Transkripce

(v jadie) ﬂ

Transkripce probihd v bunécném jadfe a podobné jako v pfipadé replikace spocivd v fazeni
komplementdrnich bazi podle matrice DNA. Tzn. proti cytosinu na DNA je zafazen guanin na RNA, proti
guaninu na DNA cytosin na RNA a proti thyminu na DNA adenin na RNA. OdliSnost spocivd
v komplementarnim zatazeni uracilu do struktury RNA proti adeninu v matricové DNA.

Translace
(v cytoplasmé)

Jednoretézcova mRNA exportuje informaci z jadra do cytoplasmy, kde na ni nasedaji tzv. ribozomy, na
nichZ probiha preklad (angl. translation) ze sekvence nukleotidovych bazi do sekvence aminokyselin
tvoficich primarni strukturu peptidd, resp. proteind. Tento proces se nazyva translace.
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Dalsi dllezitou molekulou je transferova ribonukleova kyselina (tRNA). Ta tvofi jakysi , Ctyflistek”. My
se zaméfime na dvé mista tRNA. Tim prvnim je trojice nukleotidovych bazi na ,spodnim listku“ (viz
obrazek vyse). Rikd se mu antikodon a komplementdrné (tzn. C proti G, a A proti U) nasedd na
pfislusnou trojici nukleotidovych bazi v fetézci mRNA oznacovanou jako kodon.

Druhy nukleotid
u C A G

UUU fenyalanin [UCU senn  [UAU tyrosin UGU cystein U

U UUC fenyalanin [UCC serin  [UAC tyrosin UGC cystein (o}

UUA leucin UCA senn  [UAA stop kodon UGA stop kodon| A

UUG leucin UCG serin  [UAG stop kodon UGG tryptofan G

CUU leucin CCU prolin  |CAU histidin GU arginin U
T |c CUC leucin ICCC prolin  |CAC histidin ICGC arginin C ©
g (CUA leucin ICCA prolin  [CAA glutamin ICGA arginin A ‘uo:
£ CUG leucin ICCG prolin_ |CAG glutamin ICGG arginin G -
£ AUU isdleucn [ACU threenin JAAU asparagin AGU serin u|e
5 A AUC isoleuan  [ACC threonin AAC asparagin IAGC sernin c|3
. WUA isoleucin  [ACA threcnin |AAA lysin AGA arginin A [ F

AUG methicnin ACG threonin AAG lysin AGG arginin G

GUU valin IGCU alanin  |GAU kyselina asparagovaGGU glycin U

G GUC valin IGCC alanin  [GAC kyselina asparagovaGGC glycin (&3

GUA valin GCA alanin  [GAA kyselina glutamova |GGA glycin A

GUG valin GCG alanin _|GAG kyselina glutamova (GGG glycin G

tRNA s konkrétnim antikodonem nese pfislushou aminokyselinu (viz tabulka), kterou v ribozomu
pridava k prodluzujicimu se retézci aminokyselin.



Translace

Napt. tRNA s antikodonem obsahujicim uracil-guanin-uracil naseda na kodon na mRNA adenin-cytosin-
adenin a fetézec aminokyselin dopliiuje o aminokyselinu cystein.

Translace

: AMino
Amino acid — acid
chain (protein)

Ribozom se po fetizku mRNA posouva jako ,jezdec po zipu“, napojuje dalsi a dalsi aminokyseliny a tim
vytvari primarni strukturu proteinu.

Types of Protein Structures
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Primdrni strukturu proteinu tvofi prostd sekvence aminokyselin. Bezprostifedné dochazi k formovani
vyssich struktur, pri nichzZ se uplatnuji slabé vazebné interakce — vodikové mistky, disulfidické mustky,
van der Wallsovy interakce, iontové vazby atd. Témi jsou sekundarni struktura (a-Sroubovice nebo B-
struktura sklddaného listu) a tercidrni struktura. Kvartérni struktura proteinu predstavuje spole¢né
usporadani vice peptidovych ¢i proteinovych retézca.

Kontrolni otdzky ®

Vysvétlete zplsob uloZeni genetické informace v burikach.
Popiste strukturu kyseliny deoxyribonukleové.

Vysvétlete mechanismus replikace DNA pfi bunééném déleni.
Vysvétlete pojmy transkripce a translace.

Popiste mechanismus proteosyntézy.

Misto pro doplnéni @
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1.4 Energeticky metabolismus burky

Anotace, abstrakt

K udrzeni vysokého stupné organizovanosti zZivych struktur je zapotrebi nepretrzitych dodavek
znacného mnoZstvi energie. SpiSe jako raritu Ize zminit archebakterie, které ziskdvaji energii preménou
anorganickych latek. Ostatni organismy na Zemi potrebuji k pokryti svych narok( organické slouceniny
s deponovanou energii ze Slunce. Zcela zdsadnim procesem pro Zivot je fotosyntéza produkujici
organické latky pro vystavbu a uspokojovani energetickych potreb Zivych organismu.

Cil kapitoly ®

Seznamit studenty s podstatou fotosyntetické asimilace a zplsobem ziskdvani energie z organickych
latek Zivymi organismy.

Kli¢ova slova @

Fotosyntéza, sacharidy, lipidy, proteiny, ATP, NADPH, hoteni, dychani, aktivacni energie, enzymy,
metabolické drahy

Pti oxidaci organickych latek (zde zastoupenych glukosou) se uvolfiuje energie za produkce CO; a H,0.

Hofeni Dychani

Cs Hiz O6 + O: — CO: + H20 + energie

K tomu muZe dochdazet hofenim nebo metabolickymi procesy. Rozdil je v mnoZstvi aktivacni energie
pouZzité pro iniciaci téchto procest.




cestu pres kopec. Tento pfimér odpovidd investovani vysoké aktivacni energie vedouci k oxidaci
organické latky pfi uvolnéni tepelné energie.

Druhou moZnosti, jak se dostat z bodu A do bodu B je sice delsi, zato méné vysilujici, cesta po Upati
kopce za doprovodu privodce. Tento zplsob reprezentuje postupnou metabolickou preménu
organickych latek v organismu za uvolnéni energie pro jeho fungovani a udrzeni jeho integrity. Za
zminéného privodce mizZeme povaZovat enzymy snizujici aktivaéni energii pfislusnych reakci.

"
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Na schématu je patrnd volnd energie G; molekuly glukosy (substratu reakce) a volna energie G;
produktl reakce (CO; + H,0). Aby mohla tato reakce probéhnout, musi aktivacni energie prekonat AG
= G;1 — Gy. Jakjiz bylo uvedeno dfive, to Ize realizovat pomoci doddvky vysoké aktivaéni energie vedouci
k uvolnéni zna¢ného mnoistvi tepelné energie hofenim nebo dodavkou nizké aktivacni energie pro
enzymatické reakce uvolfujici energii ve formé vhodné pro fungovani organismu a zachovani jeho
integrity.

Enzymy

1.41 Enzymy

Enzymy jsou katalyzatory sniZujici aktivacni energii metabolickych reakci. Na svém povrchu maji aktivni
misto, na které se vaze substrat a kde probiha reakce za vzniku produktu. Po probéhnuti reakce se
z komplexu produkt oddéli a enzym je pfipraven pro opétovnou katalyzu.



Metabolické drahy |
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Enzymové katalyzované reakce jsou spojeny za sebou. Produkt pfedchozi reakce je substratem reakce
nasledujici. Toto je princip metabolickych drah.
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FOTOSYNTEZA I DYCHANI

CO2 + H20 + svitelnd energic —* 02 + cukry  cukry + 02 — CO2 + H2O + tepelnd energic
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chemickych vazeb)
bakterie

Lze konstatovat, Ze fotosyntéza je klicovou reakci pro vétSinovy Zivot na zemi. Za vyuZiti energie
slunecéniho svitu zabudovava do struktury molekul organickych sloucenin atomy uhliku (C) z molekul
oxidu uhlicitého (CO;), ¢imz transformuje energii svételnych kvant na chemickou energii organickych
sloucenin. Ta je nasledné vyuzivana pro energetické potfeby Zivotnich procest.

Adenosintrifosfat (ATP) ‘
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Pro metabolické procesy v burikdch nelze vyuzit pfimo energii uloZzenou v organickych latkach, jako
jsou sacharidy, lipidy, pfip. proteiny. To se odehrava za pomoci prostfednika. Snad nejvyznamné;jsim
prikladem zprostfedkovatele energie pro metabolické procesy je adenosintrifosfat (ATP), povaZovany
za univerzalni bunécné palivo.

| energi'.i I.' \I\l_ Energie[:;':—

Energie obsazena v Zivinach se uklada do makroergické, Cili energeticky bohaté, vazby fosfatu v ATP.
ATP se pak ucastni metabolickych procest, kterym poskytuje energii uvolnénou pfi defosforylaci z
makroergické vazby.

Energeticky metabolismus
glukosy
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1.4.2 Sacharidy

Sacharidy patfi mezi nejvyznamnéjsi zdroje energie. Demonstrujme si jejich energetickou pfeménu na
majoritnim zastupci, kterym je glukosa. Glukosa je v procesu nazyvaném glykolysa pfeménovana na
pyruvat. Pokud je v prostredi k dispozici dostate¢né mnozstvi kysliku (O,), dochazi k preméné pyruvatu
v procesu nazvaném oxidacni dekarboxylace na acetylkoenzym A (acetyl-CoA). Ten vstupuje do tzv.
Krebsova, neboli citratového, cyklu, produkujiciho redukované slouceniny pro systém oxidacné-
redukéni reakci, které souhrnné nazyvame jako respiracni (dychaci) fetézec. Posledni reakci
respiracniho fetézce je redukce O, na vodu. Respiracni fetézec je sprazen s tzv. oxidacni fosforylaci
ADP na ATP. Pfeménou jedné molekuly glukosy se timto zplsobem ziska teoreticky 38 molekul ATP.

Pokud neni k dispozici 02, ¢i na aerobni draze doslo k néjakému metabolickému bloku, dochazi
k alternativni anaerobni pfeméné pyruvatu na laktat (kyselinu mléénou). Tentokrat s podstatné nizsi
energetickou vytéznosti 2 molekul ATP na jednu molekulu glukosy.




Energeticky metabolismus
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1.4.3 Lipidy
Energetickou preménu lipida (tukd) si budeme demonstrovat na prikladu triacylglycerolii. Ty jsou
tvoreny glycerolem se tfemi navdzanymi mastnymi kyselinami.
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Lipolysa vede k oddéleni mastnych kyselin od glycerolu. Nasledné dochazi v procesu nazyvaném B-
oxidace ke zkracovdni jejich uhlikového fetézce za produkce acetylkoenzymu A.
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Acetylkoenzym A vstupuje do Krebsova cyklu a nasledné procesy jsou identické s témi vySe popsanymi
pfi metabolické preméné glukosy.

Stejné jako mastné kyseliny, tak také sacharidy pfijimame v podobé potravy, které se zndmym sledem
udalosti preménuji na acetyl-CoA. V pripadé nadbytecného prijmu sacharidl se z acetyl-CoA v procesu
nazvaném lipogenese syntetizuji mastné kyseliny. Jejich ndslednou esterifikaci s glycerolem vznikaji
zasobni triacylglyceroly.

Konecné téZ proteiny se prostiednictvim aminokyselin a jejich pfemény na acetyl-CoA ucastni klicovych
energetickych proces( v bunce.

Kontrolni otdzky ®

Vysvétlete mechanismus a vyznam fotosyntézy.
Vysvétlete rozdil mezi dychanim a horeni.
Vysvétlete vyznam ATP a NADPH.

Popiste energetickou pfeménu glukosy.
Popiste metabolickou pfeménu lipidd.
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2 Procesy klinicko-biochemické diagnostiky  D.PARTLOVA

Anotace, abstrakt

Procesem se rozumi vSechny ¢Cinnosti, od vzniku pozadavku na
biochemické(laboratorni)vysetieni az po vyuZiti laboratorni informace
v diagnostice a Ié¢bé pacienta.

Cil kapitoly

Seznamit studenty se zakladnimi pojmy a principy nezbytnymi pro Uvod do
klinické biochemie

Kli¢ova slova

Preanalyticky, postanalyticky, analyticky proces

Tradi¢né se déli na proces:
e preanalyticky
® analyticky

® postanalyticky

2.1 Preanalyticky proces mimo laboratorni

2.1.1 Priprava pacienta pfed odbérem biologického materialu

Standardni postup je odbér rano nalacno, po no¢nim spanku.
provadi se zpravidla mezi 6. — 8. hodinou ranni

- pfi odbéru ma pacient sedét nebo lezet (nejedna-li se o leziciho
pacienta, mél by alespor 30 min. pfed odbérem sedét)

- pacient ma byt pred odbérem biologického materidlu nalacno
(idedlni je 12 hodin), nema jist tu¢na jidla

- nema pred odbérem koufit, pit ¢ernou kdvu a alkoholické napoje

- pokud je to mozné, nemél by 24 hod. pfed odbérem uzivat léky
(mohou negativné ovlivnit vysledek analyzy)

- pred odbérem ma mit pacient dostatecny prijem tekutin (slaby,
neslazeny ¢aj)

- nema dostavat infuzi nebo transfuzi

- nesmi mit pfiliSnou fyzickou zatéz

- pro tfadu vysetfeni je nutné dodrZovat dostatecné dlouho pred
odbérem predepsanou dietu

Télesna poloha pfi odbéru znacné ovliviuje hodnoty makromolekularnich
latek jako bilkovin, lipoproteid( a enzym{, jejichZ koncentrace je pfi odbéru
vleZe nizsi a pfi odbéru vestoje vyssio 10 — 15 %.

S
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2.1.2 Preanalytické vlivy pfed odbérem vzorku
- Neovlivnitelné - Pohlavi, rasa a vék, Cyklické variace, Gravidita
- Ovlivnitelné -Fyzicka zatéz,Dieta,Alkohol, Koufeni,Léky,Mechanické
trauma, Stres , Hygiena
2.1.3 Odbér biologického materialu
2.1.3.1 Odbér krve :
- kapilarni
- vendzni
- arterialni

Odbér kapilarni krve

- provadi se nejCastéji u diabetikl pfi odbéru krve pro stanoveni
glykémie : pridavek NAF kinhibici glykolytickych enzymi a pfi
stanoveni ABR (acidobazické rovnovahy = stanoveni pH krve a
krevnich plyna)

- béiné se kapilarni odbéry provadéji vpichem do posledniho
¢lanku prstu, u ABR se odbér provadi i z usniho laltcku, u
novorozencl a kojencl z paty

Provedeni:

prst, paticku nebo usdni laliéek dobfe promneme (prokrveni)
pfislusné misto desinfikujeme

provedeme vpich (kopickem, jehlou, poloautomatickou lancetou
s nastavitelnou hloubkou vpichu) z bocni strany prstu (nejcastéji
z prsteniku Ci prostfedniku) nebo paticky

prvni kapku otfeme (primés tkanového moku)

pfiloZime heparinizovanou kapilaru nebo pfislusSnou nadobku, do
které krev natéka

po odbéru misto vpichu otfeme a prelepime néplasti

ANO ANO

Obr. 9 Odbér z paticky u novorozence
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Odbeér zZilni krve

”

z loketni zily
minimalni staZzeni paze

pouziti uzavfeného systému

Provedeni:

pacient pfi odbéru sedi nebo lezi

k(Zi v okoli mista odbéru (nejcastéji loketni jamka) desinfikujeme
vhodnym prostfedkem

desinfekci nechame volné zaschnout, stékajici desinfekci otfeme
¢tvereckem buniciny

paZze ma byt natazend smérem dold, turniket (Skrtidlo) alespon 2,5
cm Siroky, pfiloZzeny ve vysi 10 — 15 cm nad loktem, nema byt pouzit
déle nez 1 minutu

pazi se necvici, pacient pouze zatne pést

jehla se zasune do Zily

krev je nasavdna do strikacky, nebo zkumavky pod tlakem

po odbéru se na vpich pfilozi sterilni ¢tverecek a misto se stlaci na 2-
3 minuty a prelepi naplasti

Sang Lab - klinicka 1aboR

Obr.10 Vendzni odbér

Odbér arterialni krve (punkce arterie, kanyla)

arterializovana kapilarni krev(ABR, kyslik) — anaerobni odbér

o krev miZeme odebirat sraZlivou a nesrdzlivou
nesrazlivd krev vznikd pridanim protisrazlivého prostfedku do
odbérové zkumavky
tyto prostredky brani srazeni krve tim, Ze vazi vapenaté ionty, které
jsou nutné pro preménu fibrinogenu na fibrin
nejbéznéjsi protisrazlivé pripravky jsou: heparin, citrat sodny,
chelaton — Na,EDTA,K,EDTA
nesrazlivou krev mizZeme centrifugovat ihned po odbéru
jeji centrifugaci ziskdme plazmu
centrifugaci (odstfedénim) spontanné srazené krve ziskdme sérum
srazliva krev se centrifuguje 30 min. po odbéru
vzorky nelze opakované zmrazovat a rozmrazovat”
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Hemolytické sérum — ma cervenou barvu, obsahuje hemoglobin nebo
erytrocyty

Poruseni membrany erytrocyti

- Uvolnéni hemoglobinu a dalsiho obsahu z poskozenych erytrocytt
do plazmy/ séra a zména zabarveni vzorku

- Vliv mechanicky, fyzikalni, chemicky

- Falesné zkresleni mnoha laboratornich vysetreni(kalium, AST,LD)

Obr. 11 Hemolytické sérum

Chylézni sérum - je zakalené, silné chylézni sérum mda mlécny zakal
zpUsobeny emulgovanymi tukovymi kapénkami

- chyldzni sérum maji pacienti s poruchami tukového metabolismu,
ale chylozita mGze byt zplsobena také nedodrzenim odbéru nalacno
- chylozita séra zpUsobuje jeho zakal a ten rusi vétSinu stanoveni
o MuZe zasadné ovlivnit az znemoznit vysetreni

Obr. 12 Chylézni sérum

- Nejcitlivéjsi vySetfeni — amoniak, ALT, AST, nékteré léky, GGT,
bilirubin...
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MuizZe zplsobit tzv. pseudohyponatrémii — falesné snizené
koncentrace Na

Ikterické sérum - kanarkove Zluté

2.1.4

zpUsobené hyperbilirubinemii = zvysena hladina bilirubinu v plazmé
kanarkové Zluté zabarveni séra mulze rusit nékterd fotometricka
stanoveni (u metod kde je vysledkem metody Zluté zabarveni)

u nékterych metod je mozné chybu eliminovat slepou zkouskou

Rozdil mezi sérem a plazmou

2.1.4.1.1 Sérum

vznika tehdy, opusti-li krev krevni fecisté (cévni systém)
plazmaticka bilkovina fibrinogen se méni na fibrin (zdstava krvaceni)
je-li krev odebrana do zkumavky bez protistazlivého prostfedku,
vznika z plazmy sérum

po centrifugaci takto odebrané krve se na dné zkumavky usazuje
krevni koldc¢ a nad nim je sérum

sérum se nasledné odsaje do Cisté, suché a oznacené zkumavky
(slouzi k vlastnimu vysetteni)

sérum lze ziskat z kapildrni, vendzni i arterialni krve

sérum obsahuje:

93% vody, bilkoviny, dusikaté latky (mocovina, kreatinin, kyselina
mocova, aminokyseliny), barvivo bilirubin, tukové latky (cholesterol,
volné mastné kyseliny...), cukry (glukdza), velky pocet enzymd,
mineralni latky (natrium, kalium, chloridy, , fosfor...), hormony
obsah mnoha latek v séru nebo plazmé je jiny, neZli v erytrocytech
sérum je za normalnich okolnosti Zluté a ciré

Obr. 13 Normalni sérum, hemolytické, ikterické a chylézni sérum
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2.1.4.2

2.1.4.4

2.1.5

Plazma
ziskava se odbérem krve do zkumavky s protisrazlivym cinidlem
krev se nesrazi
po centrifugaci dojde k oddéleni krvinek od krevni plazmy
plazma ma stejné sloZeni jako sérum, navic obsahuje fibrinogen a
ostatni koagulacni faktory (bilkoviny plsobici na srazeni krve)

Odbér moce
jedna se o nejdostupnéjsi biologicky material
vzdy je nutné pacienta fadné poucit o spravném odbéru moce!!!
pro vysetieni moce a sedimentu je nejvhodnéjsi stfedni proud
ranni moce, po nalezité hygienické ocisté
moc se zachyti do Cisté nddoby, radné oznacené
pro kvantitativni stanoveni se moc sbira po dobu urcitého
Casového useku
pouziti konzervacnich pfipravkl k zabranéni rastu bakterii,
pripadné ke stabilizaci stanovovanych analytl (kyselina
vanilmandlova......kys.octova)

Dalsi odbéry (mozkomisni mok, sliny, stolice)
odbér moku mozkomisniho: lumbalni punkci
odbér slin: pomoci nasati slin do porézniho vacku
odbér stolice: ve stolici se v laboratofich OKB nejcastéji vySetfuje
screeningové pritomnost krve (jeji pfitomnost mize byt pfiznakem
rakoviny tlustého streva)

k odbéru se pouzivaji specidlni firemni soupravy (odbér materidlu si
obstara pacient sam podle pfiloZeného navodu nebo pouceni)

ve stolici se vySetruji i nékteré enzymy (napf. elastaza) pro
vySetfeni ¢innosti pankreatu

Oznaceni vzorku biologického materialu

- kazda nadobka ¢i zkumavka s biologickym materialem musi byt oznacena
jménem pacienta, jeho rodnym C(cislem a oddélenim, které vysetreni
poZaduje

- soucasné soznacenym biologickym materidlem se zasild privodka
(zadanka) s vyznacenymi pozadavky na vysSetreni a s identifikacnimi udaji o
pacientovi. Prlivodka mUze byt tisténa nebo elektronicka.
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2.1.6 Transport

- presun oznaceného vzorku s pfiloZzenou Zadankou do laboratore
musi byt neprodleny, zvlasté pokud je odesilana plna krev

- vzorek je nutné chranit pred mrazem a pred pfehratim (ovlivnéni
enzym) i svétlem (odbourdvani bilirubinu, porfyrita...)

- do vzddlenéjsich laboratofi je vhodnéjsi odesilat sérum nebo
plazmu (ziska se po centrifugaci krve)

- v pfipadé speciadlnich metod se zasila sérum zamrazené

Ve specidlnich pripadech se vzorky prendseji na tajicim ledu napf. krev pro
stanoveni ABR, NHs(led nesmi byt pfimo vytazeny z mrazaku, mohlo by dojit
ke zmrznuti a hemolyze vzorku.

Casovou odezvou (TAT, turne around time) se rozumi doba, za kterou je
k dispozici vysledek laboratorniho vySetfeni. RozliSujeme TAT laboratorni
(doba od prijmu vzork( do vydani vysledku) a celkovy TAT (doba od odbéru
biologického vzorku do vyddani vysledku. Nékdy se uvadi i tzv.rozSifeny
TAT(doba od odbéru do reakce osSetfujiciho lékafe na dodany vysledek
laboratorniho vysetteni). Pro statimova laboratorni vySetfeni je stanoven
TAT na 60 minut(béZna vySetreni) a na 30 minut (glykémie, ABR).Tam, kde
transportni moznosti neumoznuji dodrZeni této Casové rezervy, jsou plné
indikovany analyzatory ,u lGzka nemocného”, tzv. POCT (Point of care
testing).

2.2 Preanalyticky proces laboratorni

Tento proces zahrnuje:

- prijem aidentifikace biologického materidlu

- vloZeni identifikacnich Udaji pacienta do LIS — manualné z papirové
zadanky nebo automaticky pfi elektronické formé zadanky

- pfiprava analytického vzorku-centrifugace

- oznaceni analytického vzorku ¢arovym kédem

- vytvoreni sekundarnich analytickych vzork( -alikvotd a jejich
oznaceni stitky s ¢arovym kédem

- roztfidéni analytickych vzork(i pro jednotliva cilovd pracovisté
laboratore

Preanalyticka laboratorni faze konci vloZenim analytickych vzorkli do
analyzatoru ptipadné zahdjenim manualné provadéné metody.
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2.3 Analyticky proces

Analyticky proces probihd automatizovanym manualnim provedenim
jednotlivych biochemickych metod.

2.4 Postanalyticky proces

Laboratorni postanalyticky proces je casové ohranieny ziskanim vysledku
analyzy a vydanim laboratorniho nalezu.

Zahrnuje validaci vysledku analyzy v ramci interni kontroly kvality, dale
kontrolu sprdvnosti provedené analyzy s ohledem na uvedenou diagndzu,
predchozi archivni data, rozdil stanovené hodnoty proti posledni namérené
hodnoté (tzv.delta-check), porovnani s ostatnimi parametry, pfipadné
konzultaci laboratorniho ndlezu slékafem. Laboratorni postanalyticky
proces konéi vydanim vysledku biochemické analyzy. Analyzované
analytické vzorky se skladuji 72 hodin pro moZnost opakovani analyzy pfi
diskrepanci laboratorniho nalezu a klinického stavu.

Mimolaboratorni postanalyticky proces konéi ucelnym vyuzitim laboratorni
informace osetfujicim |ékafem v diagnostickém nebo lé¢ebném procesu.

Lékarska kontrola zahrnuje:

- kontrolu vsech laboratornich nalezli s parametry presahujicimi
vloZzené meze

- kontrolu delta-checku

- srovnani s archivnimi hodnotami pacienty

- srovnani s ostatnimi biochemickymi vysledky

- srovnani s diagndzou

Kontrolni otdzky

1. Jaka je pfiprava pacienta prfed odbérem?
2. Jaké jsou nejcastéjsi typy odbér(?
3. Popiste rozdil mezi sérum a plazmou?

Misto pro doplnéni
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3 Analytickd ¢ast vy3etienf D.PARTLOVA

Anotace, abstrakt

Analyticka ¢ast je velmi dalezita pro spravnost vydaného vysledku laboratofi.

Cil kapitoly ®

Seznameni s analytickou ¢3sti laboratorniho vysetteni.

Klicova slova @

Metody, referencni materidly, kalibrace, indikace vysetfeni, analyzator,
kalibracni krivka

- metody v laboratofich KLB maji své specifické znaky, které se lisi od
chemickych laboratofi

- vlaboratofich KLB se zpracovdva biologicky material a v mnoha
laboratoftich je nepretrzity provoz (24 hod.)

- soucasnym trendem je unifikace a standardizace metod (provadéni
laboratornich vysSetfeni shodnym postupem alespon v ramci
jednoho statu)

- pacient totiz mlze prochazet rliznymi zdravotnickymi zafizenimi a
jeho biologicky materidl je vySetfovan v rlaznych laboratotich
rGznymi metodami na nestejnych pfistrojich — dasledkem jsou
odchylky ve vysledcich, které mohou byt vysvétlovany jako klinické
zmény (= pacientovi se vysledky zlepsily nebo naopak zhorsily)

-k zajisténi unifikace a standardizace metod je potfeba pouZivat:

a) jednotné diagnostické soupravy, obsahujici komeréné vyrabéné
reagencie, kalibraéni a kontrolni roztoky

b) uzaviené analytické systémy - automatické analyzatory, které
zamezuji nezadoucim vlivim zvenci

- vSechny pouzivané analytické metody musi byt podle spravné
laboratorni prace (SLP) fadné dokumentovany- v podrobném popisu
kazdé metody musi byt obsaZen jeji princip, reagencie a pfiprava



pracovnich roztok, pracovni postup, pristrojové vybaveni, kalibrace
metody, pouzivané kontrolni vzorky, rusivé vlivy jinych latek, udaje
tykajici se bezpecnosti a ochrany zdravi pfi provadéni metody

- podrobny popis kazdé metody, ktery je pfi stanoveni nutno
dodrZovat je standardni operacni postup (SOP)

3.1 Druhy metod v laboratofi KLB

3.1.1 Kvalitativni metody

- podavaji informaci, zda je zkoumany analyt (prokazovana latka) ve
vzorku ptitomen, ¢i nikoliv , nalez je tedy bud’ pozitivni, nebo negativni
(neudava se Zadné Cislo)napf. prikaz glukézy v moci - vysledek je
pozitivni (mo¢ glukdzu obsahuje), vysledek je negativni (moc¢ glukdzu
neobsahuje)

3.1.2 Kvantitativni metody

- udavaji presnou koncentraci analytu ve vzorku, vysledkem je cislo a
jednotky, ve kterych se vysledek udava( napf. bilkovina v séru = 68 g/l)

3.1.3 Semikvantitativni metody

- udavaji pfibliznou koncentraci analytu pomoci dohodnutych
jednotek( napf. dikaz patologickych soucasti moce, jejichz
pfitomnost hodnotime tzv. arbitrarnimi jednotkami od 0 do 4
(bilkovina v moci 3 = patologicky nalez)

3.2 Typy metod

- Referencni metoda (té7 standardni metoda) = zakladni,
prostudovany a definovany méfici postup, kterym se stanovuji
hodnoty referencnich material(i

- Definitivni metoda = metoda s nejvy$sim stupném analytické
spolehlivosti, slouzZi ke stanoveni hodnot standardd a jako méfitko
pravdivosti referenc¢nich hodnot

- Rutinni metoda = metoda pouzZivand vbéiném provozu
laboratore, kterd poskytuje vysledky s pfijatelnou hodnotou
nejistoty (toto zajistuje pouzivani referenéniho materialu)
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3.3 Referencni hodnoty

3.4

34.1

3.4.2

dfive nazyvané ,,normalni hodnoty” vymezuji interval, ve kterém se
nachdzeji hodnoty 95% zdravych jedincu

tento interval se u parametr(, které maji tzv.normalni
(gausovské)rozlozeni stanovi jako primér 2 smérodatné odchylky
pokud nevykazuje sledovany parametr normalni rozlozeni hodnot,
je nutné poutzit tzv.neparametrickou metodu

z hodnot ziskanych vysetfenim velkého souboru zdravych osob
sefazenych podle velikosti se ,odfizne” 2,5 %hodnot z dolniho i
horniho konce ¢iselné rfady
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Typy laboratorniho provozu

Manualni provoz

- nevyuZzivd pfistrojovou techniku, nebo jen velmi jednoduchou,
zpracovani biologického materidlu je vétSinou ruéni

- jedna se o kvalitativni ¢i semikvantitativni analyzy, odecitané
vizualné (pouhym okem)

napr. pouzivani diagnostickych prouzki pti chemickém vysetreni
moce

Poloautomatizovany provoz

pfi zpracovani biologického materidlu jsou vyuZivany rlzné pfistroje,
které zrychluji a usnadnuji praci

k tomuto ucelu slouzi rizné davkovace, dilutory (pristroje, které umi
naredit vzorky C¢i roztoky), fotometry s pritokovou kyvetou,
tiskarnou, s automatickym vypoctem vysledk, jednoucelové méftici
pfistroje (plamenovy fotometr, osmometr, coulometr aj.)
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3.4.3

PIlné automatizovany provoz

- biologicky material je zpracovan automatem

- laborant pfistroj musi uvést do provozu, zkontroluje jeho nastaveni,
doplni chybéjici reagencie, provede kalibrace jednotlivych metod,
analyzuje kontrolni vzorky, zadd naprogramuje metody, které budou ve
vzorcich stanoveny a poté pouze dopliiuje pacientské a kontrolni vzorky,
které analyzdtor sdm zpracuje a vyda pfislusné vysledky

- automatické analyzatory vznikly kombinaci ddvkovaci vzorkda,
ddvkovacu reagencii, podavaclu vzorki (pipetortd) a méfici jednotky
fotometru

3.5 Typy automatickych analyzator(:

351

3.5.2

Otevrené systémy

pod tento pojem lze zafadit analyzatory, u kterych lze volné
programovat jednotlivé analytické metody (takové, které chce
laborator stanovovat)

toto umoznuje poufZiti reagencii od rliznych vyrobcl (zohledriuje se
cena, kvalita...)

uZivatel si sdm programuje na zakladé pracovniho postupu
dodaného vyrobcem setu (reagencni soupravy) objemy
pipetovanych vzorkl a reagencii, méfici vinovou délku, dobu
inkubace a méreni...

Uzaviené systémy

maji jednotlivé analytické metody naprogramovany pfimo od
vyrobce a uZivatel nemda moznost do téchto program zasahnout
vyrobce k pfistroji dodava ptipravené lahvic¢ky s reagenciemi, které
se vloZi do pfistroje bez dalSich uprav

vyhody tohoto systému:

vyrobce zodpovida za cely systém — za pfistroj i reagencie
analyzator je mozné po zakoupeni v kratké dobé uvést do provozu
bez dlouhého zavadéni metod

nedochazi k omyldm pfi dolévani reagencii, protoze lahvicky jsou
znaceny Carovym kddem a reagencie se nedolévaji (prazdna lahvicka
se nahradi plnou)

nevyhody:

vysoka cena reagencii (vyrobce proda pfristroj za rozumnou cenu, ale
laboratof je na ném zavisld v odbéru reagencii a jejich cena nikdy
neklesne, spise naopak, narlsta
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provoz analyzatoru pak financné zatéZuje laborator po celou dobu,
kdy je analyzator funkcni

Sucha chemie

jedna se o analyzatory na principu uzavieného systému, které
k méreni vyuZivaji tzv. reflexni fotometrie

pfistroje neméfi paprsek prochdazejici mérenym vzorkem, ale
paprsek odrazeny

chemikalie jsou naneseny na pevné félii (jako na fotografickém
filmu)

na takto upravenou fdlii se nanese kapka vzorku, dojde ke zvlhceni
folie a probéhne chemicka reakce

vysledkem reakce je vznik zabarveni, jehoZ intenzita je Umérna
koncentraci stanovované latky

paprsek, ktery dopada na vybarvenou fdlii se z¢asti pohlti a z¢asti
odrazi

intenzita zabarveni je Umérnd mérené reflexi = veliiné
charakterizujici pomér dopadajiciho a odrazeného svétla

Imunochemické analyzatory

opét se jednd o analyzatory pracujici na principu uzavieného
systému

pouZivaji se pro stanoveni antigen( (cizorodych latek v organizmu)
nebo protilatek (bilkovin, které se v organizmu tvofi jako obrana
proti antigenim)

vobou pfipadech vznikaji imunokomplexy (komplex antigenu
s protilatkou) jejichz mnozstvi se méri

3.6 ReZim indikace vySetfeni

3.6.1

Vitalni indikace, CMP (cévni mozkova pfihoda)

Indikovano pouze u pacientl v bezprostifednim ohroZeni Zivota
Vysledek vysetfeni mlze mit vliv na preziti pacienta

Vysetfeni ma v laboratofi absolutni prednost i pred statimovymi
vySetrenimi

Zneuziti indikace mlze mit za nasledek prodlouzeni doby dodani
ostatnich skutec¢né urgentnich vysledkd !

Nutno predem telefonicky oznamit do laboratore, protozZe laborant
prerusi veSkerou ¢innost na dalSich vysSetfenich a pfipravi se na
rychlé prednostni zpracovani odbéru z vitalni indikace
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3.6.5

Nejprve odeslat vzorek se zZddankou do laboratote, bezprostfedné
poté informovat telefonicky laborator

Statim

Vysledek vysetfeni mize zasadnim zplsobem ovlivnit rozhodovani
o dalsi péc¢i o nemocného

VysSetfeni ma v laboratofi pfednost pfed ostatnimi vySetfenimi
Zneuziti indikace mlize mit za nasledek prodlouzeni doby dodani
ostatnich statimovych vysledk

Rutina

Bé&Zna laboratorni vysetfeni

hematologie - doba odezvy 4 hodiny

biochemie - vysledky jsou vydavany v den pfijeti vzorku

Screeningova vysetieni
jsou jednoducha vysetreni, ktera se vyuzivaji k zachytu onemocnéni
u rizikovych skupin obyvatelstva napf. vySetreni stolice na okultni
krvaceni u lidi starSich 50 let, vySetfeni glykémie u pracovnikl
nékterych profesi nebo plosné vySetfeni vSsech novorozencll na
novorozenecky screening

Point of care testing (POCT)

jsou metody, které se provadéji pfimo u lGzka pacienta a poskytuji
vysledky ve velmi kratkém case

pfistroje, potfebné pro provadéni téchto metod jsou umistény na
jednotkach intenzivni péce (JIP), na anesteziologicko — resuscitacnim
oddéleni, metabolickych jednotkach aj.

3.7 Kalibrace metody

soubor ukon(, kterymi se za specifickych podminek stanovi vztah
mezi hodnotami veli¢in, indikovanymi méficim ptistrojem, méricim
systémem nebo referenénim materidlem, a odpovidajicimi
hodnotami, které jsou realizovany kalibratory

provadi se pomoci standardd

Standardy (= standardni roztoky = kalibratory = kalibracni roztoky =
kalibraéni standardy)

standardy jsou roztoky se znamym obsahem stanovovaného analytu
o maximalni Cistoté doddvané vyrobcem (vyrobce musi spliovat
tato kriteria, vyrobek je oznacen znackou CE)

pomoci standard( se provadi kalibrace metody, ktera umozni
vypocitat koncentrace analytli v neznamych vzorcich
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- znamérené absorbance méreného vzorku a standardu lze vypocitat
koncentraci méreného analytu ve vzorku pomoci vzorce:

Cv = i + Cstd

Cv. = koncentrace vzorku

A,; = absorbance vzorku
A &4 = absorbance standardu
Csa = koncentrace standardu

- absorbance je hodnota ziskana spektrofotometrickym mérenim

- méfenim standardl je eliminovan rusivy vliv nékterych latek (napf.
bilkovin) na priibéh reakce a slouzi také k ovéreni spolehlivosti vysledk
ve vySetfované sérii vzorkl (dojde-li knahlé zméné absorbanci
dlouhodobé pouZivanych standardd, upozorni nas to na chybu v analyze,
popf. na proslou expiraci standard()

- vypocet vysledku laboratorni analyzy se provadi tfemi zpUsoby:
1. metodou kalibraéni kfivky
2. metodou jednoho standardu
3. pfimym vypoctem pomoci moldrniho absorpéniho
koeficientu — pouZziva se minimalné

3.7.1 Metoda kalibra¢ni krivky

- ze zadkladniho standardu se fedénim pfipravi fada roztokd o
vhodnych koncentracich od nejnizsi po nejvyssi (napf. 2,5; 5,0; 10,0;
20,0; 40,0 mmol/l — standard( pro kalibraéni kfivku musi byt
minimalné 5 s rostouci koncentraci, ale i vice)

- roztoky se zpracuji stejnym postupem jako analyzované vzorky

- na zakladé ziskanych absorbanci se sestroji kalibracni kfivka, jako
grafickd zavislost absorbance na koncentraci

- naosu x se nanaseji koncentrace

- naosuy se nanaseji absorbance

- body koncentrace a absorbance spojime a proloZime pfimkou

- kalibraéni zavislost nemusi mit jen tvar primky, mdze mit napt. tvar
hyperboly...

- rozsah standard( kalibraéni zavislosti zahrnuje patologicky snizené,
fyziologické i patologicky zvySené koncentrace stanovovaného
analytu, které pfichdazeji v biologickém materialu pro danou metodu
v Uvahu

- vzorky, které maji namérené absorbance tak vysoké, Ze se ocitnou
nad poslednim bodem kalibra¢ni zavislosti, je nutno analyzovat
znovu, po vhodném naredéni séra

- nikdy neodecitame vzorky nad poslednim bodem kalibrace!!!

- obecné plati, Ze pro odecteni koncentrace vzorku Ize pouZit pouze
tu cast krivky, kde je zavislost absorbance na koncentraci linearni
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3.7.2

3.7.3

pokud body kalibrace lezi na pfimce, lze vypocitat tzv. kalibracni
faktor

. C
A

A je prdmérnou absorbanci z vétsiho poctu standardl kalibracni

zavislosti (alesponi 5)

kalibra¢ni faktor se pouZiva k pfimému vypoctu koncentrace:
C=A-F

kalibracni faktor se stanovuje v kazdé sérii méreni, ale i tehdy, dojde

li ke zméné pracovnich podminek (¢inidla, pfistroje...)

pokud je kalibracni zavislost v celém rozsahu nelinedrni, je nutné

kazdou mérenou absorbanci odecitat z kalibraéni kfivky samostatné

automatické analyzatory provadéji kalibraci automaticky -

nevyhovi-li jeji nastaveni poZadovanym podminkdm, analyzator

nezahaji analyzu pacientskych vzorkd

Metoda jednoho standardu

je variantou metody kalibraéni kfivky

pouziva se kvypoctu vysledku v rutinni biochemické laboratofi
nejcastéji

z kalibra¢ni fady standard(i se pouZivd takovd koncentrace
standardu, kterd se nachazi uprostred referenéniho rozmezi hodnot
dané metody, nebo takova koncentrace standardu, ktera je nejblize
vétsiné namérenych koncentraci pacientskych vzork(

metoda jednoho standardu se pouziva u spolehlivych analytickych
metod, kde byla opakované ovérena linearni zavislost absorbance
na koncentraci

PFimy vypocet pomoci molarniho absorpéniho koeficientu &
pouziva se minimalné, napf. tehdy, neni-li mozné pfipravit vhodny
standard o presné koncentraci, nebo je-li pribéh analyzy natolik
spolehlivy, Ze neni pro stanoveni pacientskych vzorkl nutné
provadét kalibraci

vyrobci diagnostickych souprav nékdy uvadéji v pracovnim postupu
firemni kalibracni faktor ziskany pomoci tohoto pfimého vypoctu
(laboratof si ho vsak musi ovéfit pomoci kontrolnich sér)

absorpcéni koeficient € je konstanta Umérnosti mezi hodnotou
absorbance A, koncentraci absorbujici latky C a tloustkou optické
drahy |

absorpcni koeficient, kde je koncentrace vyjadiena v molech, se
nazyva moldrni absorpcni koeficient

A
€= —
C-l
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Kontrolni otdzky
1. Jaké znate typy automatickych analyzator(?
2. Vyjmenujte rezimy vysSetreni
3. Charakterizujte kalibraci metody
4. Jaké zndate druhy metod v laboratofi a strucné je charakterizujte

Misto pro doplnéni

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu

DASTYCH, M., BREINEK, P.Klinicka biochemie, bakalarsky obor Zdravotni
laborant 2. vydani, Brno: Coprint s.r.o., 2011. ISBN 978-80-87192-18-4

Racek, J., Rajdl, D., Klinickd biochemie 3 vydani, Praha 5:Galén, 2021

ISBN 978-80-7492-545-0

Matous. B.,Zdklady Iékarské chemie a biochemie 1.vyddni,Praha 5:Galén
2010.I1SBN 978-80-7262-702-8

™

43



4 Kontrola analytické metody D.PARTLOVA

Anotace, abstrakt

Analyticka metoda musi splfiovat podminky spravnosti, presnosti, citlivosti a

specificnosti, které jsou popsany v kapitole

Cil kapitoly

Seznameni s kontrolou analytické metody, vysvétleni zakladnich pojma

Klicova slova

Spolehlivost, pfesnost, spravnost, druhy chyb, validace, standardizace
chyby, vnitfni kontrola kvality, externi kontrola kvality

4.1

4.1.1

4.1.2

Podminky spolehlivosti laboratorni metody

vysledky, ziskané pomoci analytickych metod se maji co nejvice
priblizit skute¢né hodnoté analyzovaného vzorku
z tohoto divodu musi byt analytickd metoda spolehliva

spolehliva = musi splfnovat podminky spravnosti, pfesnosti, citlivosti
a specificnosti

Spravnost metody

vyjadfuje, Ze se stanovena hodnota analytu shoduje se skute¢nou
hodnotou méreného analytu

spravnost metody ovliviiuje mnoho faktor(, které jsou pricinou tzv.
systematickych chyb — projevuje se to tak, Ze stanovené vysledky
série méfeni jsou bud vy3si, nebo niZsi, nezli je jejich skutecnd
hodnota (je to napf. dano zplsobem pipetovani jednotlivych
pracovnikd, davkovanim, michanim)

Presnost metody (reprodukovatelnost)

vyjadfuje, Ze pfi opakovanych stanovenich téhoz analytu v tomtéz
vzorku neprekroci rozptyl ziskanych vysledk( stanovené meze
udava se presnost v sérii — jeden vzorek se analyzuje nékolikrat za
sebou v jedné sérii spolu se vzorky pacientt

presnost v Case- jeden vzorek se analyzuje po dobu nékolika dni
v sérii se vzorky pacientl (vétSinou mésic)

presnost metody ovliviuji faktory, které jsou pfFicinou tzv.
nahodnych chyb (napf. kolisajici teplota ve vodni lazni, preruseni
elektrického proudu...)

pozn: podle nejnovéjsich Udaji v Mezindrodnim metrologickém
slovniku je reprodukovatelnost nahrazena pojmem ,mezilehla
presnost”

®
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pojem reprodukovatelnost je nyni vyhrazen pouze mezilaboratorni
presnosti

Citlivost (senzitivita, detekéni limit) metody

je vlastnost metody, kterd umoznuje stanovit nizké koncentrace
nebo malé zmény v koncentracich

Specifita (specifi€nost) metody

je schopnost méfit jen stanovovany analyt (metoda je co nejméné
ovlivnéna interferencemi = rusivymi vlivy latek podobného sloZeni)

4.2 Druhy chyb v laboratornim provozu

4.2.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

Absolutni chyba (E)

Je definovana jako rozdil mezi vysledkem méreni (xi) a skute¢nou
(spravnou) hodnotou (X)

MuzZe byt kladnou nebo zapornou veliéinou

Relativni chyba (E%)
Je chyba absolutni vztazena ke skutecné (spravné) hodnoté

Chyby ndhodné

ovliviuji pfesnost metody

jsou nepravidelné, zpUsobuji, Ze se opakované vysledky méreni lisi
maji objektivni charakter, cetnost vysledkl vykazuje normalni
rozloZeni (Gaussova kfivka normalniho rozlozZeni)

tyto chyby se vyjadfuji hodnotou smérodatné odchylky(s) nebo jeji
relativni hodnotou, vyjadienou jako variacni koeficient (CV)

Chyby systematické

ovliviuji spravnost metody

maji staly charakter a zkresluji vysledky vidy v urcitém sméru, takze
metoda pak poskytuje vysledky soustavné vyssi nebo nizsi

maji objektivni i subjektivni charakter

vznikaji napf.nedokonalou kalibraci, mlze to byt vlivem matrice,
interferujicich latek

vyjadruji se hodnotou vychyleni (bias)

BIAS je odchylka stfedni hodnoty méfeni(priiméru) od dohodnuté
referencni hodnoty, ¢asto se vyjadfuje v %
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4.2.5

4.3

4.4

4.5

4.6

systematické chyby mohou byt konstantni nebo proporcionalni

Jiné chyby

mohou se vyskytovat ve vsech fazich laboratorni ¢innosti — ve fazi
preanalytické, analytické i postanalytické

byvaji ¢asto administrativniho charakteru — odbér do neoznacené
zkumavky, necitelné uUdaje na Zadance, zdména pfi Cislovani
zkumavek s materidlem a prlvodek (vzorek dostane jiné Cislo nezli
pravodka), nespravné  telefonické nahlaseni  vysledk
(pfeslechnuti)...

pfistrojové

hrubé chyby - velmi nebezpeéné, vétsinou jsou zplsobené lidskym
faktorem

Validace metody

potvrzuje, Ze méfici postup je schopen splnit pozadavky pro
analytické pouziti

pozadavky vychdzeji z pfesnosti metody, spravnosti, selektivity,
meze detekce, linearity, specifi¢nosti...

Standardizace metody

je proces, ktery vede k vytvoreni jednotné, odbornou verejnosti
pfijaté metody stanoveni daného analytu

Referencni materialy

jsou ,, nositelem hodnot”

jsou to latky ¢i materidly s takovymi vlastnostmi, které umoZznuji
jejich poutZiti pro kalibraci pfistroje, validaci metody...

témito vlastnostmi jsou — vysoka Cistota, homogenita a dostatecna
spolehlivost uréenych hodnot

Kontrola kvality (kontrola jakosti, Quality control — QC)

zahrnuje vSechny ¢asti laboratorniho provozu od odbéru materialu
a jeho pfijmu v laboratofi az po vydani ndlezu, vcetné kontroly
pfistrojd, reagencii, teploty vodnich lazni, Cistoty vody, laboratorni
administrativy a bezpecnosti prace

soucasti kontroly kvality je analytickd a Iékarska kontrola
spolehlivosti laboratornich analyz

vysledky laboratornich metod pomahaji lékaflim urcit, ¢i zpresnit
diagndzu, umoziiuji sledovat priabéh lé¢by pacienta aj. a proto musi
byt dlivéryhodné

kontrola kvality analytické metody se provadi pomoci tzv.
kontrolnich sér
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4.6.1

4.6.2

Analyticka kontrola

analytik posuzuje rGzné vlivy na prdbéh analyzy (hemolyza,
lipémie...) a na zadkladé vysledkd kontrolnich sér, zarazovanych
denné mezi pacientské vzorky zjistuje mozny vyskyt systematickych
a ndhodnych chyb

Vnitini (interni) kontrola kvality

vvvvvv

kontrola kvality (VKK také 1QC), ktera slouzi k :

4.6.3

dlouhodobému sledovani analytickych parametri jednotlivych
sloZzek

sledovani spravné kalibrace analytickych metod

rozhodnuti o schvaleni analytické série

zabezpeceni vysoké pravdépodobnosti rozpoznani (detekce) chyby
zabezpeceni nizké pravdépodobnosti faleSného zamitnuti analytické
série

ziskani souboru dat, z nichZ je mozné odhadnout nejistoty méreni
pfi vyhodnoceni VKK existuji kontrolni pravidla, nejznaméjsi jsou
Westgardova pravidla

Externi kontrola kvality (EKK)

Je soucdast procest zajistovani kvality méreni, kterymi jsou VKK,
validace, verifikace

principem je provadéni mezilaboratornich porovnavacich zkousek
s cilem objektivniho hodnoceni laboratornich vysledkii organizaci
a ziskani informaci o srovnatelnosti vysledkli méfeni

provadi ji povérena instituce — napf. SEKK (systém externi kontroly
kvality prace)

tato instituce rozesild vSem zuc¢astnénym laboratofim kontrolni séra
vysledky, dosazené vjedné laboratofi pak porovnava s vysledky
dosaZzenymi ve vSech ostatnich laboratofich

ztohoto srovnani pak objektivné hodnoti kvalitu provadénych
analytickych metod v dané laboratofi

na zakladé dosazenych vysledk( u jednotlivych provadénych metod
udéluje povérena instituce tzv. certifikaty Uspésnosti neboli ovéreni
o schopnosti laboratofe provadét spolehlivé dané vysetfeni na
zakladé vysledkl kontrol

certifikaty jsou udélovany na dobu urcitou
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Kontrolni otdzky

1. Co musi splfiovat analytickd metoda?
Vyjmenujte chyby , které se mohou objevit v laboratofi a strucné je
charakterizujte

3. Vysvétlete principy kontroly kvality v laboratofi

4. Co je presnost metody?

Misto pro doplnéni

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu
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5 VySetfeni moce D.PARTLOVA

Anotace, abstrakt

Patfi sem chemické vysetreni testovacim prouzkem a morfologické vysetreni
moce.

Cil kapitoly

Sezndmeni s problematikou vysetfeni moce a mocovych konkrement(
vCetné zakladnich znalosti ze somatologie.

Klicova slova

Ledviny, nefros, diuréza, chemické vysetfeni moce, mocovy sediment

Ledviny (nefros) jsou parovym organem, uloZenym po obou stranach
bederni ¢asti patere, na prirezu je ledvina tvofena — klirou a dfeni.

Kdra tvofi uzky pas pfi povrchu ledviny.
Funkéni jednotkou ledvinje NEFR O N.

1. kazda ledvina obsahuje 1 — 2 miliony nefront

2. nefrony prochazeji kirou i dreni

3. v nefronech dochazi k filtraci krve, tvorbé primarni moci, k jeji
Upraveé a vzniku sekundarni (definitivni) moce

4. nefron se sklada z glomerulu, proximalniho tubulu, Henleovy klicky,
distalniho tubulu

- rendlni tepny, vstupujici do kazdé z ledvin, se v ledvinach vétvi na
drobnéjsi tepénky

-z drobnych tepének odstupuji pfivodné tepénky

- privodna tepénka vytvafi klubi¢ko kapilar - glomerulus, ze kterého
vychdzi odvodna tepénka

- odvodnd tepénka se vétvi do kapilarnich siti kolem ledvinnych
kanalk( z téchto kapilar odtéka krev do rendlnich Zil a do dolni duté
Zily

- glomerulus (klubicko kapildr) je obklopen Bowmanovym pouzdrem,
coz je slepy zacatek ledvinnych kanalkd

- vnitfni list Bowmanova pouzdra naléha na glomerulus, vnéjsi list
prechazi do stény kanalku

- Bowman(v vacek + glomerulus = Malpighické télisko

- krev vstupuje pfivodnou tepénkou do Malpighického téliska, kde
dochazi k jeji filtraci

- vznika primarni mo¢ (glomerularni filtrat) - krev se zbavuje toxickych
latek

- neprofiltruji se krevni elementy a bilkoviny s velkou molekulovou
hmotnosti
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- ostatni slozky krve se profiltruji ( primdrni moc se od krve lisi pouze
tim, Ze neobsahuje bilkoviny s velkou molekulovou hmotnosti a
krevni elementy = buriky)

- primarni moci se vytvofi denné kolem 180 |

- primarni moc prechazi do proximalniho tubulu

- zde dochazi k resorpci = vstiebavani latek, které télo dale vyuziva —
napt. glukéza, aminokyseliny, bilkoviny s malou molekulovou
hmotnosti

- primarni moc dale prochazi Henleovou kli¢kou a distalnim tubulem
— zde se resorbuje hlavné voda a mineraly

- vtubulech se vstfebava vice nez 0,99 podilu primarni moci (99%)

- latky resorbované vtubulech se vstrfebavaji do kapilar, které
obtdaceji tubuly a vychdazeji z odvodné tepénky - odtud prechazeji do
ledvinnych Zil = dolni duté zily

- pro télo vyuzitelné latky se tedy vraceji zpét do krve

- po prichodu primarni moci tubuly a sbéracimi kanalky vznika
definitivni moc¢, kterd odkapava do panvicky ledvinné (obsahuje
vodu, anorganické latky — mineraly, organické latky — kyselinu
mocovou, mocovinu, kreatinin aj.)

Renalni Zila

Renalni tepna Dren

'-Edvinna/ ; N . Ledvinné
“ . ) ‘

panvicka

Mocovod / (o

kalichy

Obr. 14 Ledvina
Diuréza = mnozstvi vylou¢ené moci za 24 hod.

- béZné mnoistvije 1 -2 | moce
- diuréza je zavisla na mnoZstvi prijaté vody = piti a na hormonech,
které ji ovliviuji



5.1 Zakladni vySetieni moce

5.2

52.1

sloZzeni moce neboli mnoZstvi latek, které se normalné moci vylucuji,
kolisa podle toho, jak to vyZaduji potfeby organismu

pfi chorobnych stavech se mohou v moci objevit extrémné vysoka
mnozstvi normalnich soucasti moce nebo latek, které v moci za
normadlnich okolnosti nenajdeme

sekundarni (definitivni) moc¢ obsahuje:

koneéné produkty latkové premény, které jsou pro organismus
prakticky nezuzitkovatelné - mocovina, kreatinin

latky, které ledviny tvofi v ramci své regulaéni ¢innosti — anionty -
H,PQ4, ionty amonné - NH,*

latky, které organismus pfijal v nadbytku - Na*, CI, K*, H,O

latky, které vznikly tabuldrni resorpci — aminokyseliny, amylaza

Odbér modi

moc je nejdostupnéjsi biologicky material

spravné provedeny odbér moci ma zasadni vyznam pro kvalitni
vySetfeni moce

pacient musi byt poucen, jak ma odbér provést

odbérova nadobka musi byt fdadné oznacena a nesmi obsahovat
zbytky Cisticich prostfedkd ¢i jinych chemikalii

vzorek moci ma byt dopraven do laboratofre co nejrychleji
vySetfeni mocového sedimentu je nutné provést nejpozdéji do 2
hod. po odbéru moci (pozdéji dochazi k rozpadu elementd)

Jednorazovy odbér moci

nejcastéji se provadi jednorazovy odbér moci na chemické vysetreni
a vysetfeni mocového sedimentu (M+S)

nejvhodnéjsi je prvni ranni moc (je koncentrovand, neni ovlivnéna
fyzickou ndamahou ani potravou, popf. léky), ale Ize vysetftit jakykoliv
vzorek moci vylouceny béhem dne

na vysetreni se pouziva tzv. stfedni proud moci

provedeni odbéru: pacient si omyje oblast vyvodu mocové trubice
mydlem a vodou

za¢ne mocit do toalety

stfedni proud moci zachyti do oznacené nadoby

zbytek vymoci opét do toalety

Casovy sbé&r mogi

pro provedeni nékterych analyz je nutné moc shirat po dobu
nékolika hodin (3h., 6h., 12 h., 24 h.)

na zacatku sbérného obdobi se pacient vymoci do toalety a potom
sbird v celém casovém intervalu moc do sbérné nadoby

naposledy se do sbérné nadoby vymodci v okamziku, kdy konci
sbérné obdobi

priklad: pacient sbird moc 24 hod. — sbér zacne v 7 hod. rdno; presné
v 7 hod se pacient vymoci do toalety; od tohoto okamziku zacne
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mocit do sbérné nadoby; sbér ukondi druhy den rdno v 7 hod., kdy
se naposledy vymoci do sbérné nadoby;

pro vySetieni se doda bud' cely objem moci, nebo pouze vzorek
dodava-li se pouze vzorek modi, je nutné cely objem moci fadné
promichat, zmérit objem pomoci odmérného valce, zapsat hodnotu
do pravodky (udava se v ml) a potom odlit vzorek

vzorek se oznadi jménem pacienta, datem odbéru, délkou sbérného
obdobi, celkovym objemem a typem konzervacniho prostiedku,
bylo-li pouzito

Vsechny vzorky moci se po vysetreni uchovavaiji v chladnicce pti 4°C !!!

Moc je biologicky materidl se kterym musime vzdy zachazet jako s infekénim
materidlem a dodrZovat pfislusné bezpeénostni predpisy!!!

5.3

53.1

Fyzikalni vySetfeni moce

Mnozstvi moce

- zaleZi na pfijmu a vyluCovani tekutin, na psychické zatézi, unave,
namaze, pouzivani diuretik (1ékd, které zvysuji diurézu)

polyurie

oligurie

anurie

zvysené vylucovani moci
> 2 000 ml /24 hod.

snizené vylucovani moci
< 500 ml/24 hod.

Uplna nebo témér Uplna zdstava moceni
<100 ml/24 hod.

Barva moce

zlatavézluta — zabarveni je zplsobeno pigmenty, které moc bézné
obsahuje

podle mnoZstvi prijaté vody muzZe byt svétle Zluta az tmaveé
jantarova

zabarveni se méni za pritomnosti abnormalnich soucasti
(patologicka barviva, napt. hemoglobin, bilirubin)

netypické zabarveni moc¢e mohou zpUsobit nékteré potraviny
(Cervena repa, karotka) nebo léky, jedy
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533

53.4

5.3.6

Zakal

cerstvd moc je Cira, nebo slabé zakalena — zvlasté po ochlazeni
pfi delSim stani se na dné zkumavky vytvari , oblacek“= nubecula,
vytvoreny hlenem z povrchu mocovych cest — Tamm — HorsfallGv
mukoprotein

pfi dlouhém stani se zakali — vypadavaji rlizné soli — nejedna se o
patologicky stav

patologické je vyluCovani zakalené moci — mizZe obsahovat krev,
bakterie, hnis

Zapach

urcuje se z Cerstvé moce — moc ma zdpach po masovém bujonu
byva ovlivnén patologickymi pochody v organizmu, napf. u
dekompenzovanych diabetikl je mo¢ citit po acetonu

zapach modi ovliviiuji také potraviny a léky

pH moce

za normalnich okolnosti se pohybuje v rozmezi 5,0 — 7,0

u vegetarian( byva slabé alkalicka - ovlivnéna potravou

vySetfuje se vzdy v Cerstvé moci

k vySetfeni se pouzivaji diagnostické prouzky se smési
acidobazického indikatoru s barevnym prechodem z oranzové pres
Zlutou a zelenou do modré, v rozmezi 5 -9

zabarveni zény se odecita srovnanim s barevnou Skalou ihned po
namoceni prouzku do moci

Hustota

zavisla na mnoiZstvi rozpusténych latek v moc¢i a na objemu
vylu€ované moce

u zdravych osob se pohybuje v rozmezi 1,010 — 1,025 g.cm?

nizkd hustota — byva u chronického onemocnéni ledvin, které ztratili
schopnost produkovat koncentrovanéjsi moc

zvySend hustota — byva u diabetikl a v pfipadé, Ze moc obsahuje
bilkoviny

méreni hustoty:

a) hustomérem, upravenym na rozmezi hustoty moci (urometr) —
méreni zaloZzeno na Archimedové zdkonu

b) osmometricky- méfi se osmolalita moci — vyjadfuje celkovou
koncentraci ¢astic rozpusténych v moci, tzn. zavisi pouze na poctu
¢astic a neni ovliviovdna jejich molekulovou hmotnosti ani
nabojem; jednd se o presné stanoveni — hodnota se pohybuje
v rozmezi 350 — 850 mmol/kg;

c) diagnostickymi prouzky — mnoiZstvi rozpusténych latek v moci
pUsobi zmény disociaéni konstanty elektrolytu (redoxniho systému),
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dochazi ke zméné zabarveni plosky diagnostického prouzku, ktera se
srovndva s barevnou Skdlou na tubé

5.4 Chemické vySetfeni moce
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5.4.1 Bilkovina v modi (proteinurie)

za normalnich okolnosti je moci vylu€ovano malé mnozstvi bilkovin
—:0,10-0,15 g/24 hod.

jednd se o bilkoviny s malou molekulovou hmotnosti, hl. albumin
toto mnozstvi je fyziologické a bilkoviny v moci neprokdzeme

proteinurie se podle pficiny déli na: prerendini, rendlini a postrendini

1. prerendlni_proteinurie — pfi¢ina neni v ledvinach, ale ,pfed
ledvinami“

pacienti maji vplazmé zvysené mnoizstvi bilkovin s malou
molekulovou hmotnosti

tyto bilkoviny projdou glomeruldrnim filtrem (maji malou molekulu),
ale proximalni tubulus je nestali vSechny vstfebat, proto se
dostavaji do definitivni moci
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mUzZe se jednat o hemoglobin pfi hemolyze, myoglobin pfi Urazech
svall, lehké fetézce imunoglobulinl pfi myomu

vrve

2. renalni_proteinurie — pricinou je poskozeni glomerull, nebo
tubull, poptipadé glomerull i tubuld

- u leh¢ich poruch jsou v definitivni moci pfitomné bilkoviny se
stredné velkymi molekulami, napt. albumin, transferin = selektivni
proteinurie

- u tézSiho poskozeni ledvin se v definitivni moci objevuiji bilkoviny
s velkou molekulovou hmotnosti = neselektivni proteinurie

u tézké proteinurie jsou moci vyluéovany vice nez 4g bilkovin denné

3. postrendlni proteinurie — ledviny jsou zdravé, bilkoviny se do
moci dostavaji z vyvodnych cest mocovych

ve

pfi¢inou je krvaceni do mocovych cest (kameny, nadory) nebo
zanéty mocovych cest

za urcitych okolnosti mlze dojit k proteinurii i u zdravych lidi
(pFi¢inou muze byt dlouhodoba namaha, prehiati nebo prochlazeni
organizmu, psychicky stres, téhotenstvi, nékteré léky)

pomine-li pfic¢ina, vétsSinou vymizi i proteinurie

Prukaz bilkoviny v mo¢i

b)

zkouska s kyselinou sulfosalicylovou

princip: bilkoviny se vysrazi kyselinou sulfosalicylovou (denaturace),
coz se projevi zdkalem az srazeninou (podle mnozstvi bilkovin)

pomoci diagnostickych prouzku

princip: je zaloZen na ,, proteinové chybé”“indikatoru

roztok indikdtoru obsaZeny v reagencni zoné prouzku je pomoci
narazniku udrZovan na pH 3 ,pfi tomto pH se reagencni ploska na
prouzku barvi Zluté

v pfitomnosti bilkovin se vazi H* na zasadité skupiny proteinl a
zbarveni prechazi do zelena aZz modra
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5.4.2 Glukdza v moci (glykosurie)
- glukdza ma malou molekulu a prochazi pres glomerularni filtr do
moce, v proximalnim tubulu se vstfebdva zpét do krve
- za normalnich okolnosti je mnozstvi glukdzy, které se nevstrebalo
v tubulech zcela nepatrné a glukéza se v moci béznymi zkouskami
neprokaze

glykosurie = zvysend koncentrace glukézy vmoci = vmodi se
prokdaze béznymi zkouskami pritomnost glukdzy

- ke glykosurii dochazi obvykle tehdy, je-li koncentrace glukdzy v krvi
vy$Si nez 10 mmol/l — glukdza , prekrodi” tzv. ledvinovy prah

Prakaz glukdzy v moéi

a) pomoci diagnostickych prouzku

- na reakéni ploSce diagnostického prouzku dochdzi k enzymatické
reakci GOD — POD

- reakce je zaloZena na oxidaci glukézy vzdusnym kyslikem

- reakci katalyzuje enzym glukdzooxidaza (GOD), glukdza je rozloZena
na kyselinu glukonovou a peroxid vodiku

- v dalsi reakci se vyuziva peroxid vodiku (je to oxidacni ¢inidlo)

- peroxid vodiku reaguje s chromogeny za vzniku barevného produktu
— reakci katalyzuje enzym peroxidaza (POD)

glukéza + O, + H,0 —&® kyselina glukonova + H,0,

H,0, + chromogenni systém —F%2 s barevny produkt

b) redukéni zkousky

Jsou zaloZzené na schopnosti glukdzy redukovat v alkalickém prostiedi soli
tézkych kovl

- vyuzivd se Fehlingova a Benediktova zkouska — obé maiji stejny
princip, lisi se pouze citlivosti
princip:

- u obou zkousek redukuje glukdza v alkalickém prostredi siran
médnaty (Cu?) na siran médny (Cu*)
- reakce probiha za varu a v pfipadé pozitivni reakce dochazi ke vzniku
barevné srazeniny (od olivové zelené pres oranZovou aZ ¢ervenou)
- ani jedna z téchto zkousek neni specificka pro glukézu, prokdzeme jimi
pritomnost jakéhokoliv redukujiciho cukru
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5.4.3

Ketolatky v moci (ketonurie)

ketoldtky vznikaji vjatrech jako meziprodukt pfi metabolismu
lipidd,jako  produkty rozkladu mastnych  kyselinza jistych
metabolickych podminek, pfedevsim béhem hladovéni.

mezi ketolatky patfi kyselina acetoctova, kyselina -
hydroxymaselnd, aceton

v moci se vyskytuji:
1. nej¢astéji u neléceného diabetu — muZze dojit ke vzniku diabetické
ketoacidozy

2. u lidi drzicich diety nebo u hladovéjicich (redukéni diety, mentalni
anorexie..)

3. u pacientt s prijmy, zvracenim, pfi akutnich horecnatych stavech,
nékdy u téhotnych (ranni nevolnosti)

Prakaz ketolatek v moéi

54.4

princip:

ketoldtky reaguji s nitroprusidem sodnym v alkalickém prostredi za
vzniku fialové zbarveného produktu

Barviva v moci (bilirubinurie, urobilinogenurie)

mezi Zlu¢ova barviva zafazujeme: bilirubin, urobilinogen,
sterkobilinogen — tzv. Ehrlich pozitivni latky

(Ehrlichovo cinidlo — dimethylaminobenzaldehyd)

bilirubin vznika z hemu (hem je cyklicky tetrapyrol)

pfi rozpadu erytrocytl v retikuloendotelovém systému (RES) sleziny
a jater

tento bilirubin je nerozpustny ve vodé, rozpustny v organickych
rozpoustédlech a ve vyssich koncentracich je jeho ucinek silné
toxicky

aby mohl byt transportovan v plazmé a extracelularni tekutiné vaze
se na albumin (bilkovina s malou molekulovou hmotnosti), albumin
ho transportuje do jater

na membrané hepatocytl se uvolni z vazby na albumin a prechazi
do jaterni buriky

zde se bilirubin konjuguje (vaZe) s kyselinou glukuronovou a stava se
rozpustnym ve vodé

pfechazi do Zluce a je vylucovan do duodena

k dalsi preméné dochazi v tlustém strevé, kde je bilirubin redukovan
bakterialni florou na urobilinogeny (urobilinogen a sterkobilinogen),
urobilinogeny se vylucuji stolici
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Cast urobilinogenli se ve stfevé Castecné vstfebava a
enterohepatalnim obéhem se vraci zpét do jater

- zdrava jatra vétsinu urobilinogent oxiduji na bilirubin a vraci jej Zluci
do stfeva

- velmi malad ¢ast urobilinogenl se dostava periferni cirkulaci do
ledvin a je vylucovana modi (toto mnoiZstvi je tak malé, Ze ho
béznymi chemickymi zkouSkami neprokazeme)

- bilirubin se téz za normdlnich okolnosti v moci neprokaze”

|
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bacteria  (gtercobilinogen)
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Obr. 15 Schéma metabolismu bilirubinu

Bilirubin

- za patologickych stavli se v moci nachazi bilirubin konjugovany
(rozpustny ve vodé, pfimy),

- nekonjugovany bilirubin do moce neprechdzi, mize se v ni vzacné
objevit pfi kombinaci hemolytického ikteru se soucasnou poruchou
ledvin

Prakaz bilirubinu

- diagnostickymi prouzky

Princip: bilda zéna prouzku obsahuje cinidlo (stabilizovana diazoniova sul),
poskytujici s bilirubinem v kyselém prostfedi riZové az karminové cervené
zabarveni.



Test je pro bilirubin specificky.

- moc pro vySetteni musi byt Cerstva, bilirubin se na svétle rozklada
- moc obsahuijici bilirubin ma tmavé Zlutou az hnédou barvu
Urobilinogen, sterkobilinogen = Ehrlich pozitivni Iatky

urobilinogen - jeho koncentrace v moci se zvysuje pfi poSkozeni jater, u
dlouhotrvajicich horec¢natych stavi, fyziologicky ho Ize v modi prokazat po
nadmérném poziti velkého mnozstvi masa, zeleniny

Snizend koncentrace Ubg je pti uzavéru Zluovych cest = u obstrukéniho
ikteru je nalez negativnil!!

Diagnostickymi prouzky

Princip: reakéni zéna prouzku obsahuje aromatickou diazoniovou sl
v kyselém pufru, kterd reaguje s urobilinogenem za vzniku rGzového az
karminové cerveného azobarviva

- reakce je specifickd pro stanoveni urobilinogenu (sterkobilin
neprokazeme)

5.4.5 Krevv moci (hematurie)

- Hematurie znamena pfitomnost krve v mocéi. Jednd se o pfiznak,
ktery mlze mit mnoho pfi¢in. NejCastéji se objevuji ervené
krvinky (erytrocyty) v moci, coz muize byt znamka nadoru,
pfipadné urazu ledvin, mocovodu, mocové trubice, mocového
méchyre nebo prostaty. Obsahuje-li moc¢ spolu s cervenymi
krvinkami i bilé krvinky, muaZe tento pfiznak signalizovat

napft. infekci mocovych cest.

- hematurie se délina :

1. mikroskopicka hematurie - zbarveni krve neni okem viditelné, vidét
jej mGzeme pod mikroskopem

2.makroskopicka hematurie - zbarveni krve je okem viditelné, typické
Cervené nebo rizové zbarveni

- za normalnich stavi definitivni moc erytrocyty neobsahuje

prakaz krve v moé¢i

- diagnostické prouzky
princip: je zaloZen na pseudoperoxidazové aktivité hemu

- svétle Zlutd zdéna prouzku obsahuje organicky hydroperoxid a
chromogen (o- tolidin), ktery se za pritomnosti hemoglobinu oxiduje
na modfe zbarvené produkty
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5.4.6 Dusitany v moci
- poufZivaji se jako nepfimy dlkaz bakteriurie
- mocové Ustroji béZné neobsahuje bakterie, jsou-li v cerstvé modi,
jednad se o patologicky nalez
- bakterie jsou v mocovém Ustroji pfitomny pfi infekcich mocovych
cest, které mohou vést k poskozeni funkénosti ledvin
prukaz dusitant

diagnostické prouzky

- dusitany reaguji v kyselém prosttedi s kyselinou sulfanilovou za
vzniku diazoniové soli, ktera poskytuje s alfa — naftylaminem
razovécervené azobarvivo

Postup prace s diagnostickym prouzkem

- tento postup je stejny pro vyse jmenované analyty, které mizeme
v moci prokazat

- mocovy prouzek vyjmeme z tuby tak, abychom se nedotykali
jednotlivych reagencnich plosek

- namocime ho do moce a posledni kapku otfeme o sténu zkumavky

- polozime na bunicinu, ihned odecteme pH, ostatni plosky po 1 min.

- v soucasnosti byvaji laboratore vybaveny analyzatory provadéjicimi
chemické vysetieni moce vcetné vyhodnoceni, tyto analyzatory
jsou zaloZené na reflexni fotometrii

5.5 Mocovy sediment
(kvalitativni vySetfeni mocového sedimentu)

5.5.1 Priprava vzorku moci

- K mikroskopickému vysSetfeni mocového sedimentu je odebiran
stfedni proud prvni nebo druhé ranni moci. Doporucovana je druha
ranni moc¢, v prvnim rannim vzorku byvaji bunécné elementy
poskozené nebo rozpadlé.

- Pro vysetfeni mocového sedimentu je nezbytné
zpracovavat cerstvou moc¢ do 1 hodiny po odbéru. ProdluZzovani
intervalu mezi odbérem moci a vysetfenim mocového sedimentu je
doprovazeno rozpadem a zanikem bunék.

- vsoucasné dobé se odecitani mocového sedimentu provadi ve
specialnich destickach zvanych FAST READ nebo automaticky

60



5.5.2 Orgdnové soucasti moCového sedimentu

5.5.2.1 Erytrocyty
- zafyziologickych podminek se objevuji v moci ojedinéle
- velikosti jsou mensi nez leukocyty
- kulaté diskovité atvary, nemaiji jadro

Obr. 16 Erytrocyty v mocovém sedimentu

5.5.2.2 lLeukocyty

- mnoistvi leukocytl v modi je vyznamnou znamkou zanétlivého
onemocnéni ledvin a moc. cest

- v primé zavislosti na pH moc¢i maji leukocyty rGzny tvar

- vkyselé, neutralni nebo slabé alkalické moci tvofi vétsinou kulaté,
bezbarvé utvary vétsi nez erytrocyty

- obsahuji 1 nebo vice jader

Obr. 17 Leukocyty v mocovém sedimentu
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5.5.2.3 Epitelie

Pochazeji z epitelové vystelky renalnich tubuld a vyvodnych cest mocovych.

5.5.2.3.1.1 Renalni tubuldrni bunky

- jejich vyskyt v mocovém sedimentu je vidy patologickym nalezem a
svéddi pro vainé poskozeni ledvin, Jsou to relativné malé buriky,
kulaté, zpravidla excentricky ulozenym, kulatym jadrem, bez
jadérek. Vyznacuji se granulovanou cytoplazmou, v barveném
vzorku je ¢ervend. Zpravidla se vyskytuji samostatné, nékdy jsou ve
shlucich nebo mohou tvofit valce.

- v nebarveném preparatu se tézko odlisuji od bunék prechodného
epitelu. Mohou byt zaménény i za leukocyty.

5.5.2.3.2 Bunky pfechodného epitelu

- pochazeji z povrchnich nebo hlubsich vrstev prechodného epitelu
vystylajiciho vyvodné mocové cesty. Jejich nalez svédci obvykle o
infekci dolnich mocovych cest, zejména pfi souasném vyskytu
leukocytl. Mohou se vyskytnout i v moci zdravych lidi.

5.5.2.3.3 DlaZdicové epitelie

- jsou nejvétsi bunky v mocovém sedimentu , obdélnikovitého tvaru
s malym jadrem a bohatou cytoplazmou. Pochdazeji vétSinou z
uretry, pfipadné zvaginya jejich mnoZstvi zavisi na kvalité
provedeného odbéru vzorku moci. Nachazeji se obvykle v modi zen
pfi Spatném kontaminovaném odbéru, nemaji diagnosticky vyznam

L

Obr.18 Dlazdicové epitelie v mocovém sedimentu
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5.52.4 Vilce

nalez valcll ma velky diagnosticky vyznam

jsou to jediné elementy, o kterych lze bezpecné fici, ze pochazeji
z ledvin

tvofi valcovité utvary rGzné délky a Sirky

5.5.2.4.1 hyalinni

maji homogenni strukturu

dlouhé Utvary, bezbarvé nebo bledézluté zabarvené, zaoblené
konce (snadno se v mikroskopu prehlédnou)

tvorené vysrazenym Tamm- Horsfallovym mukoproteinem, mohou
se vyskytovat ojedinéle i v moci zdravych osob

ve vétsSim mnozstvi se objevuji pfi poskozeni ledvin, u diuretického
odvodnéni, pfi horeckach, po tézké télesné ndmaze, pfi dehydrataci
nejsou specifickou zndmkou poskozeni ledvin

5.5.2.4.2 granulované

jsou kratsi a silnéjsi nezli valce hyalinni

na povrchu maji zrnitou strukturu

granula maji bilkovinnou povahu

granulace mlZe byt hrubd nebo jemna, podle toho se rozlisuji na
hrubé granulované a jemné granulované valce

v mocovém sedimentu se vyskytuji pfi onemocnéni ledvin spojenych
s proteinurif

5.5.2.4.3 voskové

Siroké valce se zarezy

silné [dmou svétlo (v mikroskopu se neprehlédnou)

maji homogenni strukturu, voskovy vzhled a nemaji granulaci
jejich vyskyt je zndmkou vazného poskozeni ledvin
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5.5.2.4.4 bunécné
- na svém povrchu maji nalepené burky

R Y : o 7
"4 Hin :
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M

Obr.19 Rlizné typy valclti v mocovém sedimentu

Déle Ize v modi nalézt kvasinky, bakterie, spermie, vajicka parazitl, plisng,
prvoky

5.5.3 Neorganové soucasti mocového sedimentu

5.5.3.1 Krystaly
- ve vétsiné pfipadd jsou to normalni soucasti moce a pti chladnuti
moce krystalizuji
v kyselé moci se vyskytuji krystaly kyseliny mocové — (existuje velké
mnozZstvi forem krystal(l kyseliny mocové) a stavelanu vapenatého =
oxalaty (mohou se vyskytovat i v neutralni nebo slabé alkalické
moci)

v alkalické moci se objevuji krystaly fosforec¢nanu horecnato-
amonného (tripelfosfaty) a uhli¢itanu vapenatého

- diagnosticky vyznamny je ndlez krystald cystinu u dédi¢né
metabolické poruchy cystinurie

- pfitézkém poskozeni jater se v moci mohou objevit krystaly
leucinu a tyrgzinu
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Obr. 20 Krystaly kyseliny mocové (citronky)



Obr.21 Krystaly oxalatu

5532

Drt (rozpadlé krystaly)
rozpadem krystal(l v moci vznika drt

rozpadem krystal(l kyseliny mocové vznika uratova drt — sediment
ve zkumavce ma cihlovou barvu a pod mikroskopem ma uratova
drt nazelenalou barvu

rozpadem ostatnich druht krystald vznikd amorfni drt — sediment
ve zkumavce ma bélavou barvu a pod mikroskopem ma drt barvu
Sedou

nékdy je drt tak masivni, Ze mGze prekryt organové soucasti
mocového sedimentu — ten je v tomto pripadé nehodnotitelny

Mocové kameny
pritomnost mocovych kamen( se nazyva urolitidza

Obr.22 Urolitiaza

jedna se o onemocnéni, které mulzZe poskodit ledviny i vyvodné
mocové cesty
rizikovymi faktory urolitidzy je:
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a) nizky ptijem tekutin — moc¢ se koncentruje, ma vysoky obsah
sodiku, siranll a fosforecnant

b) vmodi je velké mnoistvi kamenotvornych latek ziskanych
z potravy, nebo Ilékl, dile se do modci dostavaji u nékterych
onemocnéni traviciho Ustroji, popt. u metabolickych poruch

c) pri¢éinou maze byt i nevhodny zplsob vyZivy

Mocové kameny se skladaji ze dvou sloZek: z organické matrice a
z anorganickych latek, které se ve formé krystal( ukladaji ve vrstvach do
matrice a obaluji jadro

- pouze cca % vsech kamenl je tvofena pouze jednou mineralni
slozkou
- v nasi populaci se nejcastéji vyskytuji kameny ze:

a) Stavelanu vapenatého (weddellit = dihydrat, whewellit =
monohydrat)

b) neutralniho fosfore¢nanu vapenatého (brushit)
c) fosfore¢nanu horec¢natého (newberyit)

d) uhli¢itanu védpenatého (kalcit)

e) fosforec¢nanu hore¢nato — amonného (struvit)
f) kyseliny mocové a jejich soli

- vzacnéji se objevuje: cystin, leucin, tyrozin, bilirubin, cholesterol,
xanti

Vysetfeni mocovych kamena

- provadi se pouze na specializovanych pracovistich, nebot jejich
analyza vyZaduje specialni pfistrojové vybaveni

- identifikace jednotlivych slozek kamene pomaha I|ékafi urcit
spravnou dietu a Ié¢bu, kterd je u kazdého druhu kamene jind
pfi vySetfeni kamene se hodnoti jeho barva, tvar, jddro, pocet
vrstev, hmotnost

- metody vySetfeni:

a) chemicka analyza — je dobre dostupna, ale dnes se pouziva pouze
jako doplnék jinych metod, napt. polarizacni mikroskopie, nebot
nejsou vidy identifikovany vSechny slozky tvorici kAmen

b) polarizaéni nebo elektronova mikroskopie — informuje o strukture
a pUvodu krystall

c) infracervend spektrometrie — urcuje krystalické i nekrystalické
slozky



d) rentgenova difrakce + infracervend spektrometrie — kombinace
téchto metod umoznuje uréovani lékovych konkrement(i a vzacnych
slozek

Kontrolni otdzky

1.Co je to nefron?

2. Co patti mezi zdkladni fyzikdlni vysetfeni moce?
3.Co je to diuréza a jaké jsou typy?

4.Popiste chemické vysetfeni moce

5.Popiste vysetieni mocového sedimentu

Misto pro doplnéni
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6 Enzymy D.PARTLOVA

Anotace, abstrakt

Enzymy jsou bilkovinné makromolekuly, které zafazujeme mezi
biokatalyzatory

Cil kapitoly

Sezndmeni se zdkladni problematikou enzymda, jejich kinetikou a
klinickym vyznamem

Klicova slova

Enzym, kofaktor, apoenzym , katalyticka aktivita, katal, Michaellisova
konstanta, substrat, produkt

jsou prevdiné sloZené proteiny, které maji schopnost katalyzovat
chemické (biochemické) reakce v burice (tyto reakce jsou vlastné
projevem Zivota v burice)

ovliviuji rychlost biochemické reakce — mohou ji zrychlit az 10 krat
bez enzym( by mnoho reakci probihalo velmi pomalu, nebo by
neprobihaly vibec - jeden enzym dokaze preménit za 1 sekundu
nékolik tisic molekul substratu

enzymy neovliviiuji rovnovahu chemickych reakci

mnohondsobné urychluji reakéni rychlost tim, Ze snizuji aktivacni
energii substratu

enzymy jsou syntetizovany v burice, kde vétSinou také pUsobi
(intraceluldrni enzymy)

v burice jsou enzymy budto volné v cytoplazmé, nebo vazdné na
membrany, nebo v organelach

extracelularni enzymy se také tvofi v burkach, ale jsou jimi
vyluéovany do extracelularnich tekutin — wyskytuji se napf.
v travicich stavach, krvi, moku mozkomisnim aj.

ENZYM (holoenzym) = KOENZYM (KOFAKTOR) + APOENZYM

Kofaktor — organickd molekula, ktera je souéasti aktivniho centra.
Pfendsi atomy nebo skupiny atom(l ze substratu na aktivni centrum
enzymu.

Je-li molekula kofaktoru vazana pevné, nazyva se prosteticka
skupina.

Je-li kofaktor vazan labilné — mliZe od enzymu oddisociovat a znovu
se pfipojit (asociovat), potom se nazyva koenzym.

Molekula bilkoviny = apoenzym.
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Apoenzym

bilkovinnd ¢ast enzymu

ma znaky proteind — vysokda molekulovda hmotnost, primarni
struktura, usporadani molekuly...

zodpovida za substratovou specifitu = ktera latka, tedy substrat se
na enzym navaze a bude preménéna

rozhoduje o sméru reakce

ma na svém povrchu aktivni centrum (jedno i vice) na které se vaze
substrat — (aktivni centrum odpovidd povrchovym obrysim
molekuly substratu)- jsou zde prostorové usporadany zbytky AMK,
podilejici se pfimo na tvorbé nebo Stépeni vazeb; aktivni centrum je
kryto kratkym proteinovym retézcem, ktery je pred vazbou se
substratem rozstépen = enzym se stava aktivnim

Koenzym

nebilkovinna slozka enzymu

skladuje energii ve snadno sménitelné formé (jako chemickou
skupinu nebo jako elektrony)

jednd se o vitaminy, nebo nukleosidfosfaty (Hs PO4 + pentdza +
dusikata latka) aj.

Kofaktor

= Kofaktorem muze byt:
o koenzym

= S apoenzymem je poutan slabé, snadno se muze oddélit
(oddisociovat) a prejit na jiny apoenzym

e

KOENZYM

prosteticka skupina
= s apoenzymem Je poutana silné, napf. i vazbou

PROSTETICKA SKUPINA

Obr.23 Molekula enzymu
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6.2 Prlbéh enzymatické reakce
Enzymy vstupuji do enzymatickych reakci, tzn. reaguji se substratem.

1) substrat (pfeménovana latka) se navaze na enzym

2) ktomu je zapotrebi méné aktivacni energie, nez pfi reakci, ktera
probiha bez enzymu
(katalyzatoru).

3) wvznikd komplex enzym — substrat

4) substrat je enzymem pfeménén na produkt

5) enzym se uvolni z komplexu enzym — produkt a regeneruje se

6) enzym je schopen reagovat s dalsSi molekulou substratu

E+S>ES>EP>E+P

- enzymy sniZuji tzv. aktivacni energii

- snizenim aktivacni energie dojde ke zvySeni reakéni rychlosti

- kazda enzymova reakce probiha nejvyse tak dlouho, aZ je dosazeno
rovnovazného stavu

- dalsi reakce je moind pouze v pripadé, Ze se za sebe zapoji
enzymové reakce, v nichz nasledujici reakce spotfebovava produkt
predchazejici reakce; to vede k tomu, Ze produkt prvni reakce se
neustale preménuje, tim se rusi reakéni rovnovaha a reakce se
nezastavi

Enzymy pUsobi za mirnych podminek:

- pfiteplotach 20 - 40°C

- pH vétsinou kolem 7,0 (existuji vyjimky, které pro pribéh reakce
potiebuji kyselé nebo naopak alkalické pH)

- pfi normalnim tlaku 0,1 MPa

- maji kratky biologicky polo¢as — jsou rychle odbourdvany a
syntetizovany podle potfeb organizmu v zavislosti na vnéjsich
vlivech

lzoenzymy

- jsou mnohocetné molekuldrni formy jednoho enzymu
- maji stejnou substratovou specifitu
- lisi se v primarni struktufe bilkovinné ¢asti (apoenzymu)

6.3 Katalyticka aktivita
Vyjadirovani katalytické aktivity

- enzymaticka aktivita se vyjadfuje jako rychlost premény substratu
za ¢asovou jednotku

- podle soustavy Sl je jednotkou katalytické aktivity enzymu katal
(zkratka — kat)



katal vyjadfuje latkové mnoiZstvi substratu v molech, které je
pireménéno za sekundu v enzymaticky katalyzované reakci
probihajici za definovanych podminek (teplota, pH, pfitomnost
aktivator( aj.)

v praxi se pouzivaji podily- mikrokatal, nanokatal

u modernich diagnostickych postupl se wvyuZivd pfimé
imunochemické stanoveni hmotnostni koncentrace enzyma v pg/I
s vyuZitim specifickych monoklonalnich protilatek proti danému
enzymu (antigenu)

v

max

max

=)

Ky [S]

Vinaxe - ..imaximalni rychlost  Ky...Michaelisova konstanta [ S]... koncentrace substriatu

6.4

Obr. 3.2 Reakcni kinetika enzymaticky katalyzovanych reakci
— zdvislost reakcni rychlosti na koncentraci substratu

Faktory ovliviiujici enzymatickou aktivitu

6.4.1 Koncentrace substratu

Michaelisova teorie:
S reaguje s E tak, Ze nejprve vznikd komplex E—S
E+S=E-S

mUze dojit k reakci opacné — k disociaci komplexu E—S

E-S=E+S
vlastni chemicka reakce nastane pouze tehdy, bude- li reagovat E
se$S
rychlost reakce je pfimo umérnda koncentraci komplexu E—S
k danému mnoiZstvi enzymu je postupné pfidavdna zvysujici se
koncentrace substratu , stale vice E bude pfechazet do komplexu E
-S
reakéni rychlost stoupd tak dlouho, aZ je témér vsechen enzym
pfitomen jako E—S
z toho vyplyvd, Ze enzym je nasycen substratem - reakéni rychlost
dosdahne maximalni hodnoty

Mezni (limitni) rychlost

jsou-li vSechna aktivni centra nasycena substratem, probiha reakce
maximalni rychlosti, kterd se jiz neméni pfi dalsim zvySovani
koncentrace substratu



Michaelisova konstanta (K.)

6.4.2

6.4.3

je rovna koncentraci substratu, pti niz rychlost reakce je polovinou
mezni rychlosti

Km nezdvisi na koncentraci enzymu

zavisi na fyzikalné chemickych podminkach reakéniho prostredi (pH,
teplota, pritomnost aktivator(...)

evvys

produkt

Teplota

rychlost enzymatické reakce se zvysuje s rostouci teplotou

je to dano rychlejsim pohybem reagujicich molekul, ktery vede
k vétsimu poctu srazek a tvorbé novych chemickych vazeb produkt(
pfi zvySeni teploty o 10°C se reakéni rychlost pfiblizné zdvojndsobi
zvySovani teploty je omezené - pfi teplotdch nad 50 C se enzymy
poskozuji (denaturace)

standardné se v KLB stanovuji enzymy pfti 37° C — teplota lidského
téla

pH

nejvyssi ucinnosti dosahuji enzymy pfti pH optimu

u vétsiny enzym( se pohybuje v hodnotdch pH5 -7

existuje mnoho vyjimek, napf. ALP pH optimum pf¥i pH 8 — 10, trypsin
a chymotrypsin pH 8

v kyselé oblasti ma pH optimum ACP- pH 4 -5, pepsin pH 1,5 - 2,5

Aktivatory

enzymy jsou produkovany v neaktivni formé (proenzym)

aktivatory zvysuji enzymatickou aktivitu

ucinkem aktivatord, nebo primo v reakénim prostfedi se méni na
aktivni formu

podstata aktivace spociva vtom, Ze neaktivni enzym mad aktivni
misto vétsSinou ,,skryté” za kratkym retézcem peptidu

plUsobenim aktivatoru se tento peptid rozstépi a aktivni misto se
,obnazi“- enzym je funkéni

mohou to byt organické latky nebo urcité ionty - Cl, Mn , Zn, Co,
Mg, Na, K...
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6.4.5 Inhibitory
- jejich plsobenim se enzymaticka reakce zpomali nebo lplné
zastavi
- podle typu inhibitoru se rozliSuje inhibice:

6.4.5.1 KOMPETITIVNI

- dochazi k ni tehdy, jestlize organicka latka, podobna svou
strukturou substratu, soutézi se substratem o vazbu v aktivnim
misté enzymu

- je-liinhibitor v dostate¢ném mnozstvi, miZe substrat v aktivnim
misté vytésnit, navazZe se misto ného a enzym zablokuje

- reakce neprobiha

- jestlize zvySime koncentraci substratu, inhibitor vytésnime

6.4.5.2 NEKOMPETITIVNI
- inhibitor se navaZze na enzym a reakci nevratné zablokuje

1. INHIBICE SUBSTRATEM A PRODUKTEM REAKCE
a) privelkém nadbytku substratu se mlZe stat, Ze se na aktivni
misto vaze vice molekul substratu, tim neni vazba dokonal3,
reakce se zpomali, az zastavi
b) jestlize probiha enzymaticka reakce a hromadi se produkty,
které nejsou vyuZity v nasledné reakci, dosdhne reakce
reakcni rovnovahy a zastavi se
teprve po odebrani produktli mize reakce pokracovat

enzymu molekulami pfitomnymi
ot ool PR

hiki

Qalakti o i
ni ea

v burikach jsou duleZitym

KOMPETITIVNI INHIBICE NEKOMPETITIVNI INHIBICE

Obr.24 Kompetitivni a nekompetitivni inhibice

2. ALLOSTERICKA

- inhibitor se vaze na jinou ¢ast enzymu, neili je aktivni centrum

- dochazi ke zméné konformace (usporadani molekuly bilkoviny)
enzymu a tim i aktivniho centra

- vazba substratu je znesnadnéna

3. AKOMPETITIVNI

- enzym reaguje se substratem, vytvori se komplex ES
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tim se pozméni konformace aktivniho centra a miZe se navazat
inhibitor

vytvoii se komplex ESI, ktery nemizZe pfejit na produkt a volny
enzym

Nazvoslovi a rozdéleni enzymu

nejstarsi ndzvoslovi vyjadrovalo funkci enzymu v organismu (pepsin,
maltosa)

v soucasné dobé na zakladé doporuceni Mezinarodni biochemické
unie byla vytvorena pravidla pro klasifikaci a ndzvoslovi enzymu
enzymy jsou nazyvany podle reakce, kterou katalyzuji

nazvy enzym{ mohou byt pouZzité jen pro jednotlivé enzymy, nikdy
pro pojmenovani systému, ktery obsahuje vice nez jeden enzym
enzymy jsou zatazeny do skupin na zdkladé typu reakce, kterou
katalyzuji

6.5 Klasifikace enzymi

6.5.1

6.5.2

6.5.3

OXIDOREDUKTAZY
- funkce- katalyzuji oxidac¢né redukéni procesy. Oxidovany
substrat je darcem elektronu, nebo vodiku

TRANSFERAZY
enzymy, které prendseji rlizné funkéni skupiny z jednoho substratu
na druhy

HYDROLAZY

katalyzuji hydrolytické Stépeni rGznych vazeb (v reakci se vyuZiva
molekula vody)

podle typu Stépenych vazeb se déli na:

glykosiddzy — 3$tépi glykosidické vazby v oligosacharidech nebo
polysacharidech

peptidazy- Stépi peptidické vazby v oligo- ¢i polypeptidech

lipazy — hydrolyzuji estery mastnych kyselin s alkoholem
fosfodiesterazy - rozkladaji fosfodiesterové vazby
v polynukleotidovém rfetézci DNA, ¢i RNA

LYASY

katalyzuji odstépovani malych molekul (H.O, CO,, ...), nebo jejich
vnaseni za tvorby vazeb

C-C, C-0O, C-N, pokud jejich vznik neni energeticky naro¢ny

IZOMERAZY

katalyzuji vnitini pfestavbu molekuly

presouvaji atomy, nebo skupiny z jednoho atomu uhliku na jiny
méni polohu skupin na chiralnim centru
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6.5.6

LIGASY

katalyzuji energeticky narocné reakce, obvykle spojeni dvou
molekul za souc¢asné spotreby ATP

uplatiiuji se pfi biosyntézach mnoha latek

6.5.6.1 OXIDOREDUKTAZY
LD- laktatdehydrogenaza

podili se na posledni reakci anaerobni glykolyzy
v této reakci je kyselina pyrohroznova redukovana na laktat
redukénim Cinidlem (darcem vodik() je NADH + H*

NADH + H* se touto reakci oxiduje na NAD?, cozZ je nezbytné pro dalsi

prabéh glykolyzy

LD je obsaZena v cytoplazmé bunék vsech tkani organizmu
nejvice je obsazena v kosternim svalstvu, ledvinach,
lymfatickych uzlinach, erytrocytech, v nddorovych burnkach

COOH

— 0O
éHg

kys.pyrohroznova

+ NADH + H *+

OOH

HO—C —H +NAD*

H3
kys.L-mlécna

lzoenzymy LD

- LD se sklada ze 4 bilkovinnych podjednotek dvojiho typu:

o podjednotky srde¢ni (myokardialni) oznacované H (z

anglického heart)

o podjednotky svalové (muskularni) oznafované M (z

anglického muscle)

- kombinaci
izoenzym(:

- LD1,LD2,LD3,LD4,LD5

obou podjednotek vramci tetrameru LD vznikne 5

- jelikoz je LD obsazena ve vSech tkanich, nema méreni celkové

aktivity velky vyznam pro diferencialni diagnostiku
- orgdnoveé specifitéjsi je vySetteni izoenzyml LD
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Klinicky vyznam LD:

zvysSeni aktivity LD je pozorovano u:
a) poskozeni myokardu
b) nadorovych onemocnéni zvlasté v pokrocilé fazi
c) jaternich onemocnéni
d) perniciozni a hemolytické anemie
e) leukémie

Biologicky material

vySetfeni koncentrace katalytické aktivity LD se provadi v séru
sérum nesmi byt hemolytické (hodnoty LD v erytrocytech jsou az
150x vyssi oproti séru)

Princip stanoveni LD

a)

pfeména pyruvatu na laktat

kinetické stanoveni, pfi kterém se méri linedrni pokles absorbance
pfi 340 nm

k poklesu absorbance dochazi v disledku ubytku NADH, ktery se
méni na NAD*

vodiky jsou pfedavany pyruvdatu, ktery je redukovan na laktat
pfeména laktatu na pyruvat

jednd se o obraceny smér reakce

laktat je preménén na pyruvat za katalyzy LD a soucasné je
redukovan NAD* na NADH + H*

Stanoveni izoenzymu LD

elektroforeticky- elektroforéza probihd na agardze v prostredi
barbitalového pufru o pH 8,4
nejrychleji se k anodé pohybuje LD1, nejpomaleji migruje LD5

6.5.6.2 TRANSFERAZY
Aminotransferazy

ALT- alaninaminotransferaza

katalyzuje prenos aminoskupiny z alaninu na 2- oxoglutarat za
vzniku pyruvatu a glutamatu

prostetickou skupinou (kofaktor) je pyridoxal-5-fosfat (derivat vit.
B6)

enzym ALT je obsaZen hlavné v jatrech, dale ve svalech a v ledvinach,
pankreatu, sleziné a v plicich

je lokalizovan v cytoplazmé jaternich bunék (hepatocytd)

do krevniho obéhu se dostdva jiz pfi malém poskozeni bunécné
membrany

ALT se stanovuje hlavné pti podezieni na jaterni onemocnéni
zvysSené hodnoty jsou:

a) pfi onemocnéni jater

pfi virové hepatitidé jsou jeho hodnoty zvysené dfive, neZli se objevi
typické ptiznaky onemocnéni
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vrcholu dosahuje 7. - 12. den (zvySeni 20x — 100x)

infekéni mononukledza se projevuje az 20 ti ndsobnym zvySenim
hodnoty ALT

zvysené hodnoty jsou u chronickych onemocnéni jater, toxické
hepatitidé a pti chorobach Zlucovych cest

b) pfi poskozeni svalstva — uUrazem, zanétem, degenerativnimi
procesy

c) dekompenzované srdec¢ni vady — po IM, pfi obéhovych selhdnich
spojenych s Sokem, hypoxii

princip stanoveni:

ALT katalyzuje pfenos aminoskupiny z L-alaninu na 2- oxoglutarat
vznika pyruvat a L-glutamat

pyruvat je dale redukovan laktatdehydrogendzou na laktat za
soucasné oxidace NADH na NAD*

s Ubytkem NADH linedrné klesd umérné aktivité ALT absorbance
mérena pri 340 nm (fotometrické kinetické méreni)

stanoveni se provadi v séru

AST- aspartataminotransferaza

katalyzuje prenos aminoskupiny z aspartatu na 2- oxoglutarat za
vzniku oxalacetatu a glutamatu

prostetickou skupinou (kofaktor) je pyridoxal-5-fosfat (derivat vit.
B6)

AST je obsazena prevazné vcytoplazmé bunék, castecné
v mitochondriich

v séru zdravych lidi |Ize stanovit pouze cytoplazmaticky izoenzym
AST je nejvice obsaZena v jatrech, srdci, kosternim svalstvu,
ledvinach a v erytrocytech

zvySena aktivita v séru byva u:

a) onemocnéni srdce — hlavné pfi nekréze provazejici IM

b) onemocnéni jater — zvySuje se u infekéni hepatitidy a velmi
vyrazné u toxické hepatitidy, napf. otrava alkoholem

c) onemocnéni kosterniho svalstva — Uraz, degenerativni svalové
onemocnéni (svalova dystrofie)

Princip stanoveni:

AST katalyzuje pfenos aminoskupiny z L-aspartatu na 2- oxoglutarat
vznika oxalacetat a glutamat

oxalacetat je dale redukovan malatdehydrogenazou na malat, za
soucasné tvorby NAD*

méreni probiha kineticky — sleduje se pokles absorbance pfi 340 nm
zpUsobeny ubytkem NADH

stanoveni se provadi v séru

protoZe je AST obsazena v erytrocytech, nesmi byt sérum
hemolytické !!!
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y-glutamyltransferaza (GGT)

- katalyzuje pfenos y-glutamylu z jednoho peptidu na jiny peptid nebo
aminokyselinu

- jedndse otransport aminokyselin z extracelularni tekutiny do burky

- GMT se vyskytuje hlavné v epitelu Zluéovych cest, v ledvinnych
tubulech, jatrech, pankreatu, stfevé, erytrocytech, prostaté

- ke zvyseni aktivity GMT dochazi u:
a) jaternich onemocnéni —obecné je zvysena pfi jakémkoliv jaternim
onemocnéni

- vysoké hodnoty GMT pfi soucasném zvySeni ALP svédci zpravidla o
obstrukeni hepatitidé (uzavér zluovych cest)
b) malignich nadorovych onemocnéni — hlavné u karcinomu
pankreatu, a metastazach zhoubnych nadoru do jater

Princip stanoveni GMT

CK-

a) metoda s nerozpustnym substratem

- GMT katalyzuje prenos y-glutamylu ze substratu na dipeptid
glycylglycin

- pfireakci se uvolfiuje 4 - nitroanilin, ktery ma Zluté zabarveni, jehoz
intenzita, mérena fotometricky je mirou aktivity enzymu

b) metoda s rozpustnym substratem

- je presnéjsi

- y-glutamyl je opét prenasen na dipeptid glycylglycin

- pfi reakci se odstépuje 5 — amino -2- nitrobenzoat, jehoZ
absorbance je pfimo Umérna katalytické aktivité enzymu

kreatinkinaza

- katalyzuje pfeménu kreatinu na kreatinfosfat jehoZ prostfednictvim
se preménuje energie ATP na svalovou praci

- reakce muze probihat i zpétné podle metabolickych potieb
organizmu

- kreatinfosfat je dlleZitou rezervou energie v pracujicim svalu

- ATP dodava energii nutnou pro svalovou kontrakci

- vbunce je lokalizovan v cytoplazmé a v mitochondriich bunék
kosterniho svalstva, srdce a mozku

- molekula CK se sklada ze dvou podjednotek 2 typl (M — muscle, B-
brain) a tvori
3 izoenzymy:
CK — MM - svalovy (normalné je ho nejvice)
CK — MB — srdecni
CK — BB — mozkovy

- ve tkanich jsou vSechny izoenzymy, lisi se vSak svym pomérnym
zastoupenim
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v séru zdravych osob je CK tvofena z vice nez 95 % izoenzymem CK-
MM, zbytek pfipadd na CK-MB, mozkovy izoenzym CK-BB se v séru
zdravych osob prakticky nevyskytuje

Zvysena aktivita CK byva u:

a)

b)

c)

onemocnéni srdce — hlavné pfi infarktu myokardu (IM)

se az po 4 hodinach od zacatku bolesti a neni prokazatelny u pozdé
diagnostikovatelnych infarkt(i, protoze se vraci k fyziologickym
hodnotam pfriblizné za 3 -5 dni po infarktu

onemocnéni svall — pfi poskozeni svalovych bunék zanétem,
traumatem, operaci, vyraznou svalovou namahou nebo
degenerativnim svalovym onemocnénim se vyplavuje do krevniho
obéhu izoenzym CK-MM

onemocnéni centralni nervové soustavy (CNS) — imérné s rozsahem
poskozeni se zvysuje aktivita CK-BB

Principy stanoveni CK

1.
a)

b)

c)

d)

a)

b)

d)

kreatinfosfat

kreatinfosfat s ADP je UcCinkem kreatinkinazy pfeveden na kreatin za
vzniku ATP

ATP je vyuzito k fosforylaci glukdzy na glukdzo-6-fosfat, reakce je
katalyzovana hexokinazou (HK)

glukdzo-6-fosfat je oxidovan ucinkem glukézo-6-
fosfatdehydrogendzy (G6PDH) na 6 - fosfo-glukonat s prenosem
vodiku na NADP* za vzniku NADPH

prirlistek koncentrace NADPH vyvola narist absorbance pfi 340 nm,
ktery je umérny aktivité CK

CK

kreatinfosfat + ADP kreatin + ATP

HK

glukosa-6-fosfat + ADP

glukosa + ATP

G6P-DH p
glukosa-6-fosfat + NADP+=—== 6-fosfo-glukonat + NADPH+H*

kreatin

kreatin reaguje s ATP za vzniku kreatinfosfatu a ADP, reakci
katalyzuje CK

ADP  reaguje sfosfoenolpyruvatem  plsobenim  enzymu
pyruvatkinazy (PK)

na pyruvat a ATP

pyruvat je ucinkem laktatdehydrogendzy (LD) s koenzymem NADH
redukovdn na laktat a NAD*

Ubytek NADH se projevi poklesem absorbance pfi 340 nm a tento
pokles je umérny aktivité CK

79



kreatin +  ATP <o yreatinfostat + ADP
ADP  + fosfoenolpyruvat ——— pyruvat + ATP

] LD
pyruvat + NADH+H + === |[-laktat +NAD +

PK

Biochemicka diagnostika IM (infarkt myokardu)

a)

c)

Troponiny

podileji se na regulaci svalové kontrakce

po IM se jejich koncentrace zvysuje zhruba za 4 hod., ale zlistava
zvysSenad az 2 tydny

hodnota troponin( je po IM az 300x vyssi, nezli pred srdecni
pfihodou

jsou pfitomné i v kosternich svalech, ale jejich zvySena hodnota je
typicka pro IM

Myoglobin

je svalova cytoplazmaticka bilkovina

v krvi se objevuje za 30 — 120 min. po IM

ma malou molekulu, proto prochdzi zdravym glomerulem do moce
a jeho koncentrace v krvi se rychle stabilizuje

nevyhodou pro diagnostiku IM je jeho pfitomnost nejen

v srde¢nim, ale i v kosternim svalu

Imunochemické stanoveni CK-MB ,,mass*

jedna se o stanoveni antigenu CK-MB

nestanovuje se aktivita CK-MB, ale prokazi se ¢astecné
degradované molekuly, které enzymovou aktivitu ztratily, ale
dosud reaguji se specifickou protilatkou

6.5.6.3 HYDROLAZY

Alkalicka fosfataza (ALP)

ALP odstépuje kyselinu trihydrogenfosfore¢nou z jejich sloucenin
v alkalickém prostfedi

enzym je sloZen ze 4 podjednotek

je obsazena ve dvanactniku, tenkém strevé, kostech, jatrech,
ledvinach, placenté

v erytrocytech je ve wvyssi koncentraci neiZli vséru, proto se
neprovadi jeji stanoveni v hemolytickém séru

ma izoenzymy — kostni, stfevni, jaterni, placentarni (pouze u
téhotnych Zen)

u zdravych dospélych osob v séru pfevazuje jaterni izoenzym, vedle
kostniho a stfevniho

u déti je 2-3x vyssi aktivita ALP neZli u dospélych a prevazuje u nich
kostni izoenzym

béhem téhotenstvi jsou téZ zvysené hodnoty ALP — nar(ista aktivita
placentarniho izoenzymu
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ALP je vyznamna pro rust a prestavbu kosti, metabolismus glycid( a
pro vyZivu (spravnou resorpci ze stiev).

Ke zvysené aktivité ALP dochazi pfi:

a)

b)

c)
d)

cholestdze — zastaveni odtoku Zlu¢i do duodena, pficinou byva
uzavér Zlucovych cest kamenem ¢i nadorem

nadorovych onemocnéni jater — zejména pfi metastazach do jater
zanétlivych onemocnéni stiev

kostnich procesech spojenych s vyssi aktivitou osteoblastl — hojeni
zlomenin kosti, osteomaldcie, rachitis, nddorové metastazy do kosti,
hyperfunkce stitné Zlazy a pristitnych télisek

Snizena aktivita ALP je vzdcna a je podminéna geneticky

Referenéni rozmezi: dospéli: 0,70 — 2,20 pkat/|

Princip stanoveni ALP

ALP katalyzuje Stépeni substratu 4 - nitrofenylfosfatu v alkalickém
prostiedi

hydrolyticky se odstépi Zluté zbarveny 4 — nitrofenol, jehoz
absorbance je pfimo Umérna katalytické aktivité ALP

i
SpOH OH
OH ALP q
IR ‘ + HO—I|3——OH
OH
NO2 NOy
d- nitrofenylfosfat A-nitrofenal  kyselina fosforecna

Stanoveni izoenzymu ALP

a)

b)

c)

d)

vyuzivaji se pfi cileném stanoveni izoenzyma

tepelnd inaktivace — vySetfovany vzorek séra se inkubuje 15 min. pfi
56°C

kostni a zCasti jaterni izoenzym je termolabilni (inaktivuji se),
placentarni a nadorové izoenzymy jsou termostabilni

inaktivace inhibitory — rGzné izoenzymy mohou byt inhibovany
urcitymi chemickymi latkami

elektroforetické metody - wvyuZivaji rozdilné rychlosti pohybu
izoenzym( v elektrickém poli

imunochemické metody — pouZivaji se specifické monoklonalni
protilatky proti jednotlivym izoenzym(im
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prostaticky izoenzym je inhibovan L-vinanem (tartaratem), takze se
vedle celkové ACP stanovi tzv. tartarat rezistentni frakce ACP;s
aktivita ACP se ziska jejim odectenim od celkové aktivity ACP

Ancrp = Aacp - Ancrts
pro diagnostiku karcinomu prostaty a monitorovani priibéhu lécby

se vsoucasné dobé vice wvyuZivda stanoveni prostatického
specifického antigenu (PSA)

a-amylaza (a-AMS)

katalyzuje hydrolytické stépeni glykosidickych vazeb v linedrnich
polysacharidovych fetézcich skrobu a glykogenu

a-AMS je sekretoricky enzym, produkovany a vyluéovany
pankreatem a slinnymi Zlazami

ma dva izoenzymy — slinny, pankreaticky

a-AMS ma malou molekulu, v glomerulech se profiltruje, v tubulech
se z 50% vstiebdva, zbytek je vyluCovan moci

slinny izoenzym mUzZe vzacné vytvaret imunokomplexy s IgG nebo
slgA, tim dochdzi k makroamylasemii = amyldza ma velkou
molekulu a nemuze se prefiltrovat do moce

aktivita AMS je zvySena nejcastéji pfi:

a) akutnim zdnétu pankreatu

b) zanétu pftiusnich Zlaz

c) onemocnéni jater

d) nadorovych onemocnéni — u nékterych nadord se mlze amylaza
vazat na bilkoviny, vznikaji makromolekuldrni komplexy, které se
nemohou prefiltrovat do modi (makroamylasemie) - vtomto
pfipadé ma AMS v séru vysokou a v moci nizkou hodnotu

stanoveni AMS se provadi v séru a v moci

Princip stanoveni a-AMS

substratem je oligosacharid, ktery je na konci fetézce znacen
chromogenem 4 -nitrofenolem

v alkalickém prostfedi dochazi uc¢inkem AMS k hydrolytickému
odstépeni

4 - nitrofenoldtového aniontu z molekuly substratu

4 - nitrofenoldtovy aniont dava Zluté zabarveni, jehoZ intenzita se
méri fotometricky a je pfimo Umérna katalytické aktivité amylazy

Lipaza (LPS)

katalyzuje hydrolyzu TAG tak, Ze nejprve Stépi esterovou vazbu na
prvnim a tretim uhliku glycerolu

vznikaji monoacylglyceroly, které jsou resorbovany sliznici tenkého
stfeva

pro ucinné fungovani enzymu je nezbytnd pfitomnost Zlucovych
kyselin ze Zluce, které emulguji tuky

v organizmu se vyskytuje nékolik druh lipaz:
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a) pankreaticka lipaza — vylu¢ovana pankreatem do duodena
b) jaterni lipaza
c) lipoproteinova lipaza — tvofend v cévnim endotelu

stanoveni LPS v séru slouzi k diagnostice onemocnéni pankreatu —
akutni a chronicka pankreatitida

vySetfeni lipazy je pfi tomto onemocnéni vhodnéjsi, nezli vysetieni
AMS, nebot LPS ma rychlejsi a vyraznéjsi vzestup

Principy stanoveni LPS

Turbidimetricka metoda

LPS katalyzuje Stépeni emulze substratu trioleinu na
monoacylgycerol a kyselinu olejovou

snizovani zakalu vede k poklesu absorbance, které je Umérné
katalytické koncentraci lipazy

Kolorimetricka metoda

vyuziva specificky chromogenni substrat ester kyseliny glutarové
emulgovany Zlu¢ovymi kyselinami

lipdza tento substrat v alkalickém prostredi rozklada za vzniku
cerveného zabarveni, jehoZ intenzita je Gmérna aktivité LPS

Kontrolni otdzky

1. Z ¢eho se sklada enzym?

2. Jak délime enzymy?

3. Charakterizujte oxidoreduktdzy

4. Vyjmenujte transferdzy

5. Jaky je vyznam amyldzy?

Misto pro doplnéni
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7 Lipidy a lipoproteiny D.PARTLOVA

Anotace, abstrakt

Lipidy jsou sloZzenim a funkéné velmi riznorodé latky, maji rlizné fyzikalni a
chemické vlastnosti. Jsou zakladnimi stavebnimi kameny membranovych
bunéénych Gtvard, slouZi k zajisténi energie, tvofi izolaéni vrstvu organ(. V
krvi jsou lipidy souéasti krevnich lipoprotein(i, mastné kyseliny jsou vazané
na albumin.

Cil kapitoly
- |

Sezndmeni se zdkladni charakteristikou a rozdélenim lipidi a
lipoproteindu, zdkladnim déleni dyslipoproteinémii, aterosklerézou

Klicova slova

Lipidy, lipoproteiny, dyslipoproteinémie, aterosklerdza, rizikové
faktory

7.1 LIPIDY A LIPOPROTEINY

- lipidy tvofi velmi nesourodou skupinu latek, jejichz spole¢nou
vlastnosti je ¢astecna nebo Uplna nerozpustnost ve vodé

- lipidy jsou dobfe rozpustné v nepolarnich (organickych)
rozpoustédlech napf. benzen, chloroform

- zakladni slozkou jednoduchych i sloZenych lipidl jsou mastné
kyseliny (MK)

- v lidském organizmu jsou nejvice zastoupeny MK se sudym poctem
uhlikl (12 - 24)

- mastné kyseliny mohou byt:
a) nasycené — maji mezi uhliky v fetézci pouze jednoduché vazby,
napr. kyselina palmitova, stearova, arachidova
b) nenasycené — maji mezi uhliky v fetézci jednoduché i dvojné
vazby, napf. kyselina linolov3, linolenova, arachidonova

- v zivocisnych tucich prevladaji nasycené MK

- MK se vzZivych organizmech vyskytuji prevainé ve formé esterl
s alkoholy

™
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7.2  Rozdéleni lipid

7.2.1

7.2.2

Jednoduché lipidy
estery MK s alkoholy
do této skupiny patfi:

a)acylglyceroly — estery MK s alkoholem glycerolem, napf.
triacylglyceroly

b)vosky — estery MK s vy$simi alifatickymi alkoholy
c)steroidy — estery vyssich mastnych kyselin se steroidnimi
alkoholy, napf. estery cholesterolu

Slozené lipidy

maji ve své strukture kromé MK a alkoholu jesté dalsi skupinu —
fosfatovou, aminoalkoholovou, sulfatovou ...

tyto dalsi skupiny maji kladny nebo zdporny naboj a predstavuji tak
polarni ¢ast molekuly lipidu

takovéto lipidy se oznacuji jako amfipatické — skladaji se

z nepoldrniho Useku napt. alifatického retézce MK a polarni
hlavicky, ktera je hydrofilni a orientuje se k vodné fazi

tyto lipidy vytvareji dvojvrstvy, které jsou zakladem biomembran
prikladem sloZenych lipidQ jsou: lipoproteiny, glykolipidy,
sfingolipidy aj.

7.3 Vyznam lipidQ

jsou soucasti vsech Zivych bunék, kde slouZi jako:

o zdroj energie — triacylglyceroly v tukové tkani

o soucast biomembran —fosfolipidova dvojvrstva,
cholesterol

o biokatalyzatory — vitaminy A, D a hormony (steroidni)

o izolaéni vrstva — zabraniuji tepelnym ztratdm nebo
vysouseni (vosky na listech, klzi, pefi, podkozni tuk)

o ochrana organl — napf. ledvin pfed mechanickym
poskozenim

7.4  Triacylglyceroly (TAG, TG)

TAG uloZené v tukové tkani tvofi hlavni zasobarnu energie

Vv organizmu

v téle dospélého ¢lovéka (pfi hmotnosti 70 kg) je to cca 15 kg

TAG podléhaji rychlému katabolismu (lipolyze) a biosyntéze podle
potfeb organizmu

hladina TAG se béhem dne méni, proto je nutné provadét odbér krve
na vySetfeni po 12 hodinovém la¢néni

85



Stanoveni TAG

- provadi se vséru nebo vplazmé, zkrve odebrané po 10 -12
hodinovém la¢néni
- referenéni rozmezi: 0,45 - 1,70 mmol/I

zvySené hodnoty: (hypertriacylglycerolemie)

- geneticky podminéné poruchy metabolismu lipoprotein(
- diabetes mellitus (neléceny nebo Spatné léceny)

- alkoholismus

- jaterni onemocnéni

- dna

- pankreatitida aj.

snizené hodnoty: (hypotriacylglycerolémie)
- dédi¢né poruchy metabolismu lipoprotein(

- hodnotu mohou sniZovat i nékteré léky

princip stanoveni:

enzymatické fotometrické stanoveni

metoda zahrnuje nékolik po sobé jdoucich enzymatickych reakci

1) TAG jsou hydrolyzovany pomoci lipoproteinové lipazy na glycerol
a volné MK

2) glycerol je ATP fosforylovan na glycerol-3-fosfat, uvolni se ADP,
reakce je katalyzovana glycerolkinazou

tyto dvé reakce jsou spolec¢né pro vsechny enzymatické metody
stanoveni TAG

metoda GPO — PAP (glycerol-3- fosfatoxidaza —peroxidaza)

3) glycerol-3-fosfat je oxidovan za katalytického pusobeni glycerol-
3-fosfatoxidazy (GPO) na dihydroxyacetonfosfat a peroxid vodiku

4) peroxid vodiku je stanoven tzv. Trinderovou reakci,
katalyzovanou peroxidazou

peroxiddza uvolni z peroxidu vodiku kyslik, ktery vyvold oxidacéni
kopulaci substituovaného fenolu se 4- aminofenazonem na ¢ervené
zbarveny komplex, jehoz absorbance je Umérna koncentraci TAG

fotometrické stanoveni TAG v UV oblasti



7.5 Cholesterol

je hlavnim ZivociSnym sterolem

je odvozen od cholestanu — polycyklického uhlovodiku s 27 uhliky
v molekule

v lidském organizmu je cca 100g cholesterolu

nejvice se ho nachazi v bunéénych membrdnach, mnohem méné v
plazmé

Zluci se vylouci denné cca 1 g cholesterolu

cholesterol se z poloviny syntetizuje v téle, druha polovina je
ziskana z potravy Zivocisného plvodu

biosyntéza cholesterolu probiha prakticky ve vSech tkanich téla,
nejvice v jatrech, ve stfrevé a v ktiZi

vétsina cholesterolu je v téle pfitomna ve formé ester(i s mastnymi
kyselinami

vyznam cholesterolu:
a) je soucasti bunéénych membran a lipoprotein(

b) je vychozi latkou pro syntézu steroidnich hormon, Zlucovych
kyselin, vitaminu D

c) v nervové tkani se podili na tvorbé myelinovych pochev
Stanoveni cholesterolu se provadi v séru nebo v plazmé

vysSi hladina cholesterolu v krvi je hlavnim rizikovym faktorem
kardiovaskuldrnich onemocnéni

referenéni rozmezi: 2,90 — 5,0 mmol/I

zvySena koncentrace: (hypercholesterolemie)

diabetes mellitus

kardiovaskularni onemocnéni

nefroticky syndrom = chronické onemocnéni ledvin
hypofunkce stitné Zlazy aj.

snizena koncentrace (hypocholesterolémie)

tézké poskozeni jater
hladovéni

hyperthyredza

dlouhodoba lécba kortikoidy aj.
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Stanoveni cholesterolu

odbér krve se provadi po 12 hodinovém laénéni

Princip stanoveni:

enzymatické fotometrické stanoveni — vysledkem tfi po sobé
nasledujicich, enzymatickych reakci, je vznik ¢erveného zabarveni,
které se méri fotometricky

1) hydrolyza esterl cholesterolu katalyzovand enzymem
cholesterolesterazou — vznika cholesterol a volnd mastna kyselina

2) oxidace cholesterolu za katalyzy enzymem cholesteroloxidazou
—vznika

- A*cholestenon a peroxid vodiku
3) peroxidaza uvolni z peroxidu vodiku kyslik, ktery vyvola oxidacni
kopulaci substituovaného fenolu se 4- aminofenazonem na ¢ervené
zbarveny komplex, jehoZz absorbance je Umérna koncentraci
cholesterolu

7.6 Transport lipidU

- lipidy se vstfebavaji ve sliznici tenkého streva, odkud pfechazeji do
lymfy, nebo do krevniho obéhu

- stejnym zpUsobem jsou transportovany lipidy, které se uvolnuji
z tukovych zasob (tukova tkan) nebo z jater

- protozZe se pohybuji ve vodnim prostfedi (hydrofilni — tuky se s nim
neslucuji), vazi se na bilkovinny nosic

- MK se stfredné dlouhym fetézcem (do 15 C) se transportuji ve
vazbé na albumin

- nepoldrni lipidy (hlavné TAG a cholesterol) jsou transportovany ve
formé lipoprotein(



Lipoproteiny (LP)

- jsou Castice tvorené lipidy a apolipoproteiny (specifické proteiny)

- jadro lipoproteint je hydrofobni a je tvofeno TAG a estery cholesterolu

- povrch lipoprotein( je tvofen jednou vrstvou fosfolipidl, do niZ jsou
zabudovdny apolipoproteiny a v niz se volné pohybuje volny cholesterol

7.7 Rozdéleni lipoproteint
7.7.1 Podle hustoty na zakladé ultracentrifugace

1) Chylomikrony

2) Lipoproteiny o velmi nizké hustoté — VLDL ,very low density
lipoprotein”

3) Lipoproteiny o stfedni (intermediarni) hustoté — IDL ,,intermediary
density lipoprotein“

4) Lipoproteiny o nizké hustoté — LDL ,low density lipoprotein“

5) Lipoproteiny o vysoké hustoté — HDL , high density lipoprotein“

7.7.2 Podle elektroforetické pohyblivosti

- LP se pohybuji ve stejnosmérném elektrickém poli = elektroforézou
-k déleni se jako nosi¢ pouziva agarosovy gel a barbitalovy pUfr o pH 8,6
- rozdélené frakce jsou barveny sudanovou erni

- metoda je pouze orientacni

Elektroforeogram muZe obsahovat tyto frakce — v poradi rostouci
elektroforetické pohyblivosti

1) chylomikrony — na startu
2) B - lipoproteiny (LDL)

3) pre B - lipoproteiny(VLDL)
4) - lipoproteiny (HDL)

7.7.3 Specifickym srazenim (precipitaci)

- kombinaci polyaniontl s dvojmocnymi kationty (kyselina fosfowolframova
+ MgCl,, dextran sulfan + MgCl,)

7.7.4 Imunochemickymi metodami

- ke stanoveni se pouzivaji specifické protilatky proti jednotlivym
apolipoproteiniim
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reakci antigenu s protildtkou vznikaji imunokomplexy, které
precipituji
detekce se provadi turbidimetricky nebo nefelometricky

7.8 Apolipoproteiny

7.8.2

reguluji metabolismus plazmatickych lipid(

transportuji lipidy v plazmé

vazi se na specifické receptory na plazmatické membrané bunék a
tim zajistuji odstranéni lipoproteind z krevniho obéhu

stabilizuji strukturu lipoprotein(

ApoA-1|

je hlavnim apolipoproteinem HDL lipoprotein(

je kofaktorem enzymu LCAT (lecithin: cholesterolacyltransferazy)
katalyzuje esterifikaci volného cholesterolu

referencni rozmezi:

muzi: 1,0-1,5 g/l

Zeny: 1,1-1,6 g/l

vysoké riziko: 0,9 g/l

Apo B

- madva podtypy:

7.8.3

apo B - 100

tvofi se v jatrech, kde je nezbytny pro tvorbu a transport VLDL
lipoproteint

je také hlavnim apolipoproteinem LDL lipoproteint

vaze se na specifické receptory v membranach bunék (apo B —
receptory) a umoznuje tak prinik LDL do bunék perifernich tkani
apo B -48

je tvoren ve sliznici tenkého stifeva

je soucasti chylomikron(i — umoznuje jejich vstup z enterocytd do
lymfatického systému

referen¢ni rozmezi:

nizké riziko: < 0,90 g/l

stfedni riziko: 1,20-1,40 g/I

vysoké riziko: > 1,40 g/l

Apo C

je kofaktorem enzym{, podilejicich se na hydrolyze lipoproteint
bohatych na TAG

90



7.84 Apotk

- vyskytuje se ve vsech tfidach lipoproteint

Stanoveni apolipoproteint

Imunochemické stanoveni
principem je reakce antigenu s protilatkou

-k definovanému mnozZstvi pacientova séra (antigen) se priddva
odpovidajici mnoZstvi antiséra (protilatka)

- vzniknou imunokomplexy, jejich mnozstvi se méri nefelometricky
nebo turbidimetricky

HDL — cholesterol

lipoproteiny HDL transportuji v nich vazany cholesterol (HDL-
cholesterol) z tkani do jater a tim umoznuji jeho odbouravani

tento cholesterol prechazi do zluce

- referencni rozmezi:
- muizi: 0,9-1,4 mmol/l
- Zeny:1,2-1,7 mmol/l

Stanoveni HDL cholesterolu

a) fotometricky s precipitaci

- vevzorku se nejprve vysrazeji (precipituji) chylomikrony, VLDL a
LDL lipoproteiny

- vysraZeni se provadi precipitacnim cinidlem (kyselina
fosfowolframova + MgCl,)

- vznikne srazenina, kterd se odstrani centrifugaci

- vsupernatantu se nasledné stanovi obsah cholesterolu v HDL
frakci stejnou metodou, jakou se provadi enzymatické stanoveni
celkového cholesterolu

b) pfimé stanoveni HDL cholesterolu

Stanoveni LDL cholesterolu

- referencni rozmeazi:

- Zadouci: < 3,0 mmol/I

- vysoké riziko: > 4,1 mmol/l

a) precipitacni metoda

- vyuziva selektivniho srazeciho Cinidla, které srazi pouze ¢astice LDL

- srazenina se oddéli centrifugaci

- vsupernatantu se stanovi enzymatickou metodou cholesterol,
ktery zlstal v séru po odstranéni LDL
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- v dalSim vzorku séra téhoz pacienta se soucasné stanovi celkovy
cholesterol

- koncentrace LDL cholesterolu je rozdilem celkového cholesterolu a
cholesterolu v supernatantu

- LDL cholesterol = celkovy cholesterol — cholesterol
v supernatantu

- metodu lze pouZit pouze tehdy, neni-li koncentrace TAG > 4,5
mmol/I

b) pfimé stanoveni LDL cholesterolu

- ze sérajsou nejprve odstranény lipoproteiny HDL a VLDL
imunochemicky pomoci monoklonalnich protilatek proti apo A-l a
apo E, pfitomnych v HDL, VLDL a IDL

- protilatky jsou navazany na latexové ¢astice

- po centrifugaci a separaci imunokomplex( se stanovi cholesterol v
LDL

APOPROTEIN Al

ESTER CHOLESTEROLU
TRIGLYCERID

CHOLESTEROL FOSFOLIPID

APOPROTEIN B

Obr.25 Castice LDL,HDL

7.9 Lipoproteiny plazmy

- slozité castice, tvorené lipidovou a proteinovou slozkou

- umoznuji pfenos TAG na misto uréeni

- stfed lipoproteinové ¢astice je tvofen estery cholesterolu a TAG

- povrch je tvorfen apolipoproteiny, volnym cholesterolem,
fosfolipidy

- povrch castice ma hydrofilni vlastnosti — umoznuje pohyb ¢astice
plazmou
lipoproteiny Ize elektroforeticky rozdélit na zadkladé pohyblivosti

v elektrickém poli a velikosti ¢astic na nékolik frakci:




Obal
lipoproteinové

Cdstice g

Jddro
lipoproteinové
Céstice

Fosfolipid Q Triacylglycerol

,-’ Esten cholesterolu i\:popnnin

. Neesterifikovany cholesterol

Obr.26 Molekula lipoproteinu

7.9.1 Chylomikrony

vznikaji ve stfevni sténé, obsahuji velké mnozstvi exogennich TAG (TAG
z potravy)

prechazeji do lymfy a z ni do krevniho obéhu

z krve zdravych lidi rychle mizi, nebot je zuzitkovavaji vsechny tkané
kromé mozku (hlavné svalova tkan), vétSinou jsou vyuzity jako zdroj
energie, Cast zlstava jako zadsoba TAG, pochod stépeni katalyzuje
lipoproteinova lipaza — Stépi je na glycerol + MK

7.9.2 VLDL

prendaseji endogenni TAG (vytvorené v jatrech, ne z potravy)

jsou to mensi ¢astice nezli chylomikrony, lipoproteinova lipaza v krvi
rozkldda jejich TAG a vznikaji tzv. ,zbytky VLDL” , tyto zbytky
vychytavaji jatra, prestavi je na ¢astice IDL a LDL a vylouci do krevniho
obéhu, ¢astice IDL se nasledné prestavi na LDL

7.9.3 LDL

maji vysoky obsah cholesterolu, ktery transportuji z jater do tkani
v burikdch tkani se proteiny (Apo B) méni na AMK — ty se vyloudi a
esterifikovany cholesterol se hydrolyzuje na MK a volny cholesterol

7.9.4 HDL

HDL castice vychytavaji prebytecny volny cholesterol z perifernich
bunék a esterifikuji ho

esterifikovany cholesterol nasledné prenaseji ztkani do jater,
v jatrech z ného vznikaji Zlucové kyseliny, tyto Castice obsahuiji
hodné fosfolipid(i a apolipoprotein(
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Obr.27 Metabolismus lipoproteint

7.10 Poruchy metabolismu lipoproteinl (dyslipoproteinemie)
- dyslipoproteinemie jsou metabolickd onemocnéni

- jejich typickym znakem jsou odchylky ve stavbé, sloZeni a
metabolismu lipoprotein(

- tyto odchylky se projevuji patologickymi hodnotami sérovych lipidU
= cholesterolu a TAG i bilkovin = apolipoprotein(

- porucha mUzZe nastat pfi syntéze a sekreci urcitych tfid lipoprotein(
nebo dochazi k naruseni jejich vzajemnych pomérl a katabolismu

7.10.1 Klasifikace dyslipoproteinemii

7.10.1.1 Podle priciny

a) primarni —vrozené, geneticky podminéné mutaci
- vjednom genu = monogenni
- vevice genech = polygenni
b) sekundarni - wvyvolané jinym akutnim ¢i chronickym
onemocnénim

7.10.1.2 Podle hodnot cholesterolu a TAG v séru

a) izolovana hypercholesterolémie
b) izolovana hypertriacylglycerolémie
c¢) kombinovana hyperlipidémie

Primarni dyslipoproteinemie — monogenni
a) primarni cholesterolémie:

- jednd se o vrozené poruchy metabolismu lipid
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- pficinou je defektni gen pro LDL receptor

- vkrvi se zvysSuje hladina LDL z dlivodu jejich zvySené produkce a
nizsiho vychytavani LDL burikami, coZ je zplisobeno mensim poétem
LDL receptor( nebo jejich abnormalni strukturou

- tento defekt vede k rychlému rozvoji aterosklerdzy, kterd ma za
nasledek vznik kardiovaskuldrnich onemocnéni

b) vrozeny defekt apo B— 100

- pacient ma defektni apo B — 100, ktery neni schopen se navazat na
LDL receptor a tim umoznit pranik LDL do buriky

c) primarni hyperchylomikronémie

projevuje se poruchou odbourdvani chylomikron(

- chylomikrony se hromadi v krvi, jejich koncentrace je vysoka, sérum
je i nalacno mlécné zakalené

- po 24 hodinovém stani séra v lednici pfi 4°C se na hladiné séra
vytvofi vrstva chylomikron(, zatimco pod ni se sérum vycefi

- pricinou miZe byt bud chybéni LPL (lipoproteinové lipazy), nebo

defektni apo C — Il, ktery je jejim kofaktorem

Primarni dyslipoproteinémie — polygenni

a) hypercholesterolémie

- velmi Casté civiliza¢ni onemocnéni

- vkrvi je zvyseny cholesterol

- zvySené riziko aterosklerozy

- jednd se o kombinaci genetickych pfticin, Zivotniho stylu (vyZiva,
stres, nedostatek pohybu, koufeni, obezita...) a faktord Zivotniho
prostredi

_—

Obr.28 xantomy
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b) polygenni primarni triacylglycerolémie

- projevuje se zvySenou hladinou TAG, ktera je zpUsobena zvySenou
koncentraci VLDL

- prfi¢inou je zvySena syntéza VLDL v jatrech nebo jejich snizeny
katabolismus

c) familiarni kombinovana hyperlipoproteinémie

- projevuje se zvySenou koncentraci LDL cholesterolu
- pricinou je zvySena syntéza apo B—100 a VLDL

d) familiarni dysbetalipoproteinémie

- projevuje se zvysenou koncentraci celkového cholesterolu a TAG
bez zvyseni LDL cholesterolu
- pficinou je hromadéni IDL v krvi

e) familiarni hyperlipoproteinémie typu V

- je typickd zvySenou koncentraci celkového cholesterolu, TAG a
pfitomnosti chylomikrond

- neni spojena s vys$Sim rizikem aterosklerdzy, ale pfinasi vyssi riziko
akutni pankreatitidy

f)  familidrni hypolipoproteinémie

- projevuji se vétsinou sniZzenou hladinou HDL cholesterolu

- vyjimkou je familidrni hypo- B- lipoproteinémie, ktera je provazena
snizenou tvorbou LDL v jatrech a tim je sniZzena i hladina LDL
cholesterolu v krvi = snizené riziko kardiovaskularnich chorob

Sekundarni dyslipoproteinémie

1) Hypercholesterolémie

PFiciny:

- hypotyredza, nefroticky syndrom, cholestaza, Iéky
(antiepileptika, nékterd diuretika), dieta s vysokym
pfijmem exogenniho cholesterolu

2) Hypocholesterolémie — napt. pfi hypertyredze



3) Hypertriacylglycerolémie

diabetes mellitus

nedostatek inzulinu vede ke zvySenému odbouravani TAG a
tim ke zvySovani koncentrace volnych mastnych kyselin
v krvi

to vyvola vyssi jaterni syntézu TAG a tedy i VLDL v jatrech
diabetici maji zvySenou koncentraci TAG, cholesterolu, LDL
cholesterolu a snizenou koncentraci HDL cholesterolu

metabolicky syndrom X

jedna se o soubor pfiznak, které vedou k urychleni rozvoje
aterosklerdzy a ¢asto ke vzniku diabetu 2. typu

inzulin je rezistentni v0i¢i receptorlm v plazmatické
membrané bunék

v krvi se zvySuje hladina glykémie, kyseliny mocové a TAG

k dalSim projevim tohoto syndromu patfi obezita,
hypertenze, poruchy krevni sraZlivosti

obezita

hypotyredza

alkoholismus — odbourdvanim alkoholu vznika v jatrech acetyl
— Co A, ktery je vychozi latkou pro biosyntézu MK, z nichz dale
vznikaji TAG a lipoproteiny VLDL

|éCiva — estrogeny, nékteré |éky snizujici krevni tlak
hepatopatie

stresova hyperlipoproteinémie — napf. u infarktu myokardu,
rozsahlych popalenin, emocionalnim stresu — ve zvySené mire
se odbourdvaji volné mastné kyseliny z tukové tkané

ve zvySené mife se tvofi TAG a VLDL v jatrech a jsou
uvolfiovany do krevniho obéhu
hladina cholesterolu v krvi je snizena

7.11 Ateroskleréza

Chronicky zanétlivy proces vcévni sténé, doprovazeny
akumulaci cholesterolu, vazivové tkané a dalSich
komponent pod cévni vystelkou

pfi tomto onemocnéni se ukladaji lipidy a dalsi krevni
soucasti v cévni sténé, ¢imz céva ztraci pruznost, a dochazi
k jejimu zdzeni

k rozvoji tohoto onemocnéni pfispiva vice nez 200 tzv.
rizikovych faktor(

tyto faktory jsou:

neovlivnitelné — muZské pohlavi, vék, geneticka dispozice
ovlivnitelné - Zivotni styl (obezita, pohyb, kouteni), nékteré
choroby (hypertenze, DM, dna, metabolicky syndrom X aj.)
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7.11.1 Patogeneze aterosklerdzy

probiha desitky let bez zjevnych ptiznak

prvnim krokem je pravdépodobné poskozeni endotelovych
bunék (hypertenzi, CO - kufaci, plsobenim volnych
radikalq, viry...)

k poskozenému endotelu pfilnou trombocyty, které uvoliuji
rGstovy faktor podporujici proliferaci bunék hladkého
svalstva cévni stény

do mist poskozeného endotelu pronikaji monocyty, které se
méni na makrofagy

makrofagy intenzivné pohlcuji lipoproteiny — nazyvaji se
pénové bunky

po odumfeni pénovych bunék dochazi kvyliti jejich
bunécného obsahu v misté poskozené cévni stény
proliferaci (bujenim) vaziva a hladké svaloviny cévni stény
vznikd tzv. fibrézni plat, v némz se pozdéji mohou ukladat i
kalciové soli

témito pochody dochazi postupné k zuZzovani prlsvitu cév a
zvySené moznosti vzniku trombu

ateroskleréza vede ke kardiovaskularnim onemocnénim —
ischemicka choroba srdce a dolnich koncetin, IM, mozkova
mrtvice

k odhadu rizika aterosklerézy se pouzivd mnoho indexd,
vyjadfujicich pomér mérenych parametrl lipidového
metabolismu

Aterosklerdza

Patogeneze aterosklerdzy - uplatfiuje vice mechanismd:
- mechanické poskozeniendotelu a cévni stény

- metabolické poskozeni

Obr.29 Patogeneze aterosklerozy
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7.11.2 Indexy rizika aterogeneze

CHOL-C/HDL-C <3 nizké riziko
3 - 5 stfedni riziko

>5 vyssi riziko

LDL-C/HDL-C <1,5 nizké riziko
1,5- 2stiedni riziko

>2 vysoké riziko

Kontrolni otdzky

1.Rozdéleni lipidud a jejich vyznam

2.Co jsou to lipoproteiny?

3.Charakterizujte aterosklerézu a popiste jeji rizikové faktory?
4.Co jsou sekundarni dyslipoproteinémie?

5. Doporucend doba la¢néni ptred odbérem na lipidy?

6. Aterogenni index slouzi k odhadu?

Misto pro doplnéni
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8 Acidobazicka rovnovaha a metabolismus kysliku
D.PARTLOVA

Anotace, abstrakt

Podstatou Zivota z biochemického hlediska jsou metabolické déje, pfi nichz
dochazi ke vzniku energie (ve formé ATP) a substratl potfebnych pro
enzymatické reakce

Cil kapitoly ®

Seznameni se zaklady acidobazické rovnovahy a metabolismu kysliku, se
zakladnim rozdélenim a charakteristikou poruch acidobazické rovnovahy

Klicova slova @

Acidobazickd rovnovaha, naraznikové systémy, pufr, kyslik , oxid uhlicity ,
Handersonova-Hasellbachova rovnice aciddza, alkaléza, hypokapnie
hyperkapnie

Podstatou Zivota z biochemického hlediska jsou metabolické déje, pfi nichz
dochazi ke vzniku energie (ve formé ATP) a substratl potfebnych pro
enzymatické reakce

- pfi téchto procesech jsou rozkladany slozité uhlikaté slou¢eniny na
latky jednodussi, které maji pfevainé kyselou povahu

- organizmus ma vyvinuté mechanizmy k udrieni stalé hodnoty
koncentrace vodikovych iont{ v krvi, neboli pH krve

- optimalni hodnota pH krve je 7,4 (7,36 — 7,44)

- za patologickych stavi (metabolické rozvraty, napf. Urazy,
popaleniny, selhdni funkce jater, ledvin.., dekompenzovany
diabetes, nedonosené déti) se pH krve méni

- pfi velkém vychyleni pH - > 7,8 a <6,8 dochazi k selhani Zivotnich
funkci

- laborator KLB vySetfuje u pacientl tyto parametry ABR:

pH krve
pCOz
pO:

- tyto tfi parametry se méfi pomoci elektrod
- dalsi parametry se vypocitavaji z téchto zmérenych hodnot
standardni a

aktudlni HCOs
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BB = Buffer Base (celkové baze)
BE = Base Excess (pfebytek nebo nedostatek bazi)

poruchy ABR postihuji celé wvnitfni prostfedi organizmu
(extracelularni i intracelularni tekutinu)

Zajistovani stdlé koncentrace vodikovych iontt

- béhem metabolickych pochodl v organizmu dochazi
k oxidoredukénim reakcim, pfi kterych vznikaji v téle kyseliny a baze
(zasady), které musi byt neustdle neutralizovany a vylucovany z téla,
aby bylo udrzeno stélé pH

- télo k tomuto ucelu vyuziva:

a) naraznikové roztoky

b) regulacni funkci plic a ledvin

8.1 Ndraznikové roztoky= pufry= pufracni roztoky= tlumivé roztoky
- jednd se o roztoky, které udrzuji stalé pH i tehdy, pfida-li se k nim
kyselina nebo baze (zasada)
- skladaji se ze smési slabych kyselin a jejich soli, nebo slabych bazi a

jejich soli

- kyseliny jsou schopné uvoliiovat proton (vodikovy iont), baze ho
pfijimaji

- odstranénim protonu se z kyseliny stava konjugovana baze (aniont
kyseliny)

- pfidanim protonu k bazi vznikd konjugovana kyselina
- koncentrace vodikovych iontl zavisi na poméru koncentraci
konjugovanych kyselin a konjugovanych bazi

(konjugovana kyselina)

(H*) =K-

(konjugovana baze)

K = disociacni konstanta kyseliny — vyjadfuje, jaky podil kyseliny je v roztoku
ve formé celé kyseliny a jaky podil je disociovan (rozdélen na ionty)

(H*) - (A) disociace na ionty

(HA) celd molekula
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H* vodikovy iont

A-

pH = pK + log

anion

koncentrace vodikovych iontt se vyjadfuje hodnotou pH

pH

= zaporny dekadicky logaritmus moldrni aktivity vodikovych
iontl

Hendersonova —Hasselbachova rovnice:

(konjugovana baze)

(konjugovana kyselina)

v organizmu je hlavni zdroj kyselé reakce CO;

denné se ho vytvori cca 330 |

toto mnozstvi CO, odpovida asi 20 mol vodikovych iontd, které se
musi z téla vyloucit, aby se radikdlné nesniZilo pH

8.2 Ndraznikové roztoky organizmu

8.2.1

Hydrogenuhli¢itanovy naraznikovy systém

ma ze vSech pufracénich systému nejvétsi vyznam pro udrzeni stalého
pH krve

jedna se o otevreny systém, ktery mlZe odebirat tkanim CO; a
vylucovat jej vydechovanim

za fyziologickych podminek se vylouci plicemi tolik CO,, kolik se ho
vytvofilo ve tkanich

CO; se v organizmu vyskytuje ve tfech formach:

a) plynny CO,, fyzikalné rozpustény
b) ve formé kyseliny uhli¢ité — H, COs

c) ve formé jejich soli — HCOs

vylucovani plicemi ¢ CO,; + H,0 <> H, CO; <> H*+ HCOs; - vylucovani
ledvinami

hydratacni reakce disociacni reakce
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- smeér reakce je dan koncentraci CO;

- je-li jeho koncentrace vysoka probiha hydratacni reakce a vznika
H.CO;

- je-li jeho koncentrace nizka, probiha disociacni reakce a H,COs
disociuje na H*a HCOs

- vodikové ionty vznikajici metabolickymi  pochody jsou
neutralizovany vazbou na H,COs; a vylouceny plicemi ve formé CO,,
nebo ledvinami ve formé HCO3"

- timto zplsobem se plice a ledviny podileji na regulaci vnitfniho
prostiedi organizmu

- koncentrace kyseliny uhli¢ité vvplazmé (CO, + H,COs3) je za
normalnich okolnosti 1,2 mmol/l a koncentrace HCOs kolem 24
mmol/I

Hendersonova- Hasselbachova reakce pro hydrogenuhli¢itanovy naraznik:

HCOs

pH = pK + log

(C02+ HzCOg)
zaporny logaritmus disociacni konstanty kyseliny uhli¢ité pK = 6,1

po dosazeni:

24
pH=6,1+log E: 6,1+log20=6,1+1,3=7,4

Mezi bazickou (HCOs') a kyselou slozkou (H2COs) hydrogenuhli¢itanového
narazniku se musi udrZovat staly pomér 24 : 1,2 = 20, aby se pH udrzelo na
hodnoté 7,4 (7,36 — 7,44)

hodnoty v krvi nizsi nezli 7,36 = acidémie, jsou —li postiZeny i tkané
= aciddza

hodnoty v krvi vyssi neZli 7,44 = alkalémie, jsou —li postiZeny i tkané
= alkaléza

Parcialni tlak oxidu uhlic¢itého

- v biologickych tekutindch je obsaZena kyselina uhli¢ita i fyzikalné
rozpustény CO,
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- soucet obou sloZek tvofi tzv. efektivni koncentraci kyseliny uhli¢ité
(H2C03 + COz)

- efektivni koncentrace kyseliny uhlic¢ité se vSak nedd méfit, proto se
pfi vySetfovani ABR méfi parcidlni tlak oxidu uhli¢itého (pCO,), ktery
je pfimo umérny souctu obou slozek

Hendersonova- Hasselbachova rovnice:

HCOs

pH = pK + log

( H2COs+ CO3) efektivni koncentrace kyseliny uhli¢ité

Je-li efektivni koncentrace kyseliny uhlicité vyjadiena jako pCO,, ma rovnice
tvar:

HCOs metabolicka slozka

pH = pK + log
(s-pCOy) respiracni slozka

s — koeficient rozpustnosti CO; v kapaliné (0,03)

- pCO; v arterialni krvi je v rovnovaze s alveolarnim vzduchem (smés
plynd a par v plicnich alveolech)

- soucet parcidlnich tlakd vSech plynt v alveolarnim vzduchu se rovna
barometrickému tlaku 760 torr(, se kterym je alveolarni vzduch
VvV rovnovaze

- podil CO; na atmosférickém tlaku je 40torrd

- 1torr=0,133 kPa

- pCO,=40-0,133=5,3kPa

- pCOy v kapilarni krvi (i arterialni) = 5,3 kPa (4,9 — 5.8 = referencni
rozmezi)

- pCO2< 4,9 = hypokapnie

- pCO;> 5,8 = hyperkapnie

- je-li hodnota > 10,6 kPa — bezvédomi
- je-li hodnota vyssi nez 13,3 kPa — smrt

Parcialni tlak kysliku

- patfi mezi mérené parametry ABR
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- dospély ¢lovék spotifebuje v klidu asi 0,25 I/min kysliku

- je-li potreba kysliku vétsi, nezli mize byt tkanim dodan, vznika tzv.
kyslikovy dluh

- kyslik se vtomto pfipadé ziskdva anaerobni pfeménou glukdzy na
kyselinu mlécnou

- kyselina mlécnd (laktdt) vyrazné okyseluje vnitfni prostredi
organizmu

- hodnota pO; je za normdlnich okolnosti v krvi 9,9 — 14,4 kPa
- hodnoty nizsi nez 9,3 v krvi = hypoxémie, ve tkanich hypoxie

Dalsi parametry ABR (vypocitavané)

Standardni hydrogenuhlicitany

- jsou stanovené za standardnich podminek

- a)vplnékrvi

- b) nasycené kyslikem

- ¢)pri37°C

- d)pfi pC0O; 5,3 kPa

- fyziologické hodnoty jsou 24 = 2 mmol/I

- standardni HCOs ukazuji, jaké by byly aktualni HCOs , kdybychom
upravili pCO2 na hodnotu 5,3 kPa (tfeba fizenym dychanim)

Aktudlni HCO5-

- stejné podminky a) b) c) jako u standardnich hydrogenuhlicitan(, ale
hodnota se fidi aktudlnim pCO;
Buffer base (BB)

= soubor vsech krevnich pufrd = naraznikova baze

- odrazi vliv jinych naraznikovych systémd organizmu, neZli je
hydrogenuhli¢itanovy systém

Fyziologické rozmezi: 46 — 52 mmol/I

Base excess (BE)

- mnoizstvi bazi vmmol/l, které je tfeba ptidat do vySetfované
tekutiny (krev, plazma), aby pH bylo 7,40 pti pCO, 5,33 kPa a teploté
37°C

- BE je vlastné rozdil mezi idedlnim obsahem kompenzacnich
metabolickych naraznikovych systémU a jejich momentainim
stavem

- Fyziologickd hodnota: 0 £ 2 mmol/I

Dalsi naraznikové systémy

8.2.2 Hemoglobinovy naraznikovy systém
- pfitomny v erytrocytech
- odstranuje vodikové ionty tvorbou karbaminosloucenin (vazbou CO;
na postranni

105



- fetézce AK globinu)
- Hb ovliviiuje pH také mnoZstvim Oz nebo CO,, které vaze

- oxyhemoglobin HbO, je silnéjsi kyselinou neZli Hb, ma proto
tendenci uvolfiovat vodikovy iont —vyhodou je, Ze HbO; vznika
v plicich, kde se zaroven vydychavad CO,, ubyvaji proto vodikové
ionty a v disledku toho se prostredi alkalizuje

- naopak redukovany Hb vznikd v prostiedi s vyssim pCO, (vendzni
krev), pfijima vodikové ionty a tim snizuje kyselost prostiedi

8.2.3 Proteinovy naraznikovy systém

Proteiny jsou sloZené z aminokyselin propojenych peptidickymi vazbami.
Aminokyseliny jsou organické kyseliny obsahujici nejméné jednu aminovou
(-NH) a karboxylovou (-COOH) skupinu. Postranni retézce aminokyselin
obsahuji volné aminové a karboxylové skupiny.
V pfipadé hrozici zmény pH extraceluldrni tekutiny dochdazi u volnych
aminovych a karboxylovych skupin ke dvéma reakcim, které se snaZzi hrozici
zménu pH odvratit:

e disociace karboxylové (-COOH) skupiny na (-COO’) a (-H*);
e (-NHy) pfijme (-H*) za vzniku (-NHs").

Diky témto zménam dochazi k pufrovani extraceluldrniho prostredi.
Proteinovy naraznikovy systém je:

- zaloZen na amfoternich vlastnostech bilkovin

- v kyselém prostredi se chovaji jako baze a pfijimaji vodikovy iont

- vzasaditém prostiedi se chovaji jako kyseliny, uvoliuji vodikové
ionty a odstranuji hydroxylové ionty tvorbou vody

- kapacita proteinového pufru zavisi na koncentraci proteind v séru

8.2.4 Fosfore€¢nanovy naraznikovy systém

- Ackoliv neni fosfatovy pufr pfilis vyznamnym Cinitelem v udrzovani
pH extracelularni tekutiny, hraje hlavni roli v udrzovani
acidobazické rovnovahy intracelularné a v ledvinnych tubulech.

- je tedy hlavnim ndraznikovym systémem moci

- pomahd vylucovat vodikovy iont moéi H,POs4 ¢> HPO,* + H*

- ledviny reguluji ABR tvorbou amonného iontu NH,

- Cast amoniaku (NHs) se v ledvindach slucuje s vodikovymi ionty a
vylucuje se jako amonny iont do moce

8.3  Funkce ledvin v udrZzovani acidobazické rovnovahy

- udrzovani stalého pH tésné souvisi s udrZovanim poméru
koncentraci konjugovanych kyselin a zasad plazmatickych pufrd,
predevsim hydrogenuhli¢itanového pufru.
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plazmaticka koncentrace konjugované kyseliny (H,COs, potazmo
CO,) je regulovana kontrolou pCO, zmé&nami plicni ventilace. Ulohou
ledvin je tedy udrZeni koncentrace konjugované zasady HCO;™.

za normadlnich okolnosti se z ledvin vraci vice hydrogenuhli¢itanu,
neZ kolik je ho do nich pfivadéno a. renalis. To je dano schopnosti
ledvin vytvaret moc s nizkym pH (4,5-5,0).

toto mnozstvi navic slouzi k neutralizaci neuhlikatych kyselin, které
vznikly metabolismem nebo jsou z potravy. Dodanim bikarbonatu
navic brani ledviny poklesu pufrovacich bazi.

Ledviny tedy udrZuji acidobazickou rovnovahu dvéma mechanismy:

regulaci zpétné resorpce bikarbonatu;
vyloué¢enim 40-80 mmol H* za den — pufrovany mocovymi narazniky
a vazany na NHs.

ledviny tyto dva déje uskutecénuji sekreci H* do tubuldrni tekutiny,
kde v tubularnich bufkach z CO; a vody vznika bikarbonat.

8.4 Odbér krve pro vySetfovani ABR, transport a skladovani vzork{

k méreni pH, pCO; a p0O; je nejvhodnéjsi pouzit arteriadlni krev

tento odbér je vsak naro¢ny

je nahrazovan odbérem kapilarni krve

odbér se provadi z prstu, usniho lalicku, u novorozencl a malych
kojencu z paty

pred odbérem je vhodné zahrat koncetinu ¢i usni lallicek pomoci
nahratého rucniku a pfilis nestlacovat tkan pfi odbéru, aby se
v odebirané krvi nezvysil podil Zilni krve a intersticidlni tekutiny

po vpichu se prvni kapka otfe a krev se odebira do heparinizované
kapilary tak, aby krev byla odebrana bez bublin

po naplnéni kapilary se dovnitt vlozi kovové michadlo (dratek) a
kapilara se uzavie na obou koncich tmelem nebo plastickou zatkou

pomoci magnetu se krev v kapilafe promicha

krev ma byt transportovana do laboratofe ihned po odbéru, nejlépe
v boxu chlazeném ledem

nedodrzeni podminek transportu ma za nasledek pokles pH a pO; a
vzestup pCO;

8.5 Meéreni parametrd ABR

8.5.1

Méreni pH

elektrochemickym ¢lankem obsahujicim sklenénou elektrodu (ta je
selektivni pro H*)

referencni elektrodou je vétSinou elektroda kalomelova (ma
konstantni potencial)

sklenénd + kalomelova elektroda se ponofi do analyzovaného
vzorku

potencial sklenéné elektrody se bude ménit v zavislosti na aktivité
vodikovych iontd v méfeném roztoku

analyzator musi byt pfed méfenim vzork(d nastaveny na presné
kalibraéni roztoky (analyzatory se kalibruji automaticky)

pO2 elektroda je amperometricka (polarograficka) elektroda.
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Sklada se z katody (platinovy dratek zataveny ve sklenéné tycince) a
anody (Ag/AgCl argentchloridova elektroda) ponofenych do
fosfatového pufru

Plast elektrody prekryt membranou propoustéjici molekuly kysliku

Kyslik z krevniho vzorku difunduje pres polypropylenovou
membranu do elektrolytu uvnitf kyslikové elektrody a je redukovan
na katodé (02 + 4e-)

Vznika elektricky proud mezi anodou a katodou - je proporcionalni
parcialnimu tlaku kysliku v krevnim vzorku

Méreni pH, sklenéna elektroda

Obr. 30 Sklenéna elektroda

8.5.2 Méfeni pCO2

k méreni se pouziva Severinghausova elektroda, ktera je od
méreného prostredi oddélena teflonovou membranou
propoustéjici CO,

Oxid uhli¢ity obsazeny v méreném krevnim vzorku difunduje pres
teflonovou membranu a rozpousti se ve vnitfnim elektrolytu
elektrody

Vznikajici kyselina uhli¢ita disociuje a posunuje tak pH vnitfniho
elektrolytu elektrody na kyselou stranu CO2 + H2->0 H+ + HCO3
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Elektroda na méreni CO, (Severinghaus)

® Modifikovana pH . e
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oddélena od | i
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membranou
propoustéjici CO,
003 + H20 -
H.CO3 —

+ HCO;'

Thierd wtiein

8.5.3 Méreni pO2

- provadi se pomoci Clarkovy elektrody

- Clarkova kyslikova elektroda se pouziva pro stanoveni
rozpusténého kysliku. Na povrchu platinové, nebo zlaté elektrody
se nachazi tenky film elektrolytu, ktery je pokryty porézni
membranou. Pory membrany maji takovou velikost, aby skrz né
mohl difundovat pouze kyslik. Jako anoda se pouziva stfibrna
diskova elektroda.
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8.6 Acidobazicky analyzator

8.7

Poruchy ABR

podle plivodu se rozdéluji na:

metabolické — porucha se odrazi na hodnoté HCO5’
respiracni - porucha se odrazi na hodnoté pCO,

smiSené (kombinované) — jsou nejcastéjsi

Metabolickd aciddza (Mac)

je zplsobena nadmérnou tvorbou kyselych iontd, nebo
ztratou hydrogenuhli¢itan(

k tomuto stavu dochazi pfi hladovéni, diabetické ketoaciddze,
ztraté hydrogenubhlicitan( prjmem nebo poskozenim funkce
ledvin, pfi otraveé salicylaty

snizuje se HCO5  a pH

Metabolicka acid6za z hromadéni aniontt

Laktatova acidoza

kyselina mlééna v prostfedi, jehoZpHje blizké hodnoté 7,4,
prakticky zcela disociuje na laktatovy anion. Koncentrace laktatu

vyznamné stoupa zejména pri tkanové hypoxii
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Ketoacidéza
rozviji se, pokud glukdza nepostacuje jako zdroj energie a ve
zvysené mire se odbouravaji tuky: pfi hladoveéni, diabetu 1. typu,
extrémni zatézi apod.

Renalni aciddza

pfi selhdni ledvin se hromadi sulfaty, fosfaty a dals$i anionty, které by
se normalné vyloucily do moci.

Aciddza pfi nékterych otravach
intoxikace etanolem — etanol se metabolizuje na acetat,
intoxikace metanolem — metanol se metabolizuje na formiat,

intoxikace etylenglykolem — metabolizuje se na oxalat.

2. Metabolicka acidéza ze ztrat hydrogenuhliéitant

Je nejcastéji dlsledkem ztrat hydrogenuhli¢itan(i z gastrointestinalniho
traktu. Jinou pricinou mohou byt ztraty
hydrogenuhli¢itand ledvinami (renalni tubuldrni acidéza, nezadouci ucinek
diuretické lécby apod.). Do skupiny metabolickych acidéz ze ztrat
hydrogenuhli¢itand mlizeme také zaradit tzv. diluéni acidézu. Dochazi k ni
pfirychlém podani infuzi. Hydrogenuhli¢itany se v krvi nafedi rychleji, nez se
stac¢i metabolismem doplfovat.

8.7.1 Metabolicka alkaléza (MAI)

- pric¢inou je nadmérnd ztrata kyselin nebo zvyseny pfijem
hydrogenuhlicitant

- pf. ztrata chloridd pfi zvraceni, dlouhodobé podavani
glukokortikoidt (projevi se jejich mineralokortikoidni ucinek),
zvyseny pfijem hydrogenuhlicitan( (infuze, i potrava — sodné a
draselné ionty z ovoce a zeleniny)

- zvySuje se pH a HCOs

8.7.2 Respiractni aciddza (RAc)

- pricinou je snizena schopnost vylu¢ovani CO;
- pF. zanéty plic, chronické bronchitidy, slabost dychacich svalq,
zranéni hrudniku

- dochazi k vzestupu pCO; a k poklesu pH

111


https://www.wikiskripta.eu/w/Gluk%C3%B3za
https://www.wikiskripta.eu/w/Diabetes_mellitus_1._typu
https://www.wikiskripta.eu/w/Intoxikace_etanolem
https://www.wikiskripta.eu/w/Intoxikace_metanolem
https://www.wikiskripta.eu/w/Intoxikace_etylenglykolem

8.7.3

Respiracni alkaldza (RAI)

je typicka pro stavy provazené drazdénim dechového centra

s nadslednou hyperventilaci

pf. stres a hysterie, poruchy dechového centra [horecky, salicylaty
(Iéky)]

klesa pCO; a zvysuje se pH

8.8 Zpusoby kompenzace poruch ABR

8.8.1

8.8.2

cilem kompenzace je vratit pH k fyziologickému rozmezi

Metabolické poruchy jsou kompenzovany ¢innosti plic

u metabolické aciddzy pusobi nizké pH krve na stimulaci dychaciho
centra, dochazi k hyperventilaci a tim ke zvySenému vylucovani CO,
pfi metabolické alkaldze plsobi vysoké pH na dychaci centrum
opacné a dychani je snizeno

Respiraéni poruchy jsou kompenzovany ¢innosti ledvin, které
tvoli podle potfeby kyselou nebo zdsaditou moc¢ vylucovanim
nebo zadrZovanim kyselin ¢i bazi

Kontrolni otdzky

1. Vyjmenujte organy (2), které se Gcastni regulace ABR.

2. Optimalni hodnota pH krve ?

3. Jaké jsou dopocitané parametry ABR (4)?

4. Zvyseni pCO2 se nazyva?

5. Doplrite: -
- hodnoty v krvi nizsi nezli 7,36 ....... jsou —li postiZeny i tkané.............
- hodnoty v krvi vyssi neZli 7,44 ......... ,jsou —li postiZeny i tkdné..........

6. Definice pH

Misto pro doplnéni
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9 Bilkoviny D.PARTLOVA

Anotace, abstrakt

V krevni plazmé se daji prokazat stovky rliznych bilkovin. Vétsina je tvorena
v jatrech a secernovana do krve.

Cil kapitoly

Cilem je seznameni s bilkovinami, jejich slozenim a vyznamem, dale
seznameni s frakcemi a elektroforézou bilkovin véetné jejiho hodnoceni a

typu

Klicovad slova
Bilkoviny, aminokyseliny, peptidovd vazba, celkovad bilkovina, albumin,
bilkoviny akutni faze , elektroforéza

9.1 UvoD
- makromolekuldrni latky sloZzené z AK
- jednotlivé AK jsou vzajemné pospojovany peptidovou vazbou (- CO-
NH-)

™
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9.2

ackoliv jsou bilkoviny zékladni stavebni latkou, tvofici burky a
tkané, v KLB se rutinné vysettuji bilkoviny pouze v télnich
tekutinach, prevaziné v plazmé (séru), moci, moku mozkomisnim...
v krevni plazmé je nékolik set rozlisitelnych bilkovinnych slozek, jez
se lisi velikosti molekuly, koncentraci a funkci

biosyntéza vétsiny plazmatickych bilkovin probihd v hrubém
endoplazmatickém retikulu jaternich bunék, v mensi ¢asti probiha
biosyntéza téz v lymfocytech a v enterocytech

plazmatické bilkoviny se odbouravaji v jatrech, v ledvinach a

v travicim Ustroji

za patologickych stavi dochazi k poruse rovnovahy mezi tvorbou a
rozkladem bilkovin a tim ke zméndm v jejich koncentraci i
vzajemném poméru

Hlavni funkce bilkovin krevni plazmy

vystavba a obnova bunék a tkani

transport latek — napf. mineral(, hormond, lipida,vitamind, 1éku
udrzovani koloidné osmotického (onkotického) tlaku krve
(vyznamné pro udrzeni normalniho objemu krve i obsahu vody
v tkdnich a v cévach)

udrzovani ABR

hemokoagulace a fibrinolyza

ochrana pred volnymi radikdly, popf. zdbrana jejich tvorby
ochrana pred infekci

plazmatické bilkoviny neslouZi jako zdroj energie

zdroj dusiku a esencialnich aminokyselin

9.3 VySetreni plazmatickych bilkovin
9.3.1 Celkova bilkovina (CB)

je tvorena mnoha druhy bilkovin (albumin + globuliny)

jeji stanoveni patfi mezi rutinni vySetfeni a poskytuje zakladni
informaci o tvorbé metabolismu a vylu¢ovani plazmatickych bilkovin
dysproteinémie = zména v koncentraci a sloZeni celkové bilkoviny

snizeni koncentrace celkové bilkoviny (hypoproteinémie)

vznika:

pfi nedostate¢ném ptijmu bilkovin potravou

pfi zvySenych ztratach bilkovin napf. poskozenim funkce ledvin,
poruchach traviciho Ustroji, pfi rozsahlém krvaceni a u popalenin
pfi nedostatecné tvorbé bilkovin vlivem chronického onemocnéni
jater

dlisledkem nizké hodnoty celkové bilkoviny je odsun vody z cév do
mimocévniho prostoru, coZ se projevuje hlavné otoky dolnich
koncetin

zvyseni koncentrace celkové bilkoviny (hyperproteinémie)

vznika:
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pfi dehydrataci — napt. nadmérné ztraty vody pocenim, zvracenim,
prdjmem, nebo nedostate¢nym prijmem tekutin

zvysenou tvorbou bilkovin - u malignich nadord, nebo pfi akutni
infekci (tvofi se Ig)

referencni rozmezi (sérum): 64-82 g/I

Celkova bilkovina se stanovuje nejcastéji v séru, stanovi-li se
v plazmé je jeji koncentrace o 3-5 % vyssi vzhledem k pfitomnosti
fibrinogenu.

krev na toto vysetfeni by neméla byt odebirdna po dlouhodobéjsim
stazenim paze, nebot dochazi ke zvyseni koncentrace CB; obdobné
ucinky ma i télesné cviceni;

Metody stanoveni celkové bilkoviny

Biuretova metoda

v rutinnim provozu je nejrozsifenéjsi, pouzivda se hlavné pro
stanoveni CB vséru a vplazmé; pro vySetfeni biologického
materialu s nizsi koncentraci bilkovin je malo citliva

princip metody:

bilkoviny a peptidy reaguji s médnatymi kationty v alkalickém
prostfedi za wvzniku fialové zbarveného komplexu; intenzita
zabarveni je pfimo umérna poctu peptidovych vazeb (reaguji latky,
které maji v molekule alespon dvé peptidové vazby)

soudasti biuretového ¢inidla je siran médnaty, ktery poskytuje Cu?*
pro tvorbu komplex( s peptidovymi vazbami, a alkalizujici slozka
(hydroxid),dalsimi slozkami Cinidla jsou vinan draselno-sodny, ktery
zabrafiuje jako komplexotvornd latka srazeni Cu?* na Cu(OH),, a
jodid draselny, ktery chrani Cu* pfed autoredukci. Citlivost
biuretové metody se pohybuje kolem 1-10 g bilkoviny/I.

pokud se tato metoda pouZije pro stanoveni bilkovin v modci, je
nutné vysrazet bilkoviny kyselinou trichloroctovou; srazenina se
oddéli centrifugaci a rozpusti v Biuretové ¢inidle

Metody vazby barviva na bilkovinu

Pyrogallova cerven, amidoceri10B, jsou barviva, kterd tvori

s bilkovinami barevné komplexy, vhodné k fotometrovdni; intenzita
zabarveni je umérna koncentraci bilkovin;

tyto metody se vyuZivaji hlavné pro stanoveni bilkovin

v biologickém materialu, kde je jejich koncentrace nizka, napf.
moc¢, mozkomisni likvor

v praxi je nejvyuzivanéjsi metoda s pyrogallovou cerveni
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Turbidimetrické méfeni intenzity zdkalu

kyselinou sulfosalicylovou nebo kyselinou trichloroctovou se
provede denaturace- (vysrazeni) bilkovin v biologickém materialu
intenzita vzniklého zdkalu zdavisi na velikosti Castic vysrazienych
bilkovin a na poméru albumind a globulinG v biologickém materialu

Kjeldalova metoda

je metodou referencni = postupy méreni charakterizované :

9.3.2

plnym pochopenim principd,

maximalné mozné dokonalym propracovanim postupd,

eliminaci vlivu matrice vzorku,

co nejtésnéjsim propojenim metody s jednotkou méreni, kterého
dosdhneme  pouZitim  primarnich  referencnich  materiall
nezprostiedkované ztélesnujicich jednotku méreni.

pouziva se pro stanoveni koncentrace celkové bilkoviny pfi pfipravé
komerénich standardnich roztok( a kontrolnich sér

metoda je velmi pracna a v rutinnim provozu se fadu let nepouziva

Albumin (Alb)

Obr.31 struktura albuminu

je soucasti celkové bilkoviny

podili se na regulaci osmotického tlaku plazmy

ma funkci transportni (je to mala bilkovina), transportuje bilirubin,
hem, steroidni latky, tyroxin, mastné kyseliny, Zlucové kyseliny,
kowvy, léky.....

je zdrojem AK pro organizmus (hlavné esencidlnich)

jeho pokles ¢i zvySeni se projevuje rychleji, neZli pfi stanoveni CB
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snizena koncentrace albuminu (hypoalbuminemie)

priciny:

infekce

stres

jaterni onemocnéni (snizena syntéza)
chronické poskozeni ledvin

nedostatecny pfisun albuminu potravou
popaleniny, chronicky zanét traviciho traktu

zvySena koncentrace albuminu (hyperalbuminémie)

je vzacna, hlavné pti dehydrataci

referencni rozmezi: 35-53g/I

Metody stanoveni albuminu

9.4

9.4.2

provadi se pomoci specialnich barviv, nejéastéji bromkrezolovym
purpurem (BCP) nebo bromkrezolovou zeleni (BCG)

Princip metody:
bromkrezolovy purpur tvofi s albuminem ve slabé kyselém
prostfedi barevny komplex vhodny k fotometrickému méreni

Elektroforéza bilkovin

fyzikdlné-chemickd metoda, zalozena na déleni bilkovin na zakladé
jejich rozdilné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli

pohyblivost bilkovin je ovliviiovana:

velikosti elektrického naboje

velikosti bilkoviny

vlastnostmi nosice, na kterém se provadi déleni

iontovou silou pufru

napétim, proudem

bilkoviny putuji pfi elektroforéze tim rychleji, ¢im vétsi maji ndboj a
¢im méné jim brani prostfedi a vlastnosti nosice, na kterém déleni
probiha

velikost elektrického naboje bilkovin

vyplyva z amfoterni povahy bilkovin

velikost elektrického naboje a smér pohybu bilkovin zavisi na pH
prostiedi, ve kterém elektroforéza probiha
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9.4.3

9.4.4

v alkalickém prostifedi dochdzi k disociaci karboxylovych skupin a
ztraté protonu (NH; proton neptijima), bilkoviny ziskavaji zaporny
naboj a putuji k anodé (+)

v kyselém prosttedi disociuji aminové skupiny, pfijimaji vodikovy
proton, ziskavaji kladny naboj a putuji ke katodé (-)

v izoelektrickém bodé (pl) se ionizuje stejny pocet zasaditych a
kyselych skupin, bilkoviny se navenek jevi jako elektroneutralni a
v elektrickém poli se nepohybuji

prevazna vétsina bilkovin ma pl ve slabé kyselé oblasti, proto se
k elektroforetickému déleni bilkovin pouziva alkalicky pufr

pufr

je roztok elektrolytl o pfedepsané koncentraci soli, pH a iontové sile
zajistuje vodivost prostfedi = zprostfedkuje prenos elektrického
proudu a udrzuje konstantni pH v pribéhu déleni

pri elektroforéze bilkovin se pouziva barbitalovy pufr o pH 8,6
rychlost pohybu bilkovin v elektrickém poli ovliviiuje kromé pH také
iontova sila pufru

zvySovanim iontové sily pufru dochdazi k pomalejSimu putovani
bilkovin a jednotlivé frakce jsou ostrejsi

je-li iontova sila pufru pfrilis vysoka, zvySuje se produkce Joulova
tepla a muZe dojit kdenaturaci bilkovin (bilkoviny pFestanou
putovat)

nosice

v laboratofich KLB se pouZivaji pevné nosice, nej¢astéji agardzovy
gel a acetatoceluldozové félie

agardza je precistény agar (neobsahuje agaropektin) — agar je
polysacharid z mofskych fas ruduch

k 1 kryt komory
Nosié 2

lg': Ey SH )

3 Pufr

Elektrody 5

9
£ 3 ELFO komora % 4 Elektrody

+ e
zatatek déleni
5 0
% ® =
i o, o
ukongeni délen

Obr. 1.3 Schéma zafizeni pro elektroforézu

agar se precistuje z divodu elektroendoosmotického jevu, ktery
zpUsobuje agaropektin — dochazi ke zpétnému toku kladné
nabitych ¢astic pufru ke katodé, coZ zpomali pohyb bilkovin k
anodé; imunoglobuliny se z tohoto divodu pohybuiji ke katodé;

acetatocelulézové folie jsou homogenni porézni membrany,
v suchém stavu bilé, neprlhledné, lomivé
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po nasyceni pufrem zbobtnaji a ztraceji lomivost

Provedeni elektroforézy

elektroforéza na pevnych nosicich se provadi v elektroforetickych
vanach

kazda vana je rozdélena na dvé kyvety, ve kterych jsou elektrody

v kyvetdch jsou polopropustné prepazky pro pufr (tzv. labyrintovy
systém)

v obou kyvetach musi byt stejny objem pufru

nosic, na ktery se aplikuji vzorky, je vodivé spojen s elektrodami
elektroforeticka vana je pfipojena na zdroj stejnosmérného proudu
intenzita proudu a doba déleni je zavisla na iontové sile pufru, druhu
a velikosti nosice a potencidlovém spadu (V/cm)

vétsinou se pouZiva napéti 220 - 240V

doba déleni je pfiblizné 20 — 30 minut

po rozdéleni se provede detekce bilkovinnych frakci pomoci
organickych barviv (Amidocerni 10B, Ponsaeu S, Coomassie brilliant
blue)

barvivo se navdZe v misté bilkovinnych frakci a jeho intenzita
odpovida koncentraci bilkoviny v jednotlivych zénach

vdalsi fazi se provede odbarveni pozadi nosi¢e a ususeni
elektroforeogramu

béZznym elektroforetickym délenim Ize ziskat 5 — 6 frakci (albuminy,
oz az B (B +B2) v globuliny)

nejrychleji putuje albumin, ktery ma pfi pH pufru 8,6 nejvétsi naboj

Hodnoceni elektroforeogramu

spociva ve vyhodnoceni jednotlivych bilkovinnych frakci

provadi se pomoci denzitometru nebo PC programu, popf. vizudlné
vysledky se uvadéji v procentech (celek = vSechny frakce = 100 %,
kazda z frakci obsahuje urcity pocet %) nebo v pomérnych cislech
(celek = 1,00, jednotlivé frakce jsou dily celku)

ukolem  vyhodnoceni  elektroforeogramu je  posouzeni
charakteristickych zmén v rozdéleni bilkovinnych frakci; u rliznych
patologickych stavi mlzeme nalézt jejich zmnoZeni, pokles,
vymizeni, popf. atypickou pohyblivost;
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Relat.% : 63 32 78 11,2 14,8

Obr. é. 1.4 Denzitometricky zaznam elektroforézy bilkovin séra

9.4.7 denzitometrické vyhodnoceni

- elektroforeogram (E) pokldadame na prihledny nosi¢ (N), ktery je
rovnomérné posouvan nad pfi¢nou Gzkou $térbinu (S)

- Stérbinou prochazi svétlo vhodné vinové délky, které je pti prichodu
elektroforeogramem pohlcovdno v mife, odpovidajici intenzité
zabarveni fotometrovaného Useku

- proslé svétlo dopada na svételné cidlo (B) a proud, ktery v ném
vznika umérné k osvétleni je registrovan na zapisovaci (RG)

- graficky zadznam je kfivka, kde jednotlivé bilkovinné frakce tvofi piky

- po odecteni plochy jednotlivych frakci se ciselné vyjadri jejich
vzajemny pomér

RG

Obr. ¢. 1.5 Schéma denzitometru

9.4.8 vyhodnocovani elektroforeogramu pomoci PC programu
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9.4.9

program umozZniuje skenovat elektroforeogram a provést jeho
denzitometricky zdznam svypocltem pomérného zastoupeni
jednotlivych frakci

vizudlni hodnoceni — vyuziva se hlavné u elektroforeogramd, ve
kterych jsou pfitomné atypické frakce, napf. paraproteiny

ve frakcich globulinli se vyskytuje znaéné mnoiZstvi jednotlivych
druh bilkovin a zkuseny praktik, zvykly vyhodnocovat elektroforézy
delsi dobu, cilené ordinuje dalsi specificka vysetieni bilkovin

9.4.10 Pomeérné zastoupeni frakci u elektroforézy bilkovin

Frakce % pomérné cislo
albumin 55-69 0,55-0,69
a; globuliny 2-5 0,02-0,05

o globuliny 8-13 0,08-0,13

B globuliny 7-15 0,07 -0,15

y globuliny 9-20 0,09-0,2
Celkem 100 1,00
9.5 Neékteré typy patologickych elektroforeogramd
9.5.1 Akutni zanét
- vyrazné zvyseni a; a a; globulini, ¢asto i 8 globulini
patologické stavy:
- akutni faze infekéniho onemocnéni, zvlasté bakteridlniho plvodu
- akutni poskozeni tkdané — operace, popaleniny vétSiho rozsahu,
urazy, infarkt myokardu
9.5.2 Chronicky zanét

vyrazné zvyseni y globulind, pokles albuminu
patologické stavy:

chronicka infekéni onemocnéni

néktera revmaticka onemocnéni

maligni nadory

rekonvalescence po infekénim onemocnéni
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9.5.3

9.5.4

9.6

Chronicka hepatopatie

vyrazné zvyseni y globulini pFimo nasedajici na 8 globuliny
patologické stavy:

jaterni cirhéza

jaterni fibrdza

Monoklonalni hyperimunoglobulinémie

uzky pik monoklondlniho imunoglobulinu voblasti a; aZ y
globulinu

patologické stavy:

benigni monoklonalni gamapatie

maligni monoklonalni gamapatie (myelom)

Obr. 1.6 Za typy yeh zmén v éze bilk

Elektroforéza bilkovin v moci

pouzivda se krozliseni typu proteinurie (prerendlni, renalni,
postrenalni)

u renalni proteinurie je mozné na zakladé elektroforézy rozlisit
selektivni glomeruldrni proteinurii od neselektivni

u selektivni proteinurie jsou v moci pfitomné bilkoviny s malou
molekulovou hmotnosti (albumin, transferin)

u neselektivni proteinurie jsou v modci pritomny bilkoviny

s molekulovou hmotnosti vyssi nez 100 000 (napt. imunoglobuliny)

provedeni elektroforézy je stejné jako pfi zpracovani séra, ale moc¢
je nutno pred délenim upravit

déleni se provadi na agarézovém gelu nebo na polyakrylamidovém
gelu (PAAG)
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1 2 3 4 Typ proteinurie

mol.hmotnost a;makroglobulin
200000 A 1 - glomerularni
B! ey}
100000 | selektivni
80 000 transferrin
1 R 2 — glomeruléarni
albumin Eﬂ Srvera e neselektivni
60 000 - —
L-fetézce
4orong! o eeddimen 3 — tubulérni
a,- mikroglobulin
30000 ~ retinol-véz. gl. e A
20 000 N L-‘leézcc Ig) et 4 smuseny
monomer; el
i (glomerulotubularni)
10 000 - B,- mikroglobulin

Obr. é. 1.7 Elektroforeogram bilkovin v mo¢i

- elektroforézou lze délit i jiné latky, které maji ve své molekule bilkovinu,
napft. lipoproteiny, izoenzymy aj.

9.7 Specifické bilkoviny
- pfi patologickém elektroforetickém nalezu se provadi cilené

stanoveni jednotlivych specifickych bilkovin imunochemickymi
metodami

9.7.1 albumin

— predstavuje pfiblizné 60 % z celkové bilkoviny séra
- je syntetizovan jatry

9.7.2 alglobuliny

o antitrypsin (a;- AT)

- bilkovina akutni faze (AT)
- zaujima 90% a; globulinové frakce
- puUsobi jako inhibitor trypsinu a chymotrypsinu
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- je syntetizovan v jatrech

o fetoprotein (AFP)

- vyskytuje se v krvi téhotnych Zen a plodu

- zvysSend koncentrace v plodové vodé signalizuje vyvojovou poruchu
CNS

- v krvi dospélych zdravych osob se nevyskytuje, zvysené koncentrace
jsou typické pro patologické stavy, nejcastéji primdarni karcinom
jater

dalsi specifické bilkoviny ve frakci a;- globulint:

o~ mikroglobulin, as- kysely glykoprotein (orosomukoid), a;-lipoprotein

9.7.3 a2-globuliny

ceruloplazmin

- bilkovina akutni faze (AT)

- transportuje méd a zajistuje jeji vyluovani z organizmu

- ma antioxidacni aktivitu — plsobi proti tvorbé volnych radikalt

- pfi nizké koncentraci ceruloplazminu, nebo jeho funkéni poruse se
méd’ uklada v tkanich = Wilsonova choroba — geneticky podminéna
— dlsledkem jsou nervové poruchy az mentalni retardace

haptoglobin

- bilkovina akutni faze (AT)

- vaZe na sebe hemoglobin z rozpadlych erytrocytli — vznika komplex
svelkou molekulou, ktery neprojde glomerulem ledvin a je
vychytavan RES

- slouZi k uréovani otcovstvi — ma 6 genetickych forem

- zvySené hodnoty jsou u zanét(l, nadorl a pfi nekrdzach tkani

- snizené hodnoty — hemolytické anemie, onemocnéni jater

o,- makroglobulin (AMG)

vvvvv

- syntetizovan v jatrech
- jeho koncentrace se vyrazné zvysSuje pti poSkozeni ledvin a u jaterni
cirhozy
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9.7.4 B —globuliny
fibrinogen

- bilkovina akutni faze (AT)

- podili se na srazeni krve

- ucinkem trombinu a vapenatych iontl se pfeménuje na fibrin

- syntetizovan v jatrech

- zvySena hodnota — u akutnich infekci, revmatickych zanét(

- snizend hodnota — akutni poruchy krevni srazlivosti, tézké poskozeni
jater

C-reaktivni protein (CRP)

- bilkovina akutni faze (AT)

- u zdravého clovéka se vyskytuje v nepatrnych koncentracich nebo
se neprokaze vibec

- pfi akutnich bakteridlnich zanétech se jeho koncentrace
mnohondsobné zvysuje (i 1000x)

- CRP v postizené tkani vaze mukopolysacharidy, které se v ni tvofi a
které jsou nasledné odstrafnovany z téla

- nereaguje na virové infekce

Transferin

- vaie atransportuje Zelezo v krevnim obéhu

- syntetizovan v jatrech

- zvySena koncentrace transferinu byva u anemii z nedostatku Zeleza,
tézkého poskozeni jater

B2-mikroglobulin

- nachdzi se na povrchu vétsSiny bunék lidského téla, hlavné na
lymfocytech

- ma malou molekulu, prochdzi glomerulem, v proximdlnim tubulu je
témér uplné resorbovan

- je duUleZitym ukazatelem c¢innosti ledvin

slozky komplementu C; a C4

- komplement je komplex jedenacti bilkovin, které jsou obsazeny
v plazmé v neaktivni formé

- aktivuji se pfitvorbé komplexu antigenu s protilatkou a tim pfispivaji
k zneskodnéni cizorodych latek pfi imunitnich reakcich

C-reaktivni protein, ai-antitrypsin, haptoglobin, ceruloplazmin a
fibrinogen se nazyvaji bilkoviny akutni faze — nespecificky reaguji na
poskozeni organizmu akutnim zanétem
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9.7.5

y-globuliny

imunoglobuliny = protilatky

vznikaji na podnét cizorodych antigent, které pronikly do organizmu
pfi elektroforéze se nachazeji hlavné vy frakci, ¢astecné i v B frakci
vazi specificky antigen na jehoZ podnét vznikly

vznikaji v B lymfocytech

fadi se do péti trid

IgG — predstavuje asi 80% vSech imunoglobulin(

jeho koncentrace se zvysuje aZz v pozdéjsi fazi pribéhu infekéniho
onemocnéni

IgA — chréani povrch sliznic traviciho a dychaciho traktu proti virdm a
bakteriim

IgM- jeho koncentrace se zvySuje v casné fazi infekéniho
onemocnéni

IgD — v krvi zdravych osob se nachazi jen ve stopovém mnozstvi

Ig E—jeho koncentrace se zvysSuje v plazmé u lidi trpicich alergickymi
chorobami

pfi kontaktu s alergenem vyvolava uvolnéni histamin

9.8 Patologické zmény imunoglobulinl (gamapatie)

9.8.1
9.8.1.1

Hyperimunoglobulinémie

polyklondIni hyperimunoglobulinémie
zvyseni vice tfid imunoglobulind, pfedevsim IgG, IgA, IgM
vznika jako imunitni odpovéd organizmu na pfitomnost antigenu
v elektroforeogramu se jeviy frakce jako Siroky pas s neostrym
vrcholem

monoklondIni hyperimunoglobulinémie
monoklonalni imunoglobuliny = paraproteiny
jsou to bilkoviny s atypickou strukturou, jsou produktem jednoho
klonu proliferujicich bunék B-lymfocytové rady
monoklonalni bilkoviny maji jednotné fyzikalné-chemické vlastnosti
a elektroforetickou pohyblivost
pfi elektroforéze tvofri Gzkou frakci v beta az gama oblasti
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9.8.2

monoklonalni imunoglobuliny jsou nejc¢astéji tfidy IgG a IgM

nalez monoklonalnich imunoglobulin( je pfiznakem:

benigniho (nezhoubného) procesu bez klinickych pfiznakd, ktery se
projevuje vétSinou az ve vysokém véku, nebo maligniho
(zhoubného) onemocnéni

Hypoimunoglobulinémie

byva u vrozeného deficitu tvorby imunoglobulin(

u snizené syntézy imunoglobulin

pfi jejich zvySenych ztratach moci nebo stfevem

snizeni m(iZze postihnout jen jednu tfidu, ale i vSechny soucasné
dlsledkem je imunodeficit projevujici se opakovanymi infekcemi
s tézkym prabéhem

Kontrolni otdzky

O LA LN R

7.
8.
9.

Jak se nazyvd vazba, kterd spojuje jednotlivé AMK?

Jaka je hlavni funkce albuminu a jakou ma molekulu ( velkd X mala)?
Na &em je zaloZena elektroforéza bilkovin?

Jakeé nosice pri elektroforéze bilkovin se pouZivaji v laboratorich KLB?
Co jsou to paraproteiny? V které oblasti se obvykle nalézaji?

Jak se nazyvd choroba, u které nachdzime nizkou koncentraci
ceruloplazminu?

Popiste Hook(iv efekt.

Jaky je zdkladni princip imunochemickych metod?

Vyjmenujte bilkoviny akutni faze.

10. Co patfido frakce beta globulin(i?

11. Vyjmenujte hlavni funkce bilkovin krevni plazmy.

Misto pro doplnéni
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10 Dusikaté latky nebilkovinné povahy D.PARTLOVA

Anotace, abstrakt

Jsou to latky, které se v urcitych koncentracich bézné nachazeji v organizmu
,nejsou soucasti bilkovin a jejich spole¢nym znakem je pritomnost dusiku
v molekule

Cil kapitoly

Cilem je sezndameni se zakladnimi latkami nebilkovinné povahy,
metabolickym onemocnénim fenylketonurie

Klicovad slova

Urea, kreatinin, clearance kreatininu, kyselina mocova, DNA, fenylketonurie,
aminokyseliny , amoniak

- jsou to latky, které se v urcitych koncentracich béiné nachazeji
Vv organizmu
- nejsou soucasti bilkovin
- jejich spole¢nym znakem je ptfitomnost dusiku v molekule
- mezi nebilkovinné dusikaté latky patfi:
- urea (mocovina)
- kreatinin
- kyselina mocova
- aminokyseliny
- amoniak

™

@
O
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s vyjimkou aminokyselin jsou tyto latky odpadni a pro organismus ve
vyssich koncentracich toxické

volné aminokyseliny jsou vorganizmu vyuZivany pro syntézu
(tvorbu) bilkovin, jez jsou stavebnimi latkami vSech tkani

10.1 MOCOVINA (urea)

urea je kone¢nym produktem odbourdvani bilkovin

je to primarni produkt detoxikace amoniaku, ktery vznikd jako jeden
z hlavnich produktli metabolismu bilkovin

jeji tvorba probiha v jatrech, jatra zbavuji tvorbou mocoviny
organismus toxického amoniaku

mocovina se jako odpadni latka vylucuje ledvinami a v primarni moci
se Castecné zpétné vstiebdva v tubulech

koncentrace mocoviny v krvi zavisi na dennim pfisunu bilkovin,
jejich katabolismu (rozkladu) a vylu¢ovani urey moci

Obr.32 Mocovina

Klinicky vyznam:

Zvysena koncentrace

pfi minimalné 50% snizené glomeruldrni filtraci (pfi normalnim
prijmu proteind)

je-li omezené prokrveni ledvin, zplsobené srde¢ni nedostatecnosti,
Sokem, dehydrataci, dochazi tak k omezené glomerularni filtraci
zvyseny katabolismus (rozpad) protein(

je-li branéno odtoku moce napf. kamenem nebo nadorem
nadbytecny pfisun protein(

Snizena koncentrace

pti snizeném prijmu proteind
pfi tézkych jaternich poruchach
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10.1.1 Metody stanoveni mocoviny

1.

Stanoveni jako nebilkovinny dusik- metoda podle Kjeldhala

Stanoveni s diacetylmonoximem- mocovina dava
s diacetylmonoximem v kyselém prostfedi, za varu, cervené
zabarveni, v pfitomnosti oxidac¢niho cinidla. Nevyhodou je nestalost
reagencii a omezena kalibracni linearita (pouze do 20 mmol/l)

Stanoveni s o-ftalaldehydem- mocovina ddva stouto latkou
v kyselém prostredi slouceninu, ktera reaguje
s naftylethylendiaminem za vzniku ¢erveného produktu

Enzymatickd reakce suredzou- princip je zaloZzen na vysoce
specifickém stépeni mocoviny enzymem ureazou. Produktem je CO2
a NH3.

Berthelotova reakce- stanoveni amoniaku, reakce amoniaku
s fenolem a alkalickym chlornanem za vzniku modre zbarveného
indofenolu

PIné enzymova metoda- amoniak se stanovi enzymaticky pomoci
enzymu glutamatdehydrogendza, Amoniak reaguje s NADH a
koncentrace mocoviny je Umérna zméné absorbance pfi 340 nm a
mérime Ubytek absorbance k némuZz dochazi v pribéhu reakce.
MnoiZstvi NADH, které se pfeménilo na NAD je umérné koncentraci
mocoviny.

Stanoveni v moci

Stejné jako v séru
Koncentrace v moci j vyssi nez v séru, proto se vzorky moce pred
stanovenim musi fedit 50x aZz 100x.

10.2 KREATININ

kreatinin vznika z kreatinu

kreatinin vznika jako konecny produkt svalového energetického
metabolismu a to neenzymovou dehydrataci kreatinu

koncentrace v krvi je Umérna svalové hmoté a nepodléhd vétsSim
zménam svyjimkou onemocnéni ledvin, kdy stoupd jeho
koncentrace

je vyluovan ledvinami, profiltruje se pres glomeruly, v tubulech se
nevstrebava!ll

ve svalech slouzi ve formé kreatinfosfatu ( kreatin, ktery pftijal z ATP
fosfat = sloucenina energeticky bohatd) jako zdroj energie pro praci
svall

protoZe se z plazmy profiltruje do primarni moci a v tubulech se
nevstfebava, je jeho koncentrace témér stejna v definitivni moci
jako v plazmé
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- kreatinin je proto latkou bezprahovou a stanoveni jeho koncentrace
slouzi jako ukazatel funkéni schopnosti ledvin

- hodnoty v moci jsou mnohonasobné vyssi, coZ je dano resorpci vody
v ledvinach

Klinicky vyznam:

- Pokud neni vyrazena z funkce vice nez 1/3 ledvinné tkané, staci
zbytek vyloudit tolik kreatininu, aby jeho koncentrace v krvi
nepresahla horni mez normy.

- Teprve rozsahlejsi poskozeni je spojeno se vzestupem kreatininu
nad normal.

- Cim vétsi je rozsah funkéniho poskozeni, tim mensi je vylu¢ovani
kreatininu do moce a tim vic stoupa koncentrace v séru.

- Hodnota kreatininu v séru je vhodnym ukazatelem funkéni kapacity
glomerul.

Zvysena koncentrace

e Ukazatel onemocnéni ledvin
e Spaleniny, Urazy
e Svalova dystrofie

10.2.1 Metody stanoveni kreatininu
1. Jaffého reakce- kreatinin reaguje s kyselinou pikrovou v alkalickém
prostiedi za vzniku oranZového zabarveni.

2. Enzymové stanoveni kreatininu

kreatinin je za katalyzy enzymem kreatininamidohydrolazou
pfeménén na kreatin

kreatin je fetézcem enzymatickych reakci za pritomnosti NADH
zpracovan az na

pyruvat

hydrogenaci pyruvatu vznika laktat a NAD*
méri se Ubytek absorbance pfi 340 nm, ktery je mérny koncentraci
kreatininu ve vzorku

kreatinamidohydrolaza

kreatinin + H.O kreath

kreatinkinaza

kreatin + ATP fPeatinfosfat + ADP

pyruvatkindza

ADP + fosfoenolpyruvat pyrdvat + ATP
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laktatdehydrogendza

pyruvat + NADH + H* faltat + NAD*

3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
- pouziva se jako referenéni metoda

- nepouziva se pro rutinni stanoveni

kreatinin v moci se stanovuje stejnymi metodami jako v séru.
Vzorek je nutné naredit 50x aZz 100x destilovanou vodou.

10.3 Clearence kreatininu (globalni clearence)

je test pro posouzeni funkéni schopnosti ledvin
méritkem ocistovaci schopnosti je objem plazmy zbaveny sledované
latky v daném casovém intervalu (kolik ml plazmy m(ze byt za 1
sekundu ocisténo od néjaké latky)
pro posouzeni glomerularni filtrace se nejlépe hodi latky bezprahové
(v glomerulech se filtruji, v tubulech se nevstrebavaiji)
mezi bezprahové latky patfi inulin a kreatinin
inulin — polysacharid — pokladd se za nejvhodnéjsi latku pro
posouzeni funkcnosti ledvin, pouziva se vsak pouze pro vyzkumné
ucely
endogenni kreatinin — v praxi velmi vyuzivany pro relativné stalou
koncentraci kreatininu v krvi a v modci, umoznujici jeji sledovani
v dostatec¢né dlouhém obdobi
vySetfeni clearence kreatininu se provadi:

a) jednorazové neboli globalni, tzn. z moce sbirané 24 hod

b) frakcionované — z moce sbhirané ve tii — nebo ¢tyrhodinovych
intervalech (6 nebo 8 porci v priibéhu 24 hod.) — toto vysetieni se
pouziva pro posouzeni funkce ledvin v rdmci ¢asovych Usekd, nebot
u zdravych ledvin filtrace béhem 24 hod. vyznamné kolisa — nejvétsi
je kolem poledne
globdlni clearence je rutinni vySetreni, frakcionovana clearence se
provadi spiSe vyjimectné

Provedeni testu:

3 dny pred testem nejist mnoho masa, aby neinterferoval exogenni
kreatinin z potravy)

na la¢no se odebere krev a zacina sbér moci (24 hodin)

zakladni podminkou je ptesny sbér mocil!!

Vypocet globalni clearence vychazi ze tfi hodnot:
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koncentrace kreatininu v krvi (séru, plazmé) C krea v séru

(umol/1)

koncentrace kreatininu v moci C krea v moti
(mmol/l)

objem modi za 1 sekundu Vn/s (ml/s)

Pocita se glomeruldrni filtrace a tubularni resorpce.

Vypocet glomerularni filtrace (GF):

c Krea v mo¢i * le/S

C Krea v séru

Referencni rozmezi GF: u dospélych: 1,28 — 2,29 ml/s, u déti jsou hodnoty
nizsi

- glomerularni filtrace je zavisla na objemu télesnych organd

- plati proto jen pro tzv. idedlni povrch téla (1,73 m?) — u dospélych

- u déti je tfeba prepoctu na skuteény povrch téla (GF x 1,73/povrch
téla v m?)

- zhodnot GF Ize vypocitat tubularni resorpci (TR)

- TR podava informaci o velikosti podilu vody vstfebané v tubulech

glomerularni filtrace

proces filtrace krevni plazmy

tubuly sbérny
kanalek

’ glomerulus

krev

=
ndnl

krev

Obr.33 Glomerularni filtrace

Vypocet tubularni resorpce (TR):

GF - VmI/S

TR =

GF
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Referencni rozmezi TR: 0,986 — 0,998 (98,6 — 99,8 %)

Klinicky vyznam:

- Hodnota glomerularni filtrace urcuje, kolik krevni plazmy se
profiltrovalo glomerulem za sekundu.

- ProtozZe jsme presné zmérili mnozstvi moce za 24 hodin, miZzeme
vypocitat, kolik vzniklo mo¢i za sekundu.

- Rozdil mezi mnoZstvim profiltrovanym glomerulem a mnoZstvim
vzniklé moce za sekundu se vstfeba zpét v tubulech a tuto hodnotu
oznacujeme jako tubularni resorpce.

- Snizenda GF znamend, Ze jde o onemocnéni ledvin svelkym
poskozenim glomerull, ¢im je hodnota GR nizsi, tim zavaznéjsi je
postiZeni ledvin.

- pfi velkém poklesu GR dochazi k selhdvani ledvin a vzniku urémie
(Zvysena koncentrace mocoviny), z mimo ledvinnych onemocnéni
maji vliv srde¢ni choroby, dehydratace a Sok.

- vySetfeni clearence kreatininu je citlivéjSim ukazatelem poskozeni
funkce ledvin nez stanoveni samotné koncentrace kreatininu.

10.4 KYSELINA MOCOVA (KM, UA)
- kyselina mocova (uric acid) je kone¢nym produktem odbourdvani
purinovych bazi (adenin, guanin)
- vznikd rozpadem bunécnych jader jak z potravy (maso), tak i
vlastniho organismu
- KM se tvofi v jatrech a ve stfevé
- KM se z 1/3 vyluCuje zazivacim traktem, ze 2/3 ledvinami

URIC ACID
OH

N\
Ho— | \
B

Obr.34 Vzorec kyseliny mocové

Klinicky vyznam:

Zvysena koncentrace
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Dna - vylucovani krystall kyseliny mocové v kloubech, zvyseni je u
dnavého zdchvatu, dochazi k bolestem v kloubu, ktery je otekly,
zarudly a horky, koncentrace KM stoupa v séru i v kloubni tekutiné
Zvyseny rozpad bunék- zvySeny katabolismus purinovych bazi-
leukémie, hemolytické i perniciézni anémi

Nedostatecné vylu¢ovani KM ledvinami

Vyznam vysetfeni KM u dny

dna je vrozena porucha metabolismu purinovych bazi

u dny dochdzi ke zvysené tvorbé KM a zdroven ke snizeni jejiho
vylu¢ovani moci

koncentrace KM stoupa nejen v krvi, ale i v kloubni tekutiné, kde
dochazi k vylucovani soli KM ve formé krystall a k jejich ukladani
v okoli kloubnich pouzder (klouby jsou oteklé a bolestivé)

mnohem vice jsou postihovani touto chorobou muzi, Zeny méné
Casto se dna vyskytuje u diabetikd

dna je civilizacni onemocnéni, postihujici hlavné obyvatelstvo
v ekonomicky vyspélych zemich

|écba spocivd kromé podavani Iékl v omezeni pfijmu masa a
alkoholu

nelécena dna konci vétSinou umrtim na selhani ledvin

Obr. 36 Postizeni kloubu u Dny

10.4.1 Metody stanoveni kyseliny mocové

v soucasné dobé se doporucuji enzymové fotometrické metody
jsou specifické a poskytuji spravné vysledky
Stépeni kyseliny mocové katalyzuje enzym urikaza

Princip:

KM se oxiduje kyslikem za katalyzy enzymem urikdzou na peroxid
vodiku a allantoin

vznikly peroxid vodiku se stanovuje oxidaéni kopulaci 4 — chlor3-
metylfenolu se 4 —aminoantipyrinem za vzniku ¢ervené zbarveného
produktu

stanoveni v moci se provadi stejnym zplsobem jako v séru, moc se
vsak pred vySetfenim redi destilovanou vodou
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10.5 AMINOKYSELINY (AK)

Aminokyseliny nejsou latky odpadni, ale stavebni kameny, kterych
organismus vyuziva k tvorbé vlastnich bilkovin nebo k preméné na
jiné biologicky vyznamné slouceniny

AK jsou uhlikaté slouceniny, které vidycky obsahuji NH, a COOH
skupinu

kromé téchto funkcnich skupin mohou obsahovat i jiné skupiny,
které urcuji chemické vlastnosti kazdé aminokyseliny

Jsou to bezbarvé, krystalické latky, dobie rozpustné ve vodé,

Maji amfoterni charakter- tzn. maji ndboj podle toho, v jakém
prostiedi se pohybuji- v alkal.prostfedi se chovaji jako kyseliny,
vysledny ndboj maji zdporny, v kyselém prostiedi se chovaji jako
zasady a maji kladny naboj.

Z analytického hlediska je amfoterni povahy AK vyuzito pfti jejich
déleni a izolaci ze smési (elektrochromatografie)

Z biologického hlediska souvisi amfoterni charakter s jejich dobrou
pufrovaci schopnosti (¢eli vykyvim pH)

AK jsou schopny se vzajemné vazat peptidovou vazbou —CO-NH- za
vzniku peptidd a bilkovin

volné AK jsou za normalnich okolnosti pfitomny ve vsech télesnych
tekutinach — plazmé, moci, mozkomisnim moku, plodové vodé, potu
a v slzach

jejich koncentrace je zdavisla na véku jedince, vyZivé a zdravotnim
stavu

zdrojem AK pro organizmus je potrava a vlastni tkanové bilkoviny
tkanové bilkoviny se neustale metabolizuji a uvolnuji tak AK, které
organizmus dale vyuziva

AK, které organizmus neumi vytvofit a ziskava je pouze potravou, se
nazyvaji esencialni (nenahraditelné)

mezi esencialni AK patfi valin, leucin, izoleucin, lyzin, methionim,
fenylalanin, tryptofan

Klinicky vyznam:

Nedostatek AK

porucha rlstu a hubnuti

dédi¢né metabolické onemocnéni

Casto se vyskytuji vdétském véku a dasledkem je zpomaleny
dusevni vyvoj, poruchy rlstu, jaterni poskozeni

pfi téchto metabolickych onemocnéni chybi néktery z enzymu, ktery
katalyzuje prestavbu AK

tyto vrozené metabolické poruchy je tfeba vcas diagnostikovat a co
nejdrive zahdjit [éCbu

nejcastéjsi je fenylketonurie, kdy chybi enzym, ktery katalyzuje
preménu fenylalaninu na tyrosin- dochazi k hromadéni fenylalaninu
v organismu, k zabrzdéni vyvoje CNS a tim i trvalého poskozeni
ditéte,
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FENYLKETONURIE (1 nemocné dité na 10 000 zdravych)

jde o vrozeny nedostatek enzymu (fenylalaninhydroxylazy), ktery
katalyzuje pfeménu fenylalaninu na tyrozin (pfeména jedné AK na
druhou)

fenylalanin se hromadi v krvi a jinych télnich tekutinach

klasické priznaky se vyvijeji aZz po 6. mésici zivota!!!

zpomaluje se vyvoj CNS, dochazi ke kfec¢im a poruse pigmentace
klGze

mo¢ ditéte pachne ,po mysiné“- zplsobeno pritomnosti
fenylacetdatu (vznika z fenylalaninu)

v krvi se prokazuje zvysena hladina fenylalaninu

vmoci se prokazuje pritomnost jeho metabolitu — kyseliny
fenylpyrohroznové

dité drzi dietu — (z potravy se vylouci fenylalanin) minimalné do
dospélosti, ale i dozivotné

Obr.36 Dité s fenylketondurii

10.5.1 Metody stanoveni AK
Jednoduché chemické reakce (zkumavkové metody, diagnostické prouzky)

tyto testy jsou rychlé a levné, nejsou vSak dostatecné citlivé ani
specifické
zkoumany metabolit dava s pfislusSnym Cinidlem zabarveni

10.5.1.1 Bakteridlni inhibicni testy

bakterialni testy maji velmi jednoduché provedeni

ke screeningu (vyhledavani) fenylketonurie se uziva Guthrieho test
kapka kapilarni krve se aplikuje na filtracni papir a po jejim zaschnuti
se transportuje do laboratore

v laboratofi se ke kapce krve aplikuje bakteridlni kmen Bacillus
subtilis

v pfipadé, Ze krev novorozence obsahuje zvySenou hladinu
fenylalaninu, dojde k podpofe rlstu uvedeného bakteridlniho
kmene v okoli terciku s krvi

bakterialni kmen Bacillus subtilis tuto AK vyZaduje jako esencidlni
slozku potravy
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10.5.1.2 Chromatografické metody
a) tenkovrstevnd chromatografie — metoda vhodnad pro detekci

pomérné velkych zmén v koncentraci AK (napf. u fenylketonurie

nebo hyperglycinurie)
- jednd se o semikvantitativni metodu
- k vySetfeni se pouzivda moc nebo plazma po deproteinaci
vzorek se nanese na chromatografickou desku a ve vhodné
smési se necha délit v chromatografické vané

poté se provadi identifikace AK

b) vysokoucinnd kapalinovd chromatografie — umoZznuje kvantitativni
analyzu AK

je schopna zachytit i malé zmény jejich abnormalniho je
rychld, plné automatizované systémy umoznuji analyzovat
nékolik vzorkd najednou v priibéhu 30 -40 min.

10.5.1.3 Enzymovd stanoveni

prokazuji nedostatek ptislusného fidiciho enzymu

pouzivaji se enzymové elektrody, které jsou od zkoumaného
vzorku oddéleny membranou, ve které je zakotven enzym
aminooxidaza

produktem enzymové reakce je amoniak, ktery méni pH
zména pH se méri ampérometricky nebo potenciometricky

10.6 AMONIAK

vznikd v organizmu nepfetrzité béhem metabolismu AMK
nejvice se ho tvofiv tlustém strevé, kde se U¢inkem bakterii
deaminuji AMK pochazejici z bilkovin pfijatych potravou
amoniak je slouéenina pro organizmus nesmirné toxickd
zejména jako amonny iont (NH4")

amonny iont totiz mulZe snadno prochazet vsemi
membranami v burikach organizmu a buriky poskodit
vznikly amoniak je ze stfeva portdlnim obéhem prenasen do
jater

v jatrech dochazi k jeho preméné na mocovinu

v ostatnich bunkach se vaze amoniak na kyselinu
glutamovou za vzniku aminokyseliny glutaminu

stanoveni amoniaku se provadi u: tézkych forem akutni i
chronické hepatitidy, u jaterni cirhdzy pti podezieni na
jaterni kéma (u jaterniho kdmatu je jeho koncentrace v krvi
vysoka)

Metody stanoveni amoniaku:

nejuzivanéjsi  je enzymaticka metoda pomoci
glutamatdehydrogendzy (GLDH)

GLDH

NHs* + a-ketoglutarat + NADPH ———> glutamat + NADP* + H,0
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- pfi pfeméné NADPH na NADP*dochazi k Ubytku absorbance
pfi 340 nm

- vzorek pro stanoveni amoniaku se musi odebirat
anaerobné, uchovavat v ledu a analyza se musi provést 30
min po odbéru (koncentrace rychle klesa)

Obr.37 Amoniak

Kontrolni otdzky ®

1. Co patii mezi dusikaté Idtky nebilkovinné povahy?

2. Z jakych hodnot se vypocita globdlni clearance kreatininu?

3. Jaky je diagnosticky vyznam kreatininu?

4. Z ¢eho vznikad kreatinin?

5. Popiste stanoveni mocoviny enzymatickou reakci pomoci enzymu........
6. Vzorec pro vypocet glomeruldrni filtrace

7. Kde se nachdzi zvysend koncentrace kyseliny mocové

8. Vstfebdvd se kreatinin v tubulech ledvin?

9. Amoniak je toxicky v jaké formé?

10. Jaky musi byt odbér pro stanoveni amoniaku?

12. Co to je fenylketonurie ( ndzev chybéjiciho enzymu a zdkladni priznaky )

Misto pro doplnéni @
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11 Instrumentalni technika A.JIZEROVA
11.1 Laboratorni technika - zaklad

Anotace, abstrakt

Laboratorni pomUcky a zafizeni patfi k zakladni vybavé vsech laboratofi.

Cil kapitoly

Seznamit studenty se zakladni laboratorni technikou a pojmy nezbytné pro
uvod do instrumentdlni techniky.

Klicovad slova

Odmérné sklo, pipety, davkovace, vahy, michacky, tfepacky, centrifugy,
teploméry

11.1.1 Odmérné laboratorni sklo
Odmeérné laboratorni sklo se v laboratofi pouzivd k odmérovani rlizného
objemu kapalin.

Délime na odmérné laboratorni sklo:
e Kalibrované na wyliti — oznaceny ,V“ (ang. ,,Exclude”)
o Spravny objem kapaliny lze ziskat po jejim vyliti z nadoby
e Kalibrované na doliti — oznaceny ,D“ (ang. ,Include®)
o Spravny objem kapaliny lze ziskat po naplnéni kapaliny po
rysku

Mezi laboratorni odmérné sklo patfi:
e  Kadinky
e Odmérné valce
e Odmeérné barky

™

® @
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Obr.36 Kadinka o objemu 250ml a 600 mli

Obr.37 Odmérné valce

Obr.38 Odmérné bariky

11.1.2 Pipety

Pipety ndm slouZzi k odméfovani mensiho mnoistvi kapalin. Dfive se
v laboratofi pipetovalo Usty, ale kvili bezpecnosti a ochrany zdravi pfi préci,
byl tento Ukon zrusen. V dnesni dobé se pouzivaji pomUcky, které se nasazuiji
na pipety (balénky a pisty). Tyto pomlcky vytvareji podtlak a dochazi
k nasavani kapaliny. UmoZnuji pfesné zvoleny objem v pipeté.

Pipety délime na:

o Sklenéné — objemy 1ml, 2ml, 5ml, 10ml
e Automatické — nastaveny objemy, plastové (vicekanalové)
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Obr.39 Sklenéna pipeta

Obr. 40 Automaticka pipeta

11.1.3 Davkovace

Slouzi v laboratofi k nadavkovani presného objemu kapalin ve vétSich
sériich. Jsou nasazeny na urcitou nadobu s kapalinou. Po jejich zmacknuti
dochazi k nadavkovani tekutiny.

/ \%

| S

Obr.41 Davkovac
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11.1.4 Laboratorni vahy
Laboratornivahy se v laboratotich pouZivaji predevsim k navazeni standardi
pro specidlni metody.

RozliSujeme dva typy laboratornich vah:
e Pfedvazky — pfesnost na setinu gramu
e Analytické vahy — ptesnost na 0,1-0,01 miligramu

Obr. 42 Analytické vahy

Obr.43 Predvazky

11.1.5 Michacky a trepacky
Michacky se v laboratofi pouzivaji k urychleni pfipravy a homogenizaci
roztoku.

Trepacky se pouzivaji napt. k vytrepani tékavého rozpoustédla.

Obr.44 Trepacka

Obr.45 Rotacni michacka na zkumavky

11.1.6 Centrifugy
Odstred'ovani patfi k jednoduchym laboratornim metodam. Ma v laboratofi
rlzného vyuziti v rutinni analyze.

1. Odstranéni srazenin
2. Odstranéni bunék
3. lzolace
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4. Zahusténi bilkovin
5. Déleni smési

Slouzi k rozdéleni ¢astic pomoci odstiedivé sily. Casto jde o
urychleni sedimentace. Zatimco pfi sedimentaci se Castice rozdéluji podle
své hustoty vlivem gravitacniho zrychleni, pfi centrifugaci na né plsobi
mnohem vétsi odstfedivé zrychleni. Rozdéleni smési proto probihd

mnohem rychleji.
g {. —

Obr. 46 centrifuga EBA 12 R

11.1.7 Teploméry a monitorovani teploty

Laboratorni teploméry slouzi k monitorovani teploty v prostfedi. Patfi spolu
svahami ktzv. stanovenym méfidlim. Podléhaji zvlastnimu reZimu
kalibrace, validace a pravidelnych kontrol. V moderni laboratofi s pouZivaji
teploméry digitalni, mohou mit i zdznam na externi Ulozisté. Zaznamenavaji
jak minimalni, maximalni, ale i aktualni teplotu. PouZivaji se pro méreni
teploty ve skladech (reagencii) a v chladicich, mrazicich zafizeni.

Rozsah mérent:
e -70°C-+445°C

Obr.47 Digitalni teplomér

Kontrolni otdzky

K ¢emu se vyuziva laboratorni sklo?

Rozdil mezi predvazkami a analytickymi vahami?
Jaka méridla patfi mezi stanovend?

Druhy pipet?

el o

Misto pro doplnéni

144


https://www.wikiskripta.eu/w/Sedimentace

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu

DASTYCH, Milan. Instrumentdlni technika: obor zdravotni laborant. 2., dopl.
vyd. Brno: Masarykova univerzita, 2014. ISBN 978-80-210-7103-2.

11.2 Optické metody

Anotace, abstrakt

Optické metody jsou analytické metody, které vyuZivaji interakce
optického zareni s hmotou.

Cil kapitoly

Poskytnout studentlm zakladni informace o optickych metodach a
instrumentaci.

Klicovad slova

Spektrofotometrie, turbidimetrie, nefelometrie, luminiscence, fluorimetrie

11.2.1 Spektrofotometrie
Svétlo je druh elektromagnetického zareni. Vinova délka je vzdalenost mezi
dvéma vrcholy vin. Oznaduje se feckym pismenem A (lambda).

Lambert — Beerlv zakon
Lambert-Beer(v zakon plati pro zfedéné roztoky latek, v nichZz nedochazi
k vzdjemnému  ovliviiovani  rozpusténych  &astic, jimiz  prochazi
monochromatické zareni.

Absorbance je pfimo Umérna absorpénimu molarnimu koeficientu latky
v roztoku, koncentraci latky v roztoku a Sifce vrstvy vzorku, pres kterou
zareni prochazi.

A=£.c.ﬂ
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€ = molarni absorpéni koeficient, c= koncentrace v mol/l, |= délka vrstvy
v kyveté

Spektrofotometr

Je tvoren péti zdkladnimi ¢astmi

Zdroj zareni — zarovky s wolframovym vldknem, halogenové lampy,
deuteriova nebo vodikova vybojka

Monochromator — rozkldadd polychromatické bilé svétlo na
spektrum barev (hranol, mfizka)

Opticky systém — vstupni a vystupni Stérbina ovlada velikost a pozici
svételného paprsku, zrcadla pomahaji nasmérovat svételny paprsek
uvnitf spektofotometru

Absorpcni prostiedi — kyveta s mérenym vzorkem (rdizna velikost a
tloustka)

Detektor- je sloZen zdetekujictho zafizeni a zafizeni, které
zpracovava odezvy detektoru (fotondsobic, fotoclanek, diodové
pole)

Jednopaprskovy spektrofotometr - méri absorbanci pouze vjednom
absorpénim prostredi (kyveta se vzorkem a kyveta se slepym vzorkem)

Dvoupaprskovy spektrofotometr

Paprsek rozdélen na dvé casti (jedna cast prochazi slepym vzorkem,
druha ¢ast prochazi mérenym vzorkem)

Zrcadlo, které rotuje stfidavé usmériuje paprsek na kyvetu
s méfenym a slepym vzorkem

zdroj svétla

Stérbina
I detektor
optlcka I
mrizka kyveta

Obr.48 Spektrofometr jednopaprskovy
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11.2.2 Turbidimetrie
Optickd metoda zaloZzena na méreni prochazejiciho svétla zeslabeného
rozptylem na casticich.

V klinické biochemii je celd fada metod zaloZzenych na méreni stupné zakalu
- turbidity - a nejvyznamnéjsi z nich je soubor imunochemickych metod,
které vyuZivaji precipitacni reakce mezi antigenem a protildtkou. P¥i
turbidimetrickych mérenich je nejobtiznéjsi ziskat reprodukovatelné
suspenzi mérené reakcéni smési, ktera je dostatecné stala.

K tomu ucelu se pouZivaji ochranné koloidy (nejcastéji polyetylenglykol).

Tyndalliv efekt - jedna se o typ fyzikalniho jevu, ktery vysvétluje, jak se urcité
¢astice mohou stat viditelnymi diky skutec¢nosti, Ze jsou schopné rozptylit
svétlo, které jimi prochazi. Dochazi k rovhomeérnému rozptylu u ¢astic mensi
neZ jedna desetina vinové délky dopadajiciho zareni.

Absorpce zafeni po prichodu nehomogennim prostfedim, tj. koloidnim
roztokem nebo roztokem zakalenym jemnou srazeninou se méri
absorpcénimi fotometry a spektrofotometry.

Fotometricka citlivost je nepfimo umérna vinové délce. Proto se napfr.
specifické proteiny stanovuji pti nejkratSi vinové délce dosaZitelné
standardnim fotometrem, tj. pfi 340 nm v blizké UV oblasti.

Do stfedni UV oblasti nelze dal postupovat, i kdyby to spektrofometr
technicky umoznoval, nebot se za¢ne projevovat absorpce nezreagovanych
bilkovin, kterd muize hrubé zkreslit méfeni zakalu imunokomplexu.

U molekul velikosti vétsi nez jedna desetina a jednim ndsobkem vinové délky
zareni je maximum rozptyleného svétla smérovano dopredu.

U velkych proteinovych agregatl prevazuje rozptyl ve sméru dopadajiciho
zareni.

U turbidimetrie je detekcni zafizeni umisténo ve stejném sméru ke zdroji
svétla a mérné kyveté.

Detektor

Vzorek

Obr. 49 Turbidimetr
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11.2.3 Nefelometire
Mérenim intenzity difuzné rozptyleného svétla na dispergovanych ¢asticich.

Rozptylené svétlo vychazi z roztoku vSemi sméry (tzv. svétlo Tyndallovo) a
méri se pod uhlem, ktery je odliSny od sméru dopadajiciho zareni.

U nefelometrie je detekcni systém umistén pod dhlem 90 ° k roviné
dopadajiciho svétla a mérné kyvety.

N1/

Vzorek

Detektor

4

Obr.50 Nefelometr
Zdrojem svétla se pouZivaji halogenové nebo xenonové lampy.

Obé tyto metody se vyuzivaji v biochemické praxi predevsim ke stanoveni
bilkovin nebo detekci zakalovych metod, kde vznikd komplex antigen
protilatka, dfive také ke sledovani znecisténi ovzdusi a vod. Pro vzorky s
mensi koncentraci stanovované latky je vhodnéjsi metodou nefelometrie.

Laserovy nefelometr pouzivd jako svételného zdroje helium-neonového
laseru. Tento zdroj monochromatického svétla je mimofadné intenzivnia ma
vysoky stupen smérovosti. Laserovy paprsek prochazi pres kyvetu s
mérenym roztokem a rozptylené svétlo se sleduje detektorem nastavenym
pod Uhlem 5 az 35° (fotonkou nebo fotondsobicem).

Konvencni nefelometry pouZivaji jako svételnych zdroji Zzarovku s
halogenovou atmosférou nebo xenonovou vybojku. Optika téchto pfistroj(
obsahuje navic interferencni filtr, protoZe svételny zdroj poskytuje
polychromatické svétlo. Detektor je nastaven pod uhlem 70 az 90°, protoze
stupen smérovosti svétla z konvencniho zdroje je nizky. Nefelometry mohou
méfrit také rychlost zmény rozptylu svétla - kinetiku, ktera je pfimo umérna
rychlosti vzniku imunokomplexu antigen-protilatka.

11.2.4 Luminiscence
Luminiscence predstavuje produkci svétla atomy a molekulami, které se
nachazeji v excitovaném stavu.

Stokestiv posun — rozdil mezi vinovou délkou excitaéniho a emitujicicho
zareni.
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11.2.4.1 Fluorimetrie

Pfi fluorimetrickych stanovenich se vyuziva jevu, kdy v nékterych latkach po
ozafeni dostatecné energetickym zdrojem svétla (excitaéni zafeni)
vznika fotoluminiscence. Latky pritom vyzafuji (emituji) svétlo, jehoz
intenzita je pfimo umérna koncentraci fluoreskujici slouceniny. PFi excitaci
se molekuly dostanou na wvyssi energetickou hladinu a pfi navratu do
zakladniho stavu se Cast energie vyzafi také ve formé tepla. Proto m3d
emitované zareni fluoreskujicich sloucenin vidy vyssi vinovou délku (tj.
méné energie) nez excitaCni zafeni, vyvolavajici fotoluminiscenci.
Fluoreskujici slouceniny jsou Casto citlivé na malé znény pH, polarity, na
pfitomnost oxidacnich Cinidel nebo zhasedel fluorescence.

Zakladni konstrukce fluorimetrd sestava ze zdroje zafivé energie, dvou
optickych separacnich prvk(l a detektoru. Zdrojem zareni jsou nejcastéji
halogenové zarovky a xenonové vybojky. Svétlo ze zdroje prochazi bud
interferen¢nim filtrem nebo mftizkovym monochromatorem. Déle prochazi
kyvetou s roztokem méreného vzorku a emitovana fluorescence se méfi
pod uhlem 90° (pti méreni v mikrotitracnich destickach je jiné usporadani),
kdy po priachodu filtrem nebo po difrakci reflexni mrizkou dopada
emitované svétlo vybrané vinové délky na fotondsobic.

Zdroj svételného zareni je xenonova vybojka. Kyvety jsou z kfemenného
skla. A detektor se pouzivd fotondsobic.

MONOCHROMATOR.

————————————————————— t N —
SEEUNDAENI FILTE

| | MONOCHROMATOR

|

|

! I

|

|ZDROT |?|PRIMARNE FILTR  |*| VZOREK i Emisni opficky systém
! I

| }

|

Obr.51 Fluorimetr

11.2.4.2 Chemiluminiscence

Chemiluminiscence se lisi od ostatnich luminiscencnich jevill tim, Ze excitace
foton( je vyvolana chemickou reakci, ktera probéhne bud po nastfiku
syntetizovaného cinidla, nebo se pouZije biologickd substance (enzym
luciferdza ze svétluSek - chemiluminiscenéni varianta se oznacuje
jako bioluminiscence), nebo se k aktivaci ¢inidel vyuziva oxidace na anodé a
technika se nazyva elektrochemiluminiscence.

Pro chemiluminiscencni reakci musi byt splnény tfi zakladni pozadavky:
1. Pti reakci musi vznikat dostatek energie, aby doslo k excitaci elektrond.
Proto musi byt reakce exotermni a obvykle je to oxidace.
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2. Musi existovat zpUsob jak tuto energii usmérnit do excitace elektrond.
Jestlize se chemicka energie ztraci ve formé tepla jako obvykle, pak se
chemiluminiscence neobjevuje.

3. Excitovany produkt musi byt schopny ztracet svoji energii bud ve formé
fotonu, nebo ji prevadét na fluoreskujici slouceniny.

PFima emise fotonu z excitovaného produktu obvykle poskytuje kratké
zablesky svétla, zatimco transfér energie na fluoreskujici slouceniny se
vétSinou projevuje jako dlouhodobd (v minutdch) svételna emise.

Pfistrojové vybaveni pro tuto techniku je pestré: od jednoduchych
luminometrd aZ po vysoce automatizované chemiluminiscencni analyzatory,
ve kterych se provadi imunochemické reakce s chemiluminiscencni detekci.
Standardni luminometry se do urcité miry podobaji fluorimetriim.

Pfed mérici kyvetou ovsem nemaji Zadny zdroj svétla ani filtr. Usporadani za
kyvetou odpovida fluorimetrim (filtr, fotonasobic).

Témér vSechny luminometry maji také nastfikovaci zafizeni, protoze u
zableskové chemiluminiscence je nutné provést méreni ihned po nastriku
reagencii.

Nékteré luminometry méfi luminiscenci v mikrotitracnich destic¢kach.

11.2.5 Vertikalni spektrofotometrie
Vertikdlni fotometrie je specifické pristrojové usporadani vyuZzivajici principu
absorpcni fotometrie.

Vertikdlni fotometry maji jeden zdroj svétla (Zarovku), sadu filtr(i a fotonku
jako detektor. Zatimco u klasické absorpéni fotometrie prochazi paprsek
kyvetou kolmo ke svislé ose (horizontalné), pfi vertikalni fotometrii prochazi
kyvetou vertikalné.

Pfistroje tohoto typu jsou uréeny k méreni roztokl v mikrotitracnich
destickach, poptipadé stripech (tj. prouzcich s osmi mikrotitraénimi
jamkami).

Také denzitometry pro kvantitativni hodnoceni elektroforegraml na
prihlednych nosicich pracuji na principu vertikalni fotometrie. Jednoduché
vertikalni fotometry nemaiji jiné vybaveni nez Zarovku, filtr a fotonku a na
mikrotitracni desti¢ce méfi postupné vsechny jamky jednu po druhé.

Sofistikovanéjsi pfistroje jsou vybaveny sklenénymi vlakny, svétlovody,
které privadéji svétlo ze zdroje do osmi nebo vice jamek najednou, a dalSimi
svétlovody, které proslé svétlo odvadéji k detektoru. Elektronicky se prepina
signal z jednotlivych svétlovodl na registracni fotonku. Ve zlomku sekundy
se tak zméfi celd fada jamek, mikrotitracni desticka se posune a mulze se
méfrit fada nasledujici. Tento zplsob méreni je velmi rychly a umoznuje
zméfrit celou mikrotitracni desticku (tj. 96 jamek) za 5 s.

150



Pti vertikalni fotometrii zavisi dosazené vysledky méfeni pouze na presnosti
pipetovani kalibrator(i, kontrolnich materidld a vzorkd. Mikrotitracni
desticka nebo strip, uréené k méreni, maji vzdy konstantni plochu kruhové
zakladny a pro stejnou koncentraci je konstantni soucin absorbance a délky
optické drahy roztokem.
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Obr. 52 Mikrotitracni desticka

11.2.6 Reflexni spektrofotometrie

PFfi této technice se sleduje odrazené zareni od homogenné zbarvené
podlozky. Reflexni fotometry se pouZivaji pro kvantitativni vyhodnoceni
reakci probihajicich na pevné fazi se suchymi ¢inidly po jejich aktivaci vodou
obsazenou v méfeném vzorku. Na principu reflexni fotometrie jsou také
zaloZzeny denzitometry pro kvantitativni hodnoceni chromatogram( na
tenké wvrstvé (viz dale) nebo obarvenych elektroforeogrami na
neprihlednych nosicich. Matrice pro sucha ¢inidla v systémech tzv. "suché
chemie" molzZe byt dvojiho druhu: bud se jednd o impregnovana

vlakna anebo o vicevrstvy film. Obé skupiny matric vyhodnocujeme reflexni

fotometrii, ale pristrojové usporadani se zasadné lisi.

Prouzky z impregnovanych vldken dokonce umoziuji vySetfovat celou fadu
analyt( z plné krve. Zdrojem svétla je svétlo emitujici dioda nebo nékolik
diod, kdyzZ je zapotrebi nékolika vinovych délek, nebo xenonova vybojka (v
tom pfipadé je nutno pouzit vidy vhodny interferenéni filtr). Vzhledem k
tomu, Ze svételny vytézek odrazeného svétla je pomérné maly, pouZiva se
bily kulovy reflektor - Ulbrichtova koule - ktery fokusuje veSkeré odrazené
svétlo z reagencniho policka impregnovaného vlakna na fotonku.

Vicevrstvy film predstavuje na rozdil od impregnovanych vldken homogenni
matrici a reflexni fotometrie provadéna timto zplsobem m(zZe pfi vysoké
automatizaci poskytnout vysledky srovnatelné s absorpcni fotometrii v
roztocich. Zdrojem svétla je Zarovka s halogenovou atmosférou. Svétlo

selektované interferencnim filtrem dopada na film, prochazi absorpéni

vrstvou, odrazi se od reflexni podlozky, opét prochazi absorpcni vrstvou a
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dopada na fotonasobic. V tomto pfipadé se nepouZziva reflektor (Ulbrichtova
koule), ale mnohem citlivéjsi detektor - fotonasobic.

11.2.7 Plamenova emisni spektrofotometrie
Pfi této technice se méfi intenzita zbarveni plamene. K emisi zareni
charakteristické vinové délky dochazi pfi navratu elektronl z excitovaného
stavu (vyvolaného plamenem) na plvodni drahy.

Plamenové fotometry pouzivané v klinické biochemii jsou konstruované
zpravidla pro paralelni stanoveni koncentrace sodnych a draselnych iontl v
séru nebo moci.

Mohou byt vyuzity i pro analyzy lithia (monitorovani lithnych psychofarmak).

U béZnych plamenovych fotometrd je palivem propan, ktery ve smési se
vzduchem poskytuje teplotu 1930 °C.

Nékteré plamenové fotometry pouzivajici palivo acetylen-vzduch maji
vyhtevnéjsi plamen (2300 °C) a umoZiuji tak i stanoveni vapenatych iont(.

Roztok analyzovaného vzorku se pfivadi do bezbarvého plamene ve formé
jemné mlhy, ktera se vytvari v pneumatickém zmlzovadi - atomizéru.

K izolaci spektralnich ¢ar se pouziva interferencnich filtrl a jako detektor
intenzity emitovaného svételného toku slouZi fotonka. Pro zajisténi
konstantnich podminek méfreni se ve vSech plamenovych fotometrech
pouZziva vnitini standard, kterym je roztok LiCl nebo CsCl a pro stanoveni
lithia KCI, a ktery se ve znatném mnozstvi pfidava ke kalibracnimu i
zkoumanému roztoku. VZdy se méfi soucasné spektralni linie stanovovaného
kovu a kovu vnitfniho standardu. Timto zplsobem se kompenzuje vliv zmén
tlaku plynné smési a viskozity roztoku.

V pripadé vysokych koncentraci bilkovin a lipidd v séru jsou vysledky méreni
koncentrace iontli plamenovou fotometrii niz$i nez namérena aktivita
ionselektivnimi elektrodami, hovofi se napf. o pseudohyponatrémii.

Je to zplUsobeno tim, Ze ¢ast objemu rozhodného pro vypocet koncentrace
je obsazena bilkovinami a lipidy, takZe i kdyz se aktivita ve zbylém vodném
objemu nezménila, bude koncentrace v celkovém objemu niZsi.

Dnes se zda, Ze vyvoj plamenovych fotometr( je uz uzavieny a to presto, ze
nékteré pristroje jsou zna¢né automatizované a sofistikované. Plamenovy
fotometr se obtizné zarazuje do vybaveni automatického analyzatoru a
vyzaduje dodrzovani specifickych bezpecnostnich predpist. Navic u pacient(
v tézkych stavech (napf. pfi dehydrataci) mohou vysledky, jak bylo vyse
uvedeno, zkreslovat skutecny stav aktivity iontd v organismu.

{ 3 ~zni < 2lektro~
sudici ai rrzni detek :>‘\L\_M.~
budici dispex —

d zatizeni tor nika
zdroj zarizen

Zéakladni schéma optické emisni spekiromelrie
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Obr.53 Opticka emisni spektrometrie

11.2.8 Atomova absorpcni spektrofotometrie

Je to optickd metoda zaloZzena na méreni absorpce elektromagnetického
zareni v ultrafialové a viditelné casti spektra. Atomizace vyZaduje teplotu
2000 az 3000 °K. Volné atomy stanovovaného prvku, v klinické biochemii
nejcastéji Ca, Mg a ddle Cu, Zn, popfipadé Fe a jiné, absorbuji vyhradné
zareni takovych vinovych délek, které mohou samy vyzarovat. Paprsek svétla
vhodné vinové délky prochazi plamenem, do ného? je rozprasovan vzorek,
nebo je veden pres elektrickou pec (tzv. bezplamenova verze), do které se
zavadi vzorek.

Zakladni ¢asti atomového absorpcniho spektrofotometru jsou zdroj zareni,
absorpcéni komora, monochromator a detektor.

Zdrojem zareni je pfi stanoveni netékavych kovd dutd katodova vybojka
(katoda je z kovu, pro ktery je lampa uréena).

V plamenové verzi je vzorek rozprasovan tryskou do mlzné komory a proudi
spolecné s palivem (acetylén-vzduch) pres horak do laminarniho plamene.

Bezplamenové elektrotermické atomizatory pracuji ve trech teplotné
odliSnych krocich: napfed se vzorek z odporové vyhtivané podlozky
(nejcastéji grafitové) v elektrické peci odpafi, poté se odstrani tékavé latky
pyrolyzou, a nakonec se provede atomizace.

K izolaci analyzované spektrdlni ¢ary od ostatnich ¢ar zdroje zareni se
pouzivd monochromator (mfizka) a k detekci fotonasobic.

Soucasné Spickové pristroje umoznuji automatickou volbu analyzovaného
prvku (véetné vsech potfebnych analytickych parametrl) a vzorky jsou
odebirdny automaticky z podavace vzorka.

V klinické biochemii jsou tato zafizeni malo rozsSifena, protoZe jsou nakladna
a pokryvaji pomérné uzky sortiment vysSetreni.

Jisty pocet téchto pfistrojl v oboru je ovsem nezbytny, protozZe stanoveni
vétsiny stopovych prvkl (zejména Cu a Zn) nelze spolehlivé provést jinym
dostupné;jsim zplsobem.

/plamen f,térbma detektor
3 4 ot T monochromator
ampa s dutou Acetylen, vzduch,
kolonou el
Obr.54 AAS s plamenem
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Obr.55 AES bez plamene

Obr.56 Grafitova kyveta

Kontrolni otdzky ®

Co je AAS?
Rozdil mezi turbidimetrii a nefelometrii?
Lambert-Beertv zakon?

Rozdil mezi jednopaprskovym a dvoupaprskovym
spektrofotometrem?

Misto pro doplnéni @
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DASTYCH, Milan. Instrumentdlni technika: obor zdravotni laborant. 2., dopl.
vyd. Brno: Masarykova univerzita, 2014. ISBN 978-80-210-7103-2.
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11.3 Elektrochemické metody

Anotace, abstrakt

Elektrochemické metody patfi ke klasickym analytickym metoddam
vyuzivanym pro méreni fyzikalné-chemickych veli¢éin a na urcovani
koncentrace sledovanych latek. Zakladni podminkou elektrochemické
metody je, Ze stanovovand latka musi mit charakter iontu nebo amfolytu,
tedy latky schopné prendset elektricky naboj.

Cil kapitoly

Poskytnout studentlm zakladni informace o elektrochemickych metodach a
instrumentaci.

Klicova slova

Potenciometrie, ISE, polarografie, coulometrie, konduktometrie

11.3.1 Potenciometrie
Elektrochemicka metoda, pfi které se méfi rozdil potencialG (napéti) mezi
dvéma elektrodami, se nazyva potenciometrie.

Jedna z elektrod pracuje jako referencni (srovnavaci) a ma konstantni
potencial, ktery nezdvisi na sloZzeni méreného roztoku.

Druha elektroda je oznacovana jako indika€ni (mérna) a jeji potencial zavisi
na aktivité méreného analytu ve zkoumaném roztoku.

Napéti mezi obéma elektrodami se méfi digitalnim voltmetrem.
Elektrochemické reakce probihaji témér vyhradné na povrchu elektrod.

Jde tedy o reakce heterogenni, kde velmi zalezi na povrchu elektrod, ktery
musi byt dostatecné stdly a reprodukovatelny.

Biologické tekutiny jsou sloZité systémy a obsahuji celou fadu povrchové
aktivnich latek, takZe je to technicky dost obtizné.

wohmer

fluaridewva iontove selektivai
wlektroda

nasycena kalomelova
whoktroda I.-—

Obr. 57 Stanoveni Fluoridi ISE elektrodou
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11.3.1.1 ISE (iontové selektivni elektrody)
PFi pouziti iontoveé selektivnich elektrod (ISE) rozeznavame dva typy metod.

Nepfimé metody, kde je vzorek vkladan do méfici kom(rky s dosti velkym
obsahem diluentu o vysoké iontové sile.

Jestlize se méreni provadi bez fedéni, hovofime o pfimé metodé. V tomto
pfipadé lze pracovat i s plnou krvi z kapilary, podobné jako pti stanoveni
parametrd acidobazické regulace.

V klinické biochemii se pouZivaji tfi zakladni konstrukce ISE: ponorné,
pritocné a suché elektrodové systémy (slidy).

Citlivou membranu tvofi anorganicka sal (napf. chloridova elektroda),
sklovina (pH elektroda), polymerni matrice nebo iontoménicovy roztok,
nasakly do vhodné pérovité struktury (tzv. kapalna membrana).

Komeréné dostupné pfistroje pouzivaji ISE pro stanoveni sodnych,
draselnych, lithnych, vapenatych, hore¢natych a amonnych kationt( a pro
oxid uhlicity.

K méreni oxidu uhli¢itého se pouzivd sloZzena elektroda; jednd se o
sklenénou elektrodu, ktera je od méreného prostredi oddélena membranou
propoustéjici CO,.

Difuzi oxidu uhli¢itého do tohoto prostfedi vznikd ve vodném prostredi
disociovana kyselina uhli¢itd a mnozstvi vzniklych protond je stanoveno pH
elektrodou. Jako referencni elektroda je témér ve vSech pfipadech
pouzivana Ag/AgCl elektroda.

VSechny ISE jsou elektrody s velkym odporem a presnost jejich méreni zavisi
na citlivosti voltmetru.

PFi stanoveni v moc€i se musi vzorky vzdy redit diluentem s velkou iontovou
silou, aby se kompenzoval vliv kolisani iontové sily v samotném vzorku moce.

Soucasné ISE analyzatory jsou vybaveny podavacem vzork(, dokonalym
proplachovacim zafizenim a moZnosti automatické rekalibrace.
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Obr.58 Schéma sklenéné elektrody

11.3.1.2 Enzymové elektrody

Podstatou konstrukce enzymovych elektrod je prediazeni membrany s
imobilizovanym enzymem (napf. uredzou pro stanoveni mocoviny nebo
glukdzaoxidazou pro stanoveni glukdzy) pred vlastni elektrochemické cidlo.

Stanovovany substrat difunduje do enzymové membrany, kde reaguje s
imobilizovanym enzymem na produkt, ktery se pak deteguje
potenciometricky nebo ampérometricky.

|_\ 1. Pt-Ir dratek zapojeny jako anoda (+)

2. Ag-katoda, pokryta vrstvou AgCl tvofi referentni argentchlondovou elektrodu (-)
— 1 3. gel obsahuwici CI°

4. membrana s kovalentné imobilisovanou glukosaoxidasou

Obr.59 Enzymova elektroda

Biosenzory

Jako biosenzory jsou oznacovany enzymové elektrody zalozené na pfimém
prenosu elektrond. V tomto pripadé se mediator vyuziva pro spojeni enzymu
s elektrodou.

Enzym je nemozné redukovat (oxidovat) pfimo na elektrodé, protoze by

dochazelo k denaturaci jeho proteinové casti a tim by se cely proces velmi
zpomalil a stal by se ireversibilnim.
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Obr.60 Glukozovy biosenzor

11.3.2 Polarografie
Pfi této elektrochemické metodé mérime intenzitu proudu ampérometricky
pfi konstantnim vnéjsim napéti (potencialu).

Na tomto principu je zalozena Clarkova elektroda, ktera slouzi ke stanoveni
mnozstvi kysliku.

Kyslik rozpustény ve vzorku nebo v pufru difunduje pres hydrofobni
membranu propustnou pro plyny ke katodé, kterd je obvykle z platiny.

Jako anoda slouzi Ag/AgCl elektroda.

V klinické biochemii se s Clarkovou elektrodou setkdavame nejcastéji u
acidobdazickych analyzatord, kde se pouzivd k méreni parcidlniho tlaku
kysliku a v nékterych analyzatorech glukdzy, kde se touto elektrodou sleduje
ubytek kysliku v glukdzaoxidazové reakci.

Au (Pt) elektroda

I/ zatavena ve skle

| Ag / AgCl elektroda

elektrolyt

membrana propustna
pro kyslik

=
=
o
i
=
=
-
--------------

Obr.61 Clarkova elektroda

11.3.3 Coulometrie

Coulometrie je metoda zalotend na méreni ndboje potfebného k Uplnému
vylouceni, rozpusténi nebo jiné preméné stanovované latky na pracovni
elektrodé.

Coulometrickou analyzu lze provadét za konstantniho potencialu, hovorime
o potenciostatické coulometrii, nebo za konstantniho proudu, potom se
jednd o coulometrickou titraci.

Coulometrické titrace se dale déli na primdrni a sekundarni.
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V nasi praxi se pouziva coulometrie za konstantniho proudu.
Tento postup se pouziva pouze ke stanoveni chloridd.

Stanovovana latka reaguje s Cinidlem vzniklym na jedné z elektrod ve
vhodném elektrolytu.

Reakce musi probihat se 100 % proudovym vytézkem a ¢inidlo musi reagovat
rychle.

Napt. stfibrnd anoda vyviji Ag*ionty, které s chloridovymi ionty vytvareji
srazeninu AgCl. Referencni elektroda je merkuro-sulfatova. Konec titrace (tj.
vysrazeni vSech chloridovych iontd) se indikuje potenciometricky dalSimi
dvéma elektrodami.

Podle délky titrace (t) se pfi konstantnim proudu (I) uréi naboj (Q) dle
vztahu Q =1.t a tomu odpovidajici mnozstvi titrované latky.

HHI—=]

zdroj proudu regulator proudu

ampenneir

detektor
koncoveho
bodu
- N
pracovii pomocna
elektroda elektroda
indikacni
elektrody

Obr.62 Schéma zapojeni coulometrické titrace

11.3.4 Konduktometrie
Konduktometrie je elektroanalyticka metoda zaloZzena na méreni vodivosti
elektrolytd ve vodé ¢i jiném rozpoustédle.

Jednotkou vodivosti je Siemens [S].

Hodnota vodivosti zavisi na mnoZstvi iontd v roztoku obsazenych a na jejich
pohyblivosti.

Vodivost méfime kontuktometrem vybavenym sondou se 2 platinovymi
elektrodami (povrch 1 cm?, vzdalenost 1 cm).
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DuleZitym parametrem konduktivity je kapacita sondy C.

C - kapacita sondy [S_cm'l]
¥ - vodivost
G - vodivost naméfena kondulktometrem

Ty

n

u
nooass |
aningast ) Conbertty | |
)]
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——y

Obr.63 Konduktometr se sondou

Kontrolni otdzky

1. Co je metoda konduktrometrie?
2. Clarkova elektroda?
3. Princip polarografie?

Misto pro doplnéni

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu

DASTYCH, Milan. Instrumentdlni technika: obor zdravotni laborant. 2., dopl.

vyd. Brno: Masarykova univerzita, 2014. ISBN 978-80-210-7103-2.
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11.4 Elektroforetické metody

Anotace, abstrakt

Elektroforéza je analytickd metoda zaloZend na rozdilné pohyblivosti ¢astic
latky v elektrickém poli, ktera zavisi na velikosti naboje, velikosti molekul,
jakoz i na vlastnostech prostredi.

Cil kapitoly

Poskytnout studentlm zakladni informace o elektroforetickych metodach a
instrumentaci.

Kli¢ova slova

Elektroforéza, izotachoforéza, izolelektrickd  fokusace, kapildrni
elektroforéza

11.4.1 Zbénova elektroforéza
Jde o nejrozsitené;si elektroforetickou metodu.

VyuZiva jako nosice acetylceluldzu, nebo riizné gely (agarovy, agarézovy
nebo polyakrylamidovy).

Pro kvalitu separace jsou rozhodujici:

- homogenita a velikost elektrického pole

- homogenita a velikost pdrl nosice a jeho fyzikalné-chemické vlastnosti,
- pH pufru, jeho iontova sila a pfipadné interakce se vzorkem.

PFi déleni na acetylcelulézovych féliich dochazi k distribuci prevazné podle
velikosti ndboje. K déleni se v elektroforetické vané pouziva napéti 10 - 30
V/cm, intenzita proudu do 0,3 az 0,5 mA/cm a elektroforéza trva 15 - 30
minut.

Po ukonceni déleni se jednotlivé slozky fixuji a barvi.

Pak se fdlie odbarvi, ptip. zprasvitni a vysusi. Pfi praci s agarem (smés
polysacharid( agardzy a agaropektinu) anebo s purifikovanou agardzou se
postupuje podobné.

PouZiti agaru ma relativni nevyhodu v tom, Ze jeho vldkna obsahuji fadu
fixnich disociovatelnych skupin, které za alkalického pH nesou negativni
naboj.

To se projevuje elektroendoosmadzou, tedy tokem pufru smérem ke katodé,
tj. proti sméru déleni napt. vétSiny sérovych bilkovin. To muizZe pfi
elektroforéze dokonce vyvolat zpétny pohyb nékterych frakci, takZze misto k
anodé se "pohybu;ji" ke katodé.

Pti elektroforéze na polyakrylamidovém gelu (PAGE) se latky déli nejen na
zakladé elektrického naboje, ale i podle velikosti molekul.

@
S
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Efekt molekulového sita se zesili v polyakrylamidovém gelu s gradientem
hustoty.

V tomto usporddani se ve sméru pohybu délenych latek zvysSuje koncentrace
akrylamidu, a tim se zmensuje pFi polymeraci velikost ok sité.

V mistech zastaveni pohybufrakce se vytvofi linie, aprotose tento typ
elektroforézy nazyva diskova.

RozliSovaci schopnost tohoto typu elektroforézy je mnohem vyssi nez u
predchozich nosicl. Jestlize se k polyakrylamidovému gelu pfida laurylsiran
sodny (dodecylsulfat sodny, SDS), maji vSechny molekuly témér stejny
elektricky naboj a déli se jen podle velikosti svych molekul.

Vyhodnoceni obarvenych elektroforeogrami se provadi
na densitometru tak, Zze se elektroforeogram automaticky posunuje nad
Stérbinou, kterou prochdazi svétlo zvolené vinové délky (z Zarovky s
halogenovou atmosférou, svétlo emitujici diody nebo vyjimecéné i laseru).

V misté frakci dochazi k ¢astecné absorpci zareni. To se projevi pfi jeho
dopadu na d¢idlo (fotonku, fotonasobi¢) a prevodu signdlu na analogovy
zaznam elektroforeogramu.

Po zpracovani integratorem ziskdme Ciselné vysledky jednotlivych
elektroforetickych frakci. Tento zplsob je ¢asty pfi rutinnich elektroforézach
sérovych bilkovin, kdy na jedné podloZzce mUzZe byt soucasné i nékolik desitek
elektroforeograma.

Po ukonceni snimani prvniho elektroforeogramu se méfend deska
automaticky posune a mize se vyhodnocovat dalsi draha.

W,

Obr.64 Z6énova elektroforéza

11.4.2 l1zoelektricka fokusace
Od predchozich technik se izoelektricka fokusace lisi tim, Ze déleni probiha
v gradientu pH, ktery se méni rovhomérné od kyselé do alkalické oblasti (u

evvs

Gradientu se dosahuje pomoci amfolyt(, tj. elektrolytl, obsahujicich smési
organickych latek se skupinami -NH; a -COOH), které se ve stejnosmérném
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elektrickém poli sefadi podle velikosti svého izoelektrického bodu (pl) a
vytvofi tak gradient pH.

Izoelektricky bod je hodnota pH, pfi niz je pro danou latku vyvazen pocet
kladnych a zapornych nabojl, takZze se molekula jevi navenek jako
elektroneutralni.

Pti izoelektrické fokusaci je nosicem agarézovy nebo polyakrylamidovy gel.
Metoda se pouZiva zejména pro déleni izoenzymd.

Pfednosti je vysoka ostrost déleni (rozliSovaci schopnost), nevyhodou je pak
vys$si cena amfolytovych pufrd a zdlouhavost metody.

Obr.65 lzoelektricka fokusace

11.4.3 Izotachoforéza
Je to analytickd metoda pro déleni kationtd a aniont(i ve stejnosmérném
elektrickém poli podle jejich rozdilnych pohyblivosti.

U izotachoforézy je vzorek umistén mezi dva razné elektrolyty s odliSnou
pohyblivosti iontl. Na cele se pohybuje vedouci elektrolyt, ktery musi mit
vétsi pohyblivost neZz kterykoliv z kationtl resp. aniontl (podle typu
izotachoforézy) obsazenych ve vzorku.

Na konci kapilary je koncovy elektrolyt, ktery ma mensi pohyblivost nez
kterykoliv z kationtd resp. aniontll (podle typu izotachoforézy) obsazenych
ve vzorku. VSechny ionty se pak kapildrou pohybuji stejnou rychlosti k
opacné nabitym elektroddm, avSak budou sefazeny podle svych
pohyblivosti. Po urcité dobé jednotlivé slozky vytvareji ostfe oddélené zony
sefazené tésné za sebou.

To, Ze se pomalejsi ionty pohybuji stejné rychle jako ionty pohyblivéjsi je
mozné diky tomu, Ze v kazdé zdéné je jiny gradient potenciadlu, ktery
je nepfimo umérny vodivosti roztoku v zéné.

Na konci kapildry je umisténé Cidlo detektoru, které méri vodivost nebo
absorpci UV svétla dané vrstvy.
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Naméreny signdl se pak prevede na analogovy zapisova¢ a muiZe byt
vyjadien také v Ciselné formé. Pfi izotachoforéze pracujeme s vysokym
napétim (az 35 kV).

Prednosti izotachoforézy je rychlost provedeni (nékdy postacuji 4 minuty) a
ostrost déleni.

Timto zpUsobem lze stanovit nékolik aniontd (nebo kationtd) soucasné.

V klinické biochemii se timto zplsobem stanovuji hlavné anionty (laktat,
pyruvat, ketokyseliny aj.)

11.4.4 Kapilarni elektroforéza

Provadi se v tenkych sklenénych kapilarach (svétlost 0,1 mm) dlouhych az 1
m, které mohou byt plnény polyakrylamidovym gelem (PAA) nebo
analytickym pufrem.

Pti praci s PAA je princip déleni stejny jako u zonové elektroforézy.

V ptipadé pouziti analytického pufru se obvykle pouziva fosfatovy pufr a
vySSi napéti.

Detekce frakce se na rozdil od zénové elektroforézy provadi UV absorpénim
detektorem nebo detektorem diodového pole.

Kapilarni elektroforéza je rychla, ma vysokou rozliSovaci schopnost a nizkou
spotfebu vzorku.

Stupen automatizace je znacny, soucasti zafizeni mUZe byt automatické
davkovani, nékolikandsobny nastfik, vyména nebo doplnéni pufru, zména
polarity, program napéti a tlaku a sbér frakci.

V klinické biochemii se kapildrni elektroforéza pouzivd dosud omezeng,
hlavné pfi diagnostice metabolickych poruch a subfrakci imunoglobulin(.
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Obr. 66 Kapilarni elektroforéza
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Kontrolni otdzky ®

1. Co je metoda kapilarni elektroforéza?
2. Princip izotachoforézy?
3. Princip izoelektrické fokusace?

Misto pro dopinéni @

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu ®

DASTYCH, Milan. Instrumentdlni technika: obor zdravotni laborant. 2., dopl.
vyd. Brno: Masarykova univerzita, 2014. ISBN 978-80-210-7103-2.

11.5 Fyzikalni metody

Anotace, abstrakt

Metody zaloZzené na méreni fyzikalniho jevu.

Cil kapitoly @

Poskytnout studentlim zdkladni informace o fyzikdlnich metodach a
instrumentaci.

Klicovad slova @

Osmometrie, onkometrie
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11.5.1 Osmometrie
Tlak rozpusténych, zejména nizkomolekularnich latek a iontl v roztoku
oddéleném polopropustnou membranou od samotného rozpoustédla se
nazyva osmoticky tlak.

Osmoticky tlak je pfimo Umérny celkovému poétu rozpusténych nebo
disociovanych castic. Pokud latka disociuje, je kazda jeji disociovana cast
osmoticky aktivni ¢3astici.

Nedisociovana latka predstavuje jen jednu osmoticky aktivni ¢astici. Latkova
koncentrace osmoticky aktivnich ¢astic v 1 kg rozpoustédla se oznacuje
jako osmolalita (mmol/kg). Méfeni osmolality se nazyva osmometrie.

V laboratorni praci se pouzivd nepfimé méreni osmotického tlaku. Vychazi
se z mérfeni téch vlastnosti roztokl, které se méni v zavislosti na zméné
osmolality.

V klinické biochemii se pouZivaji dva typy osmometrd. Prvni typ
vyuziva snizeni teploty tuhnuti roztoku v zavislosti na koncentraci ¢astic v
roztoku (kryoskopie).

Osmometry musi byt vybaveny velmi citlivym teplomérem (s rozlisitelnosti
tisiciny °C), protoze snizeni teploty tuhnuti je velmi malé (pfiblizné 0 0,5 °Cv
séru).

Druhy typ sleduje sniZzeni tenze par rozpoustédla nad roztokem (zvyseni
teploty varu, ebulioskopie), resp. snizeni rosného bodu par nad roztokem v
zavislosti na koncentraci ¢astic v roztoku pomoci termoelektrického
hygrometru.

Osmometry mohou byt vybaveny podavacem vzorkd a automatizovany.

Rozhodujici pro osmolalitu biologického vzorku je koncentrace sodnych
iontd, mocoviny a glukdzy. V pripadé, zZe neni k dispozici osmometr, Ize
osmolalitu orientacné vypocitat takto:

OSM (mmol/kg) = 2* sodny iont + glukéza+ urea

™~ kapilara

.Cisté |
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Obr.67 Méreni osmotického tlaku
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11.5.2 Onkometrie

Koloidné osmoticky tlak plazmatickych bilkovin se nazyva onkoticky tlak. K
méreni se pouzivd polopropustna membrdna, ktera oddéluje tekutiny o
rtzné koncentraci vysokomolekularnich latek.

Principem méreni onkotického tlaku onkometrem je sledovani rozdilu tlaku
mezi referenéni komUrkou a komlrkou s mérenym vzorkem, které jsou
oddélené polopropustnou membranou, pomoci indikatoru tlaku.

Vystupni signdl z indikatoru tlaku je zesilen a prfeveden na zakladé kalibrace
pfimo na jednotky tlaku [kPa].

Onkometry se v klinické biochemii pouzivaji vzacné a vétSinou byvaji soucasti
pristrojové vybavy jednotek intenzivni péce a ARO.

Kontrolni otdzky ®

1. Coje osmometrie?
2. Vzorec pro vypocet osmolality?

Misto pro doplnéni @

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu @

DASTYCH, Milan. Instrumentdlni technika: obor zdravotni laborant. 2., dopl.
vyd. Brno: Masarykova univerzita, 2014. ISBN 978-80-210-7103-2.
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11.6 Chromatografické metody

Anotace, abstrakt

Chromatografii se rozumi analytickd technika bézné pouzivand pro oddéleni
smési chemickych latek na jednotlivé slozky, které pak mohou byt dale
analyzovany. Existuje mnoho typlu chromatografie, napf. kapalinova
chromatografie, plynova chromatografie, ionexova chromatografie, Ci
afinitni chromatografie, ale vSechny pouZivaji stejné zakladni principy.

Cil kapitoly

Poskytnout studentlim zakladni informace o chromatografickych metodach
a instrumentaci.

Kli¢ova slova

TLC, HPLC, GC

11.6.1 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Pfi téchto postupech se vyuziva principu rozdélovaci, adsorpcni, ionexové
(vyména iontd) i afinitni (specificka vazba latek na ligand, navazany na nosic)
chromatografie.

Pfed plotnami pfipravovanymi v laboratofi se dnes davd prednost
pramyslové vyrabénym hlinikovym féliim s litym silikagelem nebo oxidem
hlinitym.

Vzorky se nanaseji pipetou a vyvijeji se v chromatografické vané (komore) v
soustavé rozpoustédel.

Je moiné pouZit i dvourozmérné tenkovrstevné techniky, kdy se
chromatogram po dobéhnuti ¢ela rozpoustédla na konec desky vysusi, deska
se otoCi o 90° a provede se chromatografie v kolmém sméru s jinou
soustavou rozpoustédel.

Detekce muZe byt destruktivni (reakce s H.SOs, KMnQ4, K;Cr,0;) nebo
nedestruktivni (UV svétlo, pfechodna absorpce par jodu).

V soucasné dobé se také pouziva vyraz "vysoce ucinna chromatografie na
tenkych vrstvach" (HPTLC) pro komeréni desky s velmi tenkou vrstvou
silikagelu s malou velikosti ¢astic (do 10 um), které umoZiuji podstatné
ucinnéjsi déleni.

V klinické biochemii se chromatografie na tenkych vrstvach pouzivd méné

neZ v minulosti a spiSe se dava prednost exaktnéjSim chromatografickym
metodam.
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Chromato grafie na tenké vrstvé (TLC)
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Obr.68 TLC

11.6.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Pti kapalinové chromatografii se latky déli ve dvoufdzovém délicim systému
na zakladé adsorpce, vymény iont(, fyzikalni distribuce latek mezi kapalnou
mobilni a s ni nemisitelnou kapalnou staciondrni fazi, nebo na principu
pronikani molekul z mobilni faze do pdrh tuhych castic, které maji funkci
molekulového sita.

Cely déj se odehrdva ve specialné konstruovanych trubicich, nazyvanych
kolony.

Ucinnost véech typld chromatografickych kolon se hodnoti podle poctu
teoretickych pater, které odpovidaji vykonem zhruba patriim destilacni
kolony.

Cim je vétsi pocet pater, tim je kolona Gginngjsi. Ucinnost
chromatografickych kolon je obrovska, dosahuje i nékolika set tisic
teoretickych pater.

Vysokoucinna kapalinovda chromatografie (HPLC) pracuje s uUzkymi
ocelovymi, sklenénymi nebo kifemennymi kolonami, které obsahuji nosné
Castice (<10 um) se stacionarni fazi.

Pritok mobilni faze neprobiha Géinkem gravitace jako u klasické kapalinové
chromatografie, ale obvykle pod urcitym tlakem. Nékdy postacuje 1 MPa,
sklenéné kolony vydrzi az 30 MPa, ale ¢erpadla mohou vyvinout tlak kolem
100 MPa. Castéji se pouziva nizkotlaka HPLC (nékolik MPa) ne# vysokotlaka
HPLC (desitky MPa).

169



Pfi davkovani vzorku do kapalinového chromatografu lze v pfipadé
nizkotlaké verze pouzit pfimy nastfik na kolonu pres elastickou membranu.

Vysokotlaka HPLC vyZaduje pouzZit specialni ventil s davkovaci smyckou.
Vicecestny ventil umoziuje nastfik do smycky a soucasné jinou cestou
prochazi mobilni faze ze zasobniku do kolony. Po ptepnuti ventilu se vytlaci
vzorek mobilni fazi ze smycky na kolonu.

Na koloné se latky rozdéluji zpravidla eluéni metodou. Kolony mohou byt
také mirné vyhrivany, ale zpravidla se ohtfev nepouziva.

Na vystupu z kolony je pfipojen detektor UV-VIS, fluorimetricky, detektor
diodového pole, popfipadé elektrochemicky, kde se sleduje coulometricky
oxidoreduké¢ni reakce stanovovanych latek na pracovni elektrodé.

Ziskany signal jde na analogovy zapisova¢ a je ¢Ciselné vyhodnocen
integratorem. Jako detektor Ize také pouzit hmotnostni spektometr, coz je
analyticky vynikajici, ale technicky i financné velmi narocné reseni, protoze
je nutné propojit vysokotlakou HPLC ¢ast s hmotnostnim spektrometrem,
kde je naopak vysoké vakuum.

Vyznamnou ¢3sti kapalinového chromatografu jsou cerpadla. Moderni
pristroje vyuZzivaji obvykle dvé pulzni pistova Cerpadla, jejichz ¢innost je
fazové posunuta a pohybuji se tak, aby doslo k maximalnimu potlaceni
pulzace toku mobilni faze.

Mobilni faze mlze mit konstantni polaritu, kdy ¢erpadlo pumpuje do kolony
jediné rozpoustédlo (napf. metanol).

Tento rezim, ktery se nazyva izokraticky, se pouZivd nejCastéji. Je také
mozné ménit elucni silu mobilni faze tak, Ze se postupné méni zastoupeni
dvou nebo vice rozpoustédel.

Tuto gradientovou eluci lze provést jak v nizkotlaké, tak ve vysokotlaké
varianté. Staciondarni faze je nepoldrni a mobilni faze jue polarni. Nejrychleji
se tedy eluuji nejvice polarni slouceniny.

Toto usporadani se nazyva reverzni (obracené) faze. Nazev reverzni ma
historickou podstatu: v zacatcich HPLC byla stacionarni faze polarnéjsi nez
mobilni, dnes je to obracené - proto reverzni (obracené) faze.

HPLC ma v klinické biochemii podobné vyuziti jako plynova chromatografie,
ale navic lze tuto metodu aplikovat i pti stanoveni termolabilnich Iatek, napf.
enzymd. Existuji plné automatizované HPLC systémy schopné nepretrzitého
provozu, kde lze udélat i nékolik set analyz za 24 hodin.
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Obr.69 Schéma HPLC

11.6.3 Plynova chromatografie
Je to fyzikalné chemicka metoda, pti které dochazi k déleni smési latek na
zakladé distribuce mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni (zakotvenou) fazi.

Mobilni fazi je plyn, staciondrni fazi mize byt pevna latka a metoda se
oznacuje jako adsorpcni plynova chromatografie, nebo kapalina, a pak se
jednd o rozdélovaci plynovou chromatografii.

Témito technikami mdzZeme délit vSechny latky, které Ize po zahrati kolony
na pracovni teplotu (az 400 °C) prevést bez rozkladu na plynnou fazi. U latek
s vysokou teplotou varu se provede derivatizace, tj. reakce, jejimz
vysledkem jsou derivaty plvodni slouceniny s nizsi teplotou varu. Pevné
vzorky se predem rozpusti v tékavych kapalinach.

Déleni probihd v plynovém chromatografu. Vzorky se nastfikuji do
vyhfivaného davkovace pres plynotésnou elastickou membranu velmi
presnou stiikackou.

Pak dochazi ke zplynéni vzorku a jeho pary jsou nosnym plynem, jimz je
zpravidla dusik nebo argon, undsSeny do vyhfivané kolony. PouzZivaji se
kolony naplriové nebo kapilarni.

Pti prichodu kolonou se jednotlivé latky déli na principu adsorpcéni nebo
rozdélovaci chromatografie. Po rozdéleni prochazeji separované slouceniny
detektorem.

Detektor pracuje na principu plamenoionizacnim, kde se rozdélené slozky
zavadéji do plamene vodik-vzduch a sleduje se jejich ionizace, nebo se jedna
o detektor elektronového zachytu, kde dochazi k zachytu elektront z beta-
zafice eletronegativnimi atomy stanovované latky a tim ke snizeni méfeného
ionizacniho proudu.

Signdl jde na analogovy zapisovac a integratorem je zpracovan na Ciselny
vystup.
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Pro stanoveni jednotlivych sloZek separovanych plynovou chromatografii lze
pouzit také hmotnostniho spektrometru.

Tento zpUsob detekce nabizeji Spickové plynové chromatografy. Viontovém
zdroji hmotnostniho spektrometru pfi vysokém vakuu dostdvaji molekuly
pozitivni naboj.

Pak prochazeji elektrickym polem, kde se jednotlivé fragmenty i molekulovy
kation urychluji podle velikosti ndboje a kolmo plsobicim magnetickym
polem, kde se vychyluji podle své hmotnosti a dopadaji na detektor (pocitac
Castic).

Tak vznika hmotnostni spektrum, které charakterizuje nejen kvantitativni
zastoupeni latek, ale také velmi spolehlivé vypovida o jejich kvalité (tj. o
jakou slouceninu se jedna).

V klinické biochemii se plynova chromatografie pouZivda zejména pfi

stanoveni lééiv a jejich metabolitl, a déale pro stanoveni alkoholu,
organickych kyselin, hormon( a steroidd.

!

*@m

Obr.70 Schéma GC

Kontrolni otdzky

1. Princip TLC?
2. Princip HPLC?
3. Princip GC?
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Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu

Misto pro doplnéni @

DASTYCH, Milan. Instrumentdlni technika: obor zdravotni laborant. 2., dopl.
vyd. Brno: Masarykova univerzita, 2014. ISBN 978-80-210-7103-2.
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12 Hematologie P.BRADACOVA

Hematologie je lékarska disciplina, kterd se zabyva studiem krve
(lat.hema = krevni) a vSemi jejimi slozkami.

Studuje krevni buriky, leukocyty, erytrocyty a trombocyty z hlediska
jejich poctu, morfologie a funkce. Hematologické laboratorni vySetfeni patfi
mezi zdkladni vysetfeni, bez kterého se neobejde zadny lékar. Na jeho
zakladé |ékar stanovuje diagndzu, a progndzu onemocnéni, nebo kontroluje
ucinnost IéCby. Stanoveni diagndzy Iékafem je az z 80 % zdavislé na vysledcich
laboratornich vysetreni.

Vysetfeni krevniho obrazu a morfologické vySetfeni krevniho natéru
mohou velmi napomoci pfi diagnostice onemocnéni krvetvorby, jako jsou
napriklad anémie, trombocytopenie, akutni leukemie, lymfoproliferativni
nebo myeloproliferativni onemocnéni atd.

Hematologie se ddle zabyva srazlivosti krve a vSemi faktory, které se na
srazeni podileji. Koagulacni vysetfeni mohou odhalit rizné vrozené nebo
ziskané poruchy srazlivosti krve, napriklad krvacivé stavy u koagulopatii,
nebo naopak trombotické stavy u trombofilii.

12.1 Krev

Anotace, abstrakt

Krev je tekuty organ, ktery prichazi do kontaktu se vSemi vnitfnimi organy, a
proto se jejich poruchy odrazi i na zméndch sloZeni krve.

Cil kapitoly

Seznamit studenty se zakladnimi pojmy a principy nezbytnymi pro Uvod do
studia hematologie.

Klicovad slova

Leukocyty, erytrocyty, trombocyty, plazma.

12.1.1 Uvod

Krev je tekutd tkan slozena z krevnich elementl a plazmy. Objem
krve dospélého clovéka cinni cca 4,5 — 5,5 litrd. U muzl je objem krve vyssi
nez u zen. Krev je dulezity spojovaci a transportni systém = zajistuje
nepretrzitou vyménu latek mezi burikami. Napomahda udrZovat stalost
vnitfniho prostfedi. Krev pini svou funkci pouze tehdy, jestlize se v
organizmu pohybuje, co? je zajisSténo cévami a ¢innosti srdce.

12.1.2 Funkce krve
Hlavni funkci krve je transport okyslicené krve s 02 z plic do tkani, a
naopak CO2 z tkani do plic. Dale prenos Zivin, hormon(, minerald, vitamind,
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enzymu, protilatek atd. do rdznych tkani a organu. Krev také zajistuje odvod
odpadnich latek. Slozky krve, napf. leukocyty a protilatky, se podili na
imunitni obrané organizmu.

Krev a jeji slozky pomahaji udrzovat:

* StilépH 7,36 7,42
* Stdlou teplotu
* Stalou tekutost krve

12.1.3 Slozeni krve

Jiz fecky lékaf Hippokrates vypozoroval, Ze pokud nechdame krev po

pridani soli v klidu stat, rozdéli se na dvé casti:

* Plazma
s Krevni elementy H_J

1. Plazma
Plazma je extracelularni nazloutld prihledna tekutina. Tvofi fyziologicky

55 % z celkového objemu krve. Obsahuje z velké ¢asti vodu, bilkoviny,
sacharidy, lipidy, vitaminy, hormony, enzymy, protilatky, stopové prvky atd.
V plazmé jsou pfitomny plazmatické bilkoviny - koagulacni faktory, které
jsou nezbytné pro hemostazu. Plazmu ziskdme centrifugaci nesrazlivé krve,
sérum ziskame centrifugaci srazlivé krve.

2. Krevni elementy tvofi 45 % z celkového objemu krve:

Erytrocyty - cCervené krvinky (lat.erythros = cerveny). Hlavni funkci
transport krevnich plynt 02, CO2. Ve zralém stadiu jsou bezjaderné
buriky.

Leukocyty - bilé krvinky (lat.leukos = bily). Hlavni funkci je obrana
organizmu a tvorba protilatek. Déli se dale neutrofily, eosinofily,
basofily, monocyty, lymfocyty. Obsahuji jadro

Trombocyty — krevni desticky (lat.thrombos = sraZenina). Hlavni funkci
je ucast na zastavé krvaceni a regeneraci cév. Povazuji se za utrzky
cytoplazmy plazmy materské bunky megakaryocytu.

Kontrolni otdzky

1. Jaka je zakladni funkce krve?
2. Jaké je zakladni sloZeni krve?
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Misto pro doplnéni

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu

PENKA MIROSLAV, TESAROVA EVA A KOL. Hematologie a transfuzni
lékarstvi, Praha: Grada, 2011. ISBN 978-80-247-3459-0.

12.2 Krvetvorba

Anotace, abstrakt

Krvetvorba je v riznych obdobich Zivota odlisnd, reaguje tak na neustdle se
ménici potreby jedince od embryonalniho obdobi, pres fetdlni az po
krvetvorbu v dospélém véku.

Cil kapitoly

Poskytnout studentim zakladni informace o hematopoéze a
hematopoetickych kmenovych burikach.

Klicovad slova

Hematopoetickd pluripotentni kmenovd burka, prekurzorovd bunka,
progenitorova burika, efektorova burika.

12.2.1 Uvod

Krvetvorba, neboli hematopoéza, také hemopoéza, se v rliznych
obdobich Zivota jedince lisi. Obdobi krvetvorby lze rozdélit na prenatalni a
postnatalni. Krvetvorba nejprve zacind ve Zloutkovém vaku, pozdéji
v jatrech, ve sleziné a nakonec v kostni dreni.
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12.2.2 Prenatalni

Jedna se o krvetvorbu embryonalni nebo fetdlni v dobé téhotenstuvi.

1. Mezoblastové obdobi
Probihd béhem embryonalniho vyvoje mezi 3-10 tydnem gravidity. Nejprve
ve Zloutkovém vaku vznikaji ostrivky primitivnich hematopoetickych
bunék, okolo epitelie area vasculosa. Tvofi se prevazné erytroidni elementy.
Dochazi ke vzniku pluripotentnich kmenovych bunék — z nich se tvofri
primitivni velké erytroblasty, které obsahuji embryonalni hemoglobiny Hb
Gower a Hb Portlans, dale fetalni HbF a také v mensi mife HbA dospélych
(adult). 4. tyden vyvoje se cévy Zloutkového vaku spoji s cévnim systémem
embrya.

2. Hepatoliendlni obdobi
Trvad zhruba od 6. tydne embrya do porodu. Extramedularni krvetvorba
(mimo kostni dien) probiha v jatrech, a ddle pak ve sleziné. Nyni se jiZ tvofi
matefské bunky leukocytd a trombocytl. Tvofi se thymus, kde vznikaji
materské lymfocyty.

3. Medularni krvetvorba
Drenova krvetvorba zacind od 20. tydne vyvoje plodu. V kostech vznikaji
dutiny pro drenovou krvetvorbu. V kostni dfeni plodu je pool (zasoba)
matefskych hematopoetickych bunék na rizném stadiu vyvoje, a také jsou
pritomny zralé buriky.
Normoblasty nazyvdme mladé jaderné erytroblasty. V prenatalnim obdobi
obsahuji HbF az v 90 %.

12.2.3 Postnatalni krvetvorba

Jedna se o poporodni krvetvorbu, kterd probiha po narozeni az do
smrti. 2-3 tydny po narozeni zanika extramedulani krvetvorba v jatrech a
sleziné. Nové erytrocyty se jiz tvofi s pfevahou HbA, postupné ubyva HbF.
Za patologickych stavl mlzZe znovu dojit k extramedularni krvetvorbé
v jatrech, sleziné a v miznich uzlinach.

Kostni dfen
» Aktivni ¢ervena je ve vSech kostech po narozeni, pozdéji uz jen ve
sternu, obratlich, panvi, Zebrech, lopatkach.
* Inaktivni tukova postupné nahradi v ostatnich kostech kostni dfen
cervenou.

Kostni dfen je tvorfena krvetvornou tkani s kmenovymi burikami, viz
vySe, podplirnou tkani tvorenou fibroblasty, cévami—sinusoidami pro krevni
zasobeni a nervy.

12.2.4 Prestup bunék z Kostni dfené do periferni krve

* Erytrocyty jsou deformovatelné, maji flexibilni membranu a mohou
prestupovat skrz mezery mezi endotelovymi bunkami do krevnich
sinusoid, kterymi jsou pak dopraveny do krevniho obéhu.

* Leukocyty prochazi diapedézou, zrald bunka vysune vybézek
cytoplazmy mezi endotelové buriky a pak se protahne celé jadro a zbytek
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cytoplazmy. Nezralé bunky u zdravého jedince tuto schopnost nemaji,
na rozdil od leukemickych bunék, které jsou sice nezralé, ale maji
schopnost presunu do periferni krve.

* Vybéiky megakaryocytd, mateiskych bunék trombocytd, proristaji do
krevnich sinusoid a krevni proud strhava utrzky trombocytl do periferni
krve.

12.2.5 Bunky v kostni dfeni

1. Hematopoeticka pluripotentni kmenova bunka
Fyziologicky se nachazi pouze v kostni dfeni. Zajistuje dlouhodobou obnovu
krvetvorby. Tyto burfiky maji schopnost pluripotence, to znamena, Ze se
mohou diferencovat do viech bunék krevnich rfad, myeloidni i lymfoidni, ale
ne do bunék jinych tkdni, napf. kostni, svalovd atd. Maji schopnost
nekonecné sebeobnovy, tim je zajisténa jejich nesmrtelnost. Migruji z kostni
drené do periferni krve a zpét.

Déleni probiha asymetricky, to znamena, ze z jedné materské buriky
vznikne jedna zralejsi dcefind burika a jedna stejné nevyzrald bunka, tim je
zajiSténa sebeobnova a dochazi k udrZeni stalého poctu kmenovych bunék.

2. Progenitorové burky

Fyziologicky se nachazi pouze v kostni dfeni. Progenitorové buriky jiz nemaji

schopnost sebeobnovy.

Bunriky jsou schopny diferenciace pouze pro:

* myeloidni fadu — myeloidni progenitorova burka pro erytrocyty,
granulocyty, monocyty, trombocyty

* nebo pro lymfoidni Ffadu-lymfoidni progenitorova burnka pro T-
lymfocyty, B-lymfocyty a NK buriky.

3. Prekurzorové burnky
Fyziologicky se nachazi pouze v kostni dfeni. Tyto bunky jsou uréené uz
pouze pro jednu krevni linii:
*  Proerytroblast pro erytrocyty
*  Myeloblast pro granulocyty
* Monoblast pro monocyty
* Megakaryoblast pro trombocyty
* Lymfoblast pro lymfocyty
4. Zralé efektorové bunky
Buniky, které plni funkci, pro kterou byly vytvofeny. Nachazi se v kostni dreni
i periferni krvi. Patfi sem erytrocyty, neutrofily, eosinofily, basofily,
monocyty, lymfocyty a trombocyty.

12.2.6 Podpora a regulace krvetvorby
Velmi slozity proces krvetvorby musi byt regulovan a podporovan
dalSimi Ciniteli:
* Rustové faktory
* Hormony
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* Erytropoetin — tvofen v ledvinach, podporuje tvorbu erytrocyt(.
* Trombopoetin — tvofen v jatrech a ledvinach, podporuje tvorbu
trombocytd.
*  Cytokiny-interleukiny IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL7 atd.
* Hematopoetické induktivni prostfedi kostni dfené
*  Pohlavni hormony
*  Muzské podporuji krvetvorbu
«  Zenské tlumi krvetvorbu

Kontrolni otdzky @

1. Vysvétlete pojem ,pluripotentni kmenova burka®“.
2. Vyjmenujte druhy bunék v kostni dreni.
3. Vyjmenujte hormony ovlivriujici vznik erytrocytli a trombocytd.

Misto pro doplnéni @

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu ®

PENKA MIROSLAV, TESAROVA EVA A KOL. Hematologie a transfuzni
lékarstvi, Praha: Grada, 2011. ISBN 978-80-247-3459-0.
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12.3 Erytrocyty

Anotace, abstrakt

Hlavni funkci erytrocyty je transport krevnich plynd 02 a CO2. Fyziologicka
vyvojova fada erytrocytll se nazyva normoblastova, patologicka krvetvorba
megaloblastova.

Cil kapitoly

Poskytnout studentim zakladni informace o vyvojovych fadach erytrocytt a
latkach, které ji ovliviuji.

Kli¢ova slova

Normoblasty, megaloblasty, retikulocyty.

12.3.1 Uvod

Hlavni funkci erytrocytl je prenos krevnich plynd 02 z plic do tkani
a CO2 ztkani do plic. Velikost erytrocytu je fyziologicky 7,2 um. Ma
bikonkavni tvar, coz mu dava velky povrch pro prenos O2. Zraly erytrocyt je
bezjadernd bunka. Erytrocyt Zije 120 dni, vyvoj jeho zrani trva 7 dni.
Erytropoéza je podporovana hormonem erytropoetinem, ktery se tvofi
v ledvindach.

Fyziologicky pocet erytrocytti: 724m
*  muzi4,0-5,8 x 10*%/I
e jeny 3,8-5,2 x 10/l

0,8um

Pro fyziologickou krvetvorbu jsou nezbytné aminokyseliny, Zelezo,
vitaminy B12, B6, kyselina listova. Pokud je nedostatek, mize dojit ke vzniku
anémie.

Krvetvorba muze byt dvojiho typu:
* Normoblastova krvetvorba — fyziologicka krvetvorba, kdy se tvofi
normalni erytrocyty, také je nazyvame normocyty.
* Megaloblastovd krvetvorba — patologicka krvetvorba, ke které
dochazi vlivem nedostatku vitaminu B12 a kyseliny listové. Tvofi se
obrovské erytrocyty, které nazyvdme megalocyty.

12.3.2 Normoblastova vyvojova rfada

Zranim buriky se jeji velikost buriky se postupné zmen3uje. Jddro ma
nejprve jemny chromatin, pozdéji hutny az hrudkovity. Cytoplazma je
nejprve syté modra, poté svétle modra, modro-rizova az nakonec rlzova.
Erytroblasty nachazime fyziologicky pouze v kostni dreni.
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Proerytroblast

Prekurzorovd burka, nejmladsi nejméné zrald burika. Velikost 14-20 um.
Jadro md jemny chromatin. V cytoplazmé je pocinajici tvorba hemoglobinu
(HGB). Jadro tvori 80 % plochy bunky, v jadife mlzZe byt pfitomno 1 a vice
tmavsich jadérek. Cytoplazma je silné basofilni-modrofialovd, a muze
vytvaret tzv. pseudopodie — ouska po strandch burky. Okolo jadra Ize vidét
perinukledrni projasnéni, jedna se o oblast Golgiho komplexu.

Basofilni erytroblast

Velikost bunky je 12-17 um. Jaddro ma zralejsi, lehce hrubsi chromatin, je
mensi a bez jadérek a je centralné uloZené. Plazma je méné basofilni,
dochazi k vétsi tvorbé HGB.

Polychromni erytroblast
Velikost buriky je 12-15 um. Jadro mda hruby chromatin, cytoplazma je
modrosed3, stdle se zde tvori HGB. Burika je jesté schopna déleni.

Ortochromni erytroblast

Velikost buriky je 8-12 um. Jadro ma velmi hruby a hutny chromatin, jiz
v ném neprobiha syntéza DNA. Plazma je Sedor(Zova, jesté neni plna
hemoglobinizace, stdle probiha tvorba HGB. Burika jiz neni schopna déleni.

Retikulocyt

Velikost bunky je 7-9 um. Retikulocyt vznika z ortochromniho normoblastu
po vypuzeni jadra. Je vétsi neZ normocyt. V kostni dfeni je asi 2-3 dny, pak
prechdzi do periferni krve. V cytoplazmé probiha jesté syntéza HGB, plazma
je jiz rQzova. Po obarveni Brilant-Kresylovou modfii lze v cytoplazmé
pozorovat substantia reticulofilamentosa — zbytky ribosomalni RNA.

Normocyt

Velikosti buriky je 7,2 um. Normocyt je zrald bezjaderna burika. Cytoplazma
je rdzovd, nema jadro, jiz neprobiha proteosyntéza, netvofi se enzymy.
Vznikd za 48 hod po stadiu retikulocytu.

12.3.3 Megaloblastova vyvojova fada

Hlavni rozdil u megaloblastové fady oproti normoblastové je ve
struktufe jaderného chromatinu. U megaloblastové fady zaostava vyvoj
jaddra za cytoplazmou, dochazi k plazmojaderné asynchronii. Bunky jsou
obvykle vétsi, cytoplazma je basofilngjsi.

Promegaloblast

Velikost buriky je 19-28 um. Jadro ma velmi jemny chromatin, mnohem
jemnéjsi neZ erytroblast. Vjadfre muaze byt pritomno 3-5 jadérek.
Cytoplazma silné basofilni.

Basofilni megaloblast
Velikost bunky je 17-24 um. Chromatin je lehce zahusStény nez u
megaloblastu. Jadro je centrdlné uloZzené a plazma je silné basofilni.
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Polychromni megaloblast
Velikost 15-20 um. Chromatin je vice zhustény a cytoplazma je modroseda.

Ortochromni megaloblast
Velikost 10-15 um, chromatin je husty, hrudkovity, jadro je obvykle
excentricky uloZené. Plazma je jiz rGiZovoseda.

Retikulocyt
V megaloblastové fadé neni pfitomen, protoze nez dozrdlo jadro, ve
zralé cytoplazmé uZ nezUstaly Zadné zbytky RNA.

Megalocyt
Velikost je 9-12 um, cytoplazma je rGzZova.

12.3.4 Retikulocyty

Vysetreni retikulocytl lze provést mikroskopicky. Vzorek krve se
obarvi supravitalnim barvenim Brilant-Kresylovou modfti, poté se provede
natér a pri zvétseni 1000x se hodnoti pocet retikulocytld na 1000 erytrocytd.
Moderni analyzatory jiz umozZiuji automatické stanoveni poctu retikulocyt(
v rdmci méreni krevniho obrazu.

Kontrolni otdzky

1. Vyjmenujte buriky normoblastové vyvojové rady
2. Vyjmenujte buriky megaloblastové vyvojové rady.
3. Cojsou to retikulocyty.
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Misto pro doplnéni

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu

PENKA MIROSLAV, TESAROVA EVA A KOL. Hematologie a transfuzni
Iékarstvi, Praha: Grada, 2011. ISBN 978-80-247-3459-0.

12.4 Hemoglobin, hemolyza, metabolismus Zeleza

Anotace, abstrakt

Hemoglobin je krevni barvivo, jehoZ hlavni ulohou je vazba 02 a CO2.
V rlznych obdobich Zivota se tvofi rdzné druhy hemoglobinu. Pfi hemolyze
dochazi k rozpadu erytrocyt(. Pro spravnou krvetvorbu je nezbytny dostatek
Zeleza.

Cil kapitoly

Poskytnout studentim zakladni informace o strukture hemoglobinu a
hemolyze a metabolismu Zeleza.

Klicovad slova

Hemoglobin, hem, globin, Zelezo

@
O
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12.4.1 Uvod

Hemoglobin je krevni barvivo, jehoZz hlavni funkci je vazba 02.
Hemoglobin tvori 80-90% susiny erytrocytu. Uprostifed molekuly je centralni
dutina, jeji velikost se méni podle toho, zda je navazan O2.

Fyziologické rozmezi hemoglobinu:
* Zeny 120-160 g/l
«  muii135-175 g/I

12.4.2 Hemoglobin

Hemoglobin je tetramer, ktery se skladd z hemu a globinu. Je tvofen 4 hemy
a 4 globiny (2x rfetézec alfa a 2x fetézec beta). Uprostred jedné podjednotky
jevidy Zelezo Fe2+ (celkem 4x Fe2+ v HGB). Fe2+ vaze celkem 6 ligandd, Ctyfi
vazby jsou v tetrapyrolovém kruhu, jedna vazba je na globin a jedna vazba je
na 02. Celkem HGB vaze 4x 02

Hem

Enzym hemsyntetdza zabudovava do protoporfyrinu Fe2+, vznikne
hem. Hem je tvofen v erytroblastech (ne v erytrocytech) v mitochondriich.
Sklada se ze 4 tetrapyrolovych prstencl protoporfyrinu se 4 atomy Fe2+. Na
hem se vdze 02. Hem je obsazen v myoglobinu, cytochromu, peroxidazach.
Hem stimuluje tvorbu globinovych fetézc(.

Globin

Globin je bilkovinna ¢ast hemoglobinu. Je tvofen v ribozomech na
endoplazmatického retikulu v erytroblastech. Enzym hemsyntetaza pfipoji
ke globinu hem = vznikne hemoglobin. Maximalni tvorba hemoglobinu
probihd v basofilnim erytroblastu. Na globin se vaze CO2.

Druhy globinovych fetézcti v hemoglobinu:

*  Embryonalni Hb Gower — sklada se ze 2 retézcl alfa, 2 retézcl epsilon

* Fetalni HbF — sklada se ze 2 rfetézcl alfa, 2 fetézcli gama

* HbA1 dospélych — tvofi 97 % vsech erytrocytl dospélych, sklada se ze 2
alfa, 2 beta

* HbA2 - tvofi fyziologicky <3 % vsSech erytrocyt(, sklada se ze 2 alfa, 2
delta.

*  Embryonalni a fetalni hemoglobin ma 4 afinitu k 02, aby mohlo dojit
k prenosu 02 z materského HbA do HbF.

12.4.3 Druhy hemoglobin(

Oxyhemoglobin

Vznikda oxygenaci po vazbé 02 na Fe2+ v hemu. K vazbé 02 na hem dochazi
za 0,01 s, uvolni se H+ a navaze se 02, vznikd HbO2. Prvni molekula 02 se
vaze pomalu, druha a treti rychle, Ctvrtd pomalu (protoZze HGB uzZ je
saturovan). Vazba prvni molekuly 02 vyvola strukturalni zmény v Hb, a proto
se dalSi molekuly O2 se vaii snadnéji. Ma jasné cervenou barvu. Pfi
deoxygenaci dochazi k uvolnéni 02 z Hb a vznika deoxyhemoglobin.
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Karbaminohemoglobin
Vznikd po vazbé CO2 na globin. Ma tmavé Cervenou barvu.

Methemoglobin

Jedna se o hemoglobin, ktery obsahuje hem s navazanym Fe3+ namisto
Fe2+. Tento hemoglobin-methemoglobin neni schopen vazby 02. Vznika pfi
pusobeni oxidacnich Cinidel, 1éki a u vrozené methemoglobinémie. M3
hnédou barvu.

Karbonylhemoglobin

Vznika pFi otravé oxidem uhelnatym, dochazi k pevné vazbé CO na Fe?. CO
ma 300x silnéjsi afinitu k HGB neZz 02. Vznika v dlsledku otravy pfi Spatném
spalovani, kourem pfi pozaru, vyfukovymi plyny. Jiz po par minutach
vdechovéani CO vznikne az 50 % COHb. Reverzibilni vazbu Ize porusit po
inhalaci O; v hyperbarické komote. Silni kufaci maji az 10 % COHb,
Karbonylhemoglobin je karminové ¢erveny.

12.4.4 Hemolyza

Hemolyza je rozpad erytrocytl. Erytrocyty fyziologicky pfezivaji 120
dni. Pfi starnuti erytrocytu se sniZzuje obsah enzymU glukézo-6-fosfat-
dehydrogendzy, hexokindzy a pyruvatkindzy a energetické slouceniny
adenosin trifosfatu. Bunka se postupné zmensuje, ztraci schopnost
deformace a pfi prichodu tenkymi kapildrami se poskodi. Dochazi k jejimu
odbourdvani a recyklaci.

Extravaskularni hemolyza

90% destrukce probihd extravaskuldrnim rozpadem mimo cévy.
K destrukci a k recyklaci pfiblizné 1 % erytrocytl denné dochazi fyziologicky
ve sleziné prostfednictvim monocytomakrofagového systému (MMS). Dojde
k protrzeni membrdany erytrocytu, hemoglobin je rozStépen hemoxygendzou
na hem, uvolni se Fe, a ddle na globin, uvolni se aminokyseliny. Fe se vaze
na transferin a putuje do zasob jako feritin nebo hemosiderin. Nebo je Fe
transportovano do kostni difené, kde je zabudovano do nové vznikajicich
erytrocytQ. Zbyly protoporfyrinovy kruh je rozstépen a vznikd zeleny
biliverdin. Tento je redukovan na nekonjugovany bilirubin, je transportovan
do jater, kde je konjugovan s kyselinou glukuronovou. Poté je vyloucen Zluci
do stfeva, zde se méni na urobilinogen na urobilin a je vylou¢en do moci.
Nebo se pfeméni na sterkobilinogen, poté na sterkobilin a je vyloucen stolici.

Intravaskularni hemolyza

10 % destrukce naprosto zni¢enych erytrocyt(, které se rozpadaji
pfimo v cévach v krevnim obéhu. Hemoglobin je uvolfiovan do krve a vaze
se na haptoglobin. Tento komplex je vychytavdan MMS a dale uz podléha
béZnému rozpadu (viz extravaskuldrni rozpad).
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Pokud je ale hemolyza masivni, haptoglobin je cely spotfebovan a
volny hemoglobin z(stava v plazmé. Volny hemoglobin se vylucuje
ledvinami, miZe dojit k jejich poskozeni vlivem velké molekuly hemoglobinu.

12.4.5 Metabolismus Zeleza

60-70 % zeleza je v organismu uloZeno v hemoglobinu, 10 % tvori
myoglobin, cytochromy a enzymy, 20-30 % je uloZeno jako zdsobni Zelezo.
Zeny maji méné Zeleza ne? muzi. Hlavni misto regulace Zeleza v organismu
je v jatrech.

Funkce Zeleza v organismu:

* Pfenos 02, syntéza DNA, RNA a dalsich proteint

+ Ucast na bunééné proliferaci a apoptdze

* Syntéza myelinu a dendrit(, coz ma vliv na uceni a pamét
*  Ovliviuje imunitni systém

Potravou pfijimdame Zelezo ve formé Fe3+, nasledné je cytochrom B
reduktdzou redukovdno na Fe2+. Fe2+ se z potravy vychytavd strevni
mukdzou do enterocytu. Ceruloplazmin opét oxiduje Fe2+ na Fe3+. Cast
Jeleza se inkorporuje do zdsobni formy feritinu ve formé Fe3+. Cast
absorbovaného Zeleza prestupuje pomoci feroportinu z enterocytu do
plazmy, kde je Fe3+ transportovano ve vazbé na transportni bilkovinu
transferin. Transferin je zachycen erytrocyty pres transferinovy receptor,
dochazi k redukci na Fe2+. Fe2+ je zabudovano do protoporfyrinu pomoci
hemsyntetazy za vzniku hem a nasledné hemoglobinu.

Transferin je transportni bilkovina pro Fe3+. Transferin je fyziologicky
saturovan z 1/3 celkové vazebné kapacity, toto se nazyva vazana kapacita
Zeleza. Pokud je snizené mnoZstvi Zeleza v organizmu, sniZuji se i zasoby
Zeleza a volnd vazebnad kapacita Zeleza stoupa.

Hepcidin je syntetizovan v jatrech a reguluje metabolismus Zeleza
v organizmu. Hepcidin blokuje feroportin. Hladina hepcidinu se zvySuje pfi
zanétu.

Transferinovy receptor odrazi hladinu zasobniho Zeleza. Pfi vySetreni
sideropenické anemie je vySetfeni transferinového receptoru
nejprikaznéjsi.

Solubilni transferinovy receptor se uvolni z membrany erytroblastu, zachyti

volné Zelezo z plazmy a znovu se pfipoji k erytroblastu a Zelezo preda do
bunky.

Rofeocytdza je prestup Zeleza do erytroblastl z makrofagli se zdsobim
Zelezem, buniky se k sobé pfiblizi a predaji si Zelezo.

Kontrolni otdzky

1. Vyjmenujte druhy hemoglobinu.
2. Popiste rozdil mezi intravaskularni a extravaskularni hemolyzou.
3. Co je rofeocytdza.

@
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Misto pro doplnéni @

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu ®

PENKA MIROSLAV, TESAROVA EVA A KOL. Hematologie a transfuzni
Iékarstvi, Praha: Grada, 2011. ISBN 978-80-247-3459-0.

12.5 Laboratorni vysetieni krevniho obrazu

Anotace, abstrakt

Krevni obraz patfi mezi zakladni laboratorni hematologickd vySetreni.
Soucasti je pocet krevnich elementi leukocytd, erytrocytl a trombocytd, ale
i dalSich parametrd.

Cil kapitoly @

Poskytnout studentim zdkladni informace o laboratornim vysetreni
krevniho obrazu a jeho parametrech.

Kli¢ova slova @

Leukocyty, erytrocyty, trombocyty, hematokrit, MCV, MCH, MCHC

12.5.1 Uvod

Krevni obraz je zakladni hematologické vysetieni, pfi kterém se
hodnoti pocet krevnich elementd — leukocytll, erytrocytl, trombocytd,
hemoglobinu a dalSich parametri. Odbér se provadi do zkumavky s
protisrazlivym cinidlem K3EDTA. Stabilita krve je 5 hodin od odbéru.
V soucasnosti se vysSetfeni krevniho obrazu provadi na automatickych
hematologickych analyzatorech. Zkumavka se fadné promicha a vlozi do
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analyzatoru. Obvykle postaci mnozstvi krve 80 ul pro kompletni analyzu.
Analyza 1 vzorku trva pfiblizné 60 sekund.

12.5.2 Zéakladni parametry krevniho obrazu

i Rozmezi
Zkratka Nazev Jednotka
Mugzi Zeny |
White bl

WBC 'Eilimd Leukocyty 4,0-10,0 x10° /|
RBC Re‘c':::gc’d Erytrocyty = 4,0-58 | 3,8-52 | x102/l
HGB Hemoglobin 135-175 | 120- 160 g/
HCT Hematokrit 0,40- 0,50 | 0,35 - 0,47 -
PLT Platelets | Trombocyty 150 - 400 x10°/1

12.5.3 Rozsifené parametry krevniho obrazu

Rozmezi
Zkratka Nazev - Jednotka
Muzi | Zeny
Mean . P
MCV corpuscular Stredni Obj?m 82-98 fl
erytrocyti
volume
Mean S
MCH corpuscular Mn::st:;:IG':BI L 28-34 pg
hemoglobin ytrocyt
Mean
corpuscular Stiedni koncentrace
MCHC hemoglobin HGB v erytrocytech 320 -360 g/
concentration
RBC e
RDW | distribution g'z:t'::::’t‘ace <15, %
width

Hematokrit HCT vyznacuje pomér erytrocytll k celému objemu krve. Snizena
hodnota hematokritu znaci anémii a zvySeny hematokrit pak polycytémii, ale
i dehydrataci.

Norma Anémie Polycytémie

Plazma

Buffy coat

Erytrocyty i
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Stfedni objem erytrocytu (Mean corpuscular volume MCV) znadi stiredni
velikost erytrocytl. Hodnota se udava ve femtolitrech. Erytrocyty s MCV ve
fyziologickém rozmezi jsou oznacovany jako normocyty, erytrocyty s nizsim
MCV jako mikrocyty, s vy$Sim MCV jako makrocyty.

Mnozstvi hemoglobinu v jednom erytrocytu (Mean corpuscular hemoglobin
MCH) se udava v pikogramech. Mnoistvi hemoglobinu ve vsech
erytrocytech (Mean corpuscular hemoglobin concentration MCHC) se udava
v g/l. Erytrocyty s MCH a MCHC ve fyziologickém rozmezi jsou oznacovany
jako normochromni, s nizsSim obsahem hemoglobinu jako hypochromni,
s vy$sim obsahem hemoglobinu jako hyperchromni.

Site distribuce erytrocytti (RBC distribution width RDW) odrézi vzajemnou
velikost erytrocytll. U normocytdzy fyziologickd hodnota RDW pripousti
pramérny rozdil velikosti mezi nejmensimi a nejvétsSimi erytrocyty
maximalné 15,2 %. Stav, kdy jsou erytrocyty vyznamné nestejné velké je
oznacovan jako anisocytdza. Anisocytdza byva nachdzena u anémii, ale i po
transfuzi krve, kdy jsou v obéhu pacienta dvé populace erytrocytd, vlastni a
darcovské.

o

06200 |° 270
00 00

00 Oo

o ©° o Qo

12.5.4 Princip vySetfeni krevniho obrazu

Impedancni princip

Méreni krevniho obrazu se provadi na plné automatickych hematologickych
analyzatorech. Krevni bunky vstupuji jednotlivé pomoci hydrodynamické
fokusace do méfici kyvety. Pri vstupu dojde ke zméné elektrického odporu a
je zaznamendn elektricky impuls. Velikost impulsu odrdZi velikost buriky, to
znamena, ze C¢im vétsi je impuls, tim vétsi je burka. Pocet impulsQ
detekovany za casovou jednotku znaci pocet bunék. Impedancéné lze méfit
leukocyty, erytrocyty a trombocyty.

Fotometricka metoda stanoveni hemoglobinu

Drive se pouZivala metoda s kyanidem, ale vzhledem k toxicité reagencii se
nyni pouzivaji bezkyanidové metody. Erytrocyty jsou pomoci lyzacniho
¢inidla zlyzovany, tim dochazi k jejich rozpadu. Uvolni se hemoglobin, ktery
reaguje s reagencii, tim dojde ke zméné zabarveni roztoku. Fotometricky je
detekovana absorbance - prlchod svételného paprsku kyvetou. Intenzita
zabarveni je pfimoumérna koncentraci hemoglobinu ve vzorku.

Vypoctové metody
Hematokrit
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HCT = MCV x RBC / 1000

MCH

MCH = HGB / RBC

MCHC

MCHC = HGB / HCT

12.5.5 Priprava, barveni a prohlizeni krevniho natéru

Provedeni natéru

Na podlozni sklo se kdpne kapka nesrazlivé krve odebrané do EDTA asi 1,5
cm od okraje. Pfilozi se druhé roztiraci sklo pod uhlem 45° a provede se
rovnomeérny natér, ktery se nechd se fadné zaschn

Barveni natéru

Po fadném zaschnuti se sklo nafixuje fixacnim roztokem May-Grunwald
s metanolem cca 5 min. Poté se provede oplach v fosfatovém pufru pH 6,8.
Sklo se poté barvi v barvicim roztoku Giemsa-Romanovski cca 10 min.
Duakladné se oplachne vodou a nechd se radné zaschnout.

Hodnoceni natéru

Na suché sklo se kdpne imerzni olej a do néj se ponofiimerzni objektiv. Natér
se hodnoti pfi zvétseni 1 000x (okular 10x objektiv 100x) v ¢asti, kde se buriky
neprekryvaji a jsou rovnomérné rozprostiené. V natéru hodnotime odchylky
tvaru, velikosti a barvitelnosti erytrocyt(, inkluse a parazity v erytrocytech.
Dale pritomnost normoblastd (erytroblastu), které jsou fyziologicky pouze u
novorozencu, patologicky mohou byt pfitomny u malignit, anemii atd.

12.5.6 Hodnoceni patologie erytrocytl
Normalni erytrocyty (normocyty) maji pravidelny kulaty tvar, pti spravném
obarveni jsou rlZzové zbarvené s centralnim projasnénim.
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Patologické erytrocyty mohou mit odchylky velikosti, tvaru a barvitelnosti u
rGznych anemii, leukemii atd.

o

9

Kontrolni otdzky ®

Vysvétlete, co je hematokrit.

Vyjmenujte parametry krevniho obrazu.
Vysvétlete parametr RDW.

Pti jakém zvétSeni se hodnoti krevni natér?

Misto pro doplnéni @

PwNPR

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu ®

PENKA MIROSLAV, TESAROVA EVA A KOL. Hematologie a transfuzni
lékafstvi, Praha: Grada, 2011. ISBN 978-80-247-3459-0.
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12.6 Anémie

Anotace, abstrakt

Anémie je patologicky stav definovany snizenou hodnotou hemoglobinu.
Pocet erytrocytl mize byt snizeny, zvyseny nebo mze byt v normé.

Cil kapitoly

Poskytnout studentim zakladni informace o rdznych typech anémii,

sve

pficinach jejich vzniku a |é¢bé.

Klicova slova

Anémie, sideropenickad anémie, talasemie.

12.6.1 Anémie

Anémie je chorobny stav, kdy je snizena hodnota hemoglobinu pod
spodni mez normy. Erytrocyty mohou byt snizené, zvysené, nebo i v normé.
Zakladni hematologické laboratorni vysetieni je krevni obraz a retikulocyty.

HBG norma:
* Zeny 120-160 g/I
*  muzi135-175 g/l

Tizi anémie lze rozdélit podle hodnoty hemoglobinu:
* Lehkd anémie - HGB >100 g/I
» Stfedni anémie - HGB 80-100 g/I
* Tézkd anémie - HGB <80 g/I
+  Zivot ohroZujici anémie <60 g/I

Ke vzniku anémie ¢asto dochdzi velmi pozvolna, pokud nejde o nadhlou
akutni ztratu krve. Pacient citi postupné se prohlubujici unavu, slabost,
dusnost pfi namaze. Mize pocitovat bolesti hlavy, huceni v usich, palpitaci,
tachykardii. M(Ze trpét zavratémi a byt podrazdény.

Organizmus pacienta se na postupny rozvoj anemie dokazZe adaptovat.
Pomoci kompenzaénich mechanismi zajisti dodavku 02 do tkani napfiklad
zvysenim minutového vydeje (tachykardie), zvySenim erytropoézy pomoci
zvysSené tvorby hormonu erytropoetinu, presunem krve ze tkani méné
citlivych na sniZeny pfisun 02, jako je kiZze nebo ledviny. Disociacni kfivka pfi
uvolnovani 02 z erytrocytl pri tkarnové hypoxii je posunuta vice doprava, je
zvysen 2,3-difosfoglycerat.

12.6.2 Rozdéleni anémii
Podle morfologie
*  Velikost (MCV) - mikrocytarni, normocytarni, makrocytarni
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*  Barvitelnost (MCH) — hypochromni, normochromni
+  Sife distribuce (RDW) — anizocytéza, normocytéza

Podle pFiciny
* 7 poruchy tvorby erytrocyt(
* Zpredcasného zaniku, nadmérného rozpadu erytrocyti
*  Znadmérné ztraty erytrocytl pfi krvaceni

12.6.3 Anémie z poruchy tvorby erytrocyt(
1. Porucha tvorby hemoglobinu

. Porucha tvorby hemu

a) Sideropenickd anémie
Hlavni pfi¢inou sideropenické anémie je nedostatek Zeleza. Pficinou muze
byt silné menstruacni krvaceni, krvaceni do GIT, sniZzeny ptivod Fe potravou
napf. u vegetarianl nebo veganu (tablety Fe vétSinou nestaci), porucha
vstifebavani Fe v GIT u celiakie, ale i opakované odbéry krve u
hospitalizovanych. Dale pfi infekci stfevnimi parazity, v téhotenstvi, kdy
zvySend spotfeba Fe, u déti vdobé rlstu. Anémie se vétSinou vyviji
postupné, dle stavu zdsob Zeleza.

Stupné anémie:
*  Prelatentni — zdsoby Fe se sniZuji, krevni obraz je v normé
* Latentni—zasoby Fe jsou vyCerpany, krevni obraz byva jesté v normé
* Sideropenicka anémie — rozvoj anémie, krevni obraz je snizeny

Mezi dalSi projevy sideropenické anemie, mimo zdkladni anemické
projevy, patfi také paleni jazyka nebo tfepeni nehtd.

V krevnim obraze nachazime snizeny HGB <110 g/I, mikrocyty MCV <82
fl, hypochromii MCH <32 pg, anisocytdzu, trombocyty byvaji zvysené,
retikulocyty lehce zvySené. V plazmé je snizeny obsah Zeleza, je snizeny
feritin. LéCba sideropenické anémie spociva v doplnéni zasob Zeleza raznymi
preparaty Zeleza.

b) Sideroblastickd anémie
U této anémie je Zeleza dostatek, ale je porucha jeho zuzitkovani,
zabudovani do erytrocytu. Dochazi k inefektivni erytropoéze a v dlsledku

toho k pretiZzeni organizmu Zelezem. Sideroblastickou anémii nalézame u
myelodysplastického syndromu, alkoholismu, pfi uZivani rlznych léku, u
otrav, nedostatek Cu, Zn.

c¢) Anémie chronickych onemocnéni
Zavainost anémie souvisi se zavaznosti zakladniho onemocnéni. Patfi sem

napfiklad anémie u chronickych infekci nebo nddorového onemocnéni.
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Il. Porucha tvorby globinu — Talasemie

Talasemie jsou vrozené poruchy tvorby jednoho, nebo vice globinovych
fetézctli alfa nebo beta.

a) Alfa-Talasemie

Dle poctu postizenych genl (celkem jsou 4) pro tvorbu alfa fetézce
rozliSujeme Ctyfi typy alfa-talasemii: tiché nosicstvi (postizen 1 gen)
vétsinou bez klinickych projev(, alfa-talasemie minor (postizeny 2 geny)
srlzné vyjadfenymi anemickymi projevy, choroba hemoglobinu H
(postizeny 3 geny) se zavaznymi klinickymi projevy jiz v roce Zivota. Nejtézsi
typ, neslucitelny se Zivotem je choroba hemoglobinu Bart’s (postizeny jsou
vSechny 4 geny).

b) Beta-Talasemie

Déli se na dva typy, heterozygotni forma beta-talasemie minor s lehéim
prabéh, je postizeni tvorby jednoho fretézce beta, alfa fetézce jsou
zachovany. Homozygotni forma beta-talasemie major ma tézky pribéh s
postizenim obou fetézcll beta. Precipitujici alfa retézce vedou k hemolyze
erytrocyt(. Pacient ma splenomegalii, retardaci rlistu a postiZzeni sexudlniho
vyvoje. Dochazi k tkanové hypoxii, smrt mlzZe nastat uZ i v jednom roce
Zivota.

2. Porucha tvorby DNA — Megaloblastové anémie

a) Nedostatek vitaminu B12 a kyseliny listové
Megaloblastové anémie vznikaji v disledku nedostatku vitaminu B12 a
kyseliny listové, dochazi k poruse tvorby purin( pfi tvorbé DNA, a k poruse
zrdni jadra bunky.

b) Pernicidzni anémie
PFic¢inou sniZeni vitaminu B12 v organizmu je nedostatek vnitiniho faktoru,
ktery je dllezity pro vstfebavani vitaminu B12 v GIT. Nedostatek vnitiniho
faktoru je zplsoben vlivem autoprotilatek proti vnitfnimu faktoru. Anémie
zacind plizivé s postupné se prohlubujicimi projevy, pacienti mohou mit
citlivy hladky jazyk.

3. Selhani hematopoetické buriky — Aplastické anémie

Mohou byt vrozené, nebo ziskané. U vrozenych aplastickych anémii je
pricinou genetickd porucha kmenové buriky, porucha jeji sebeobnovy.
Telomera je konec chromozomu, s kazdym délenim bunky se zkracuje.
Pokud dojde vlivem mutace k progresivnimu zkraceni telomer, dochazi k
predéasnému zaniku bunky kapoptdze, dochdzi ke vzniku aplastické
anémie. Pozdéji mlze prejit do akutni leukemie.

U ziskané aplastické anémie je kmenova bunka v poradku. Jsou
poskozené erytrocytové prekurzory, napriklad vlivem virové infekce,
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protilatek proti erytrocytim, nebo vlivem pusobeni cytostatik nebo
ionizujiciho zareni.

12.6.4 Anémie z pfed¢asného zaniku - Hemolytické anémie

U korpuskularni hemolytické anémie je pfi¢ina v samotném
erytrocytu. Porucha muizZe byt v membrané erytrocytu, napriklad u vrozené
sférocytdzy, ovalocytézy, v enzymatické vybavé, nebo vzadméné
aminokyselin v hemoglobinovém fetézci u hemoglobinopatii napfiklad u
srpkovité anémie.

U extrakorpuskularni hemolytické anémie je pfricina mimo
erytrocyt, napriklad plsobenim protilatek proti erytrocytliim, vlivem
mechanického, fyzikalniho poskozeni, plsobenim jedu vosy nebo vcely. Dale
sem patfi mikroangiopatické hemolytické anémie.

12.6.5 Anémie z nadmérné ztraty

Jedna se o akutni posthemoragickou anémii. Nemocny je zpocatku
spiSe ohroZen prudkym sniZzenim objemu krve, nez samotnou anémii.
PFicinou jsou rlizné Grazy, prasklé jicnové varixy, praskly duodenalni vred,
pooperacni krvaceni, ruptura aorty. Krevni obraz je zpoc¢atku v normé, klesa
az po nékolika hodinach.

Kontrolni otdzky

1. Vyjmenujte klinické projevy anémie.
2. Co je pricinou sideropenické anémie.
3. Vysvétlete, co je Talasemie.

Misto pro doplnéni

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu

PENKA MIROSLAV, TESAROVA EVA A KOL. Hematologiec a transfuzni
lékafstvi, Praha: Grada, 2011. ISBN 978-80-247-3459-0.

™
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12.7 Leukocyty a trombocyty

Anotace, abstrakt

Hlavni funkci leukocytl je Gcast na imunitnich déjich pfi obrané organizmu.
Délime je na granulocyty a agranulocyty.

Cil kapitoly

Poskytnout studentim zakladni informace o druzich leukocyt(l z hlediska
morfologie a funkce.

Klicova slova

Neutrofily, eosinofily, basofily, monocyty, lymfocyty.

12.7.1 Uvod

Leukocyty, bile krvinky, délime na granulocyty a agranulocyty.
Granulocyty obsahuji specificka granula, déli se na neutrofily, eosinofily a
basofily. Agranulocyty délime na monocyty a lymfocyty, neobsahuji
specificka granula.

Trombocyty, krevni desticky, se Ucastni déji potfebnych k zastavé krvaceni.

12.7.2 Granulocyty - Neutrofily, Eosinofily, Basofily

Hlavni funkce granulocyt(, také nazyvanych polymorfonukleary, je
ucast na obrannych reakcich organizmu. Nazyvaji se mikrofagy, hlavni
funkce je fagocytdza. Granulocyty jsou skladovany ve dvou skladovacich
poolech. Rezervni pool granulocytl je v kostni dfeni. Marginalni pool
(okrajovy) je v periferni krvi, granulocyty ulpivaji na sténach cév, jsou zde
pfipraveny pro rychlou obranu proti infekci.

Granulocyty délime dle specifickych granul, charakteristickych pro
jednotlivé druhy, na neutrofily, eosinofily a basofily. Hlavni funkci neutrofilQ
je fagocytdza a niceni bakterii, vyvoj v kostni dfeni trva 10 dni, v periferni
krvi pak Zije pouze cca 6 hodin. Eosinofily narusuji parazity a Ucastni se
zanétlivych a alergickych reakci. V periferni krvi Ziji 12-24 hodin. Basofily
uvolfiuji histamin a serotonin, maji Gcast v hypersenzitivité. V periferni krvi

3iji 4-7 dni.

Granulace se déli na primarni a sekundarni-specifickou. Primarni
granula, neboli azurofilni granulace ma cervenou barvu a obsahuji enzym
myeloperoxidazu (MPO). Jsou pritomna v neutrofilech a eosinofilech jiz od
nejmladsich vyvojovych stddii. Sekundarni granulace vznikd az od stadia
myelocytu. V neutrofilech ma specifickd granulace fialovou barvu,
v eosinofilech oranZovou a v basofilech ¢ernou.

12.7.3 Granulocytovéa vyvojova fada
Myeloblast - prekurzor
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Velikost buriky je 10-18 um, jddro ma jemna chromatin, mlze obsahovat 1-
2 nukleoly, uzky lem svétle modré cytoplazmy.

Promyelocyt

Vétsi burnika nez myeloblast, velké excentrické jadro, hrubsi chromatin,
viditelné nukleoly. Mohou byt 2-4 jadérka. V modré cytoplazmé se tvofri
¢etna primarni granula MPO pozitivni. Nejsou pfitomna sekundarni granula.

Myelocyt

Je mensi nez promyelocyt, ma hrubsi chromatin, plazma je rliZova. Je jesté
schopen déleni. Jadro ovalné nebo kulaté, nejsou patrnd jadérka. Pocatek
sekunddrni granulace neutrofilni, eosinofilni, basofilni. Sekundarni granula
jsou MPO negativni.

Metamyelocyt

Mensi nez myelocyt, mensi hutnéjsi jadro, ledvinovity tvar, maji riZovou
cytoplazmu. Buriky aZ do tohoto stadia se fyziologicky nevyskytuji v periferni
krvi. Obsahuji ¢etnd sekundarni granula.

Tyc
Je mensi neZ metamyelocyt, ma tycovité jadro, zahnuté, hutny chromatin.
V periferni krvi se vyskytuji fyziologicky do 5 %.

Neutrofilni segment — neutrofil

Zrald, plné funkcni bunka. Velikost 10-15 um, jadro clenité na 2-5 segmenti
spojenymi mustkem, sila mlstku nepresahuje polovinu nejsirsiho mista. V
raZové cytoplazmé jsou fialova granula.

Eosinofilni segment - eosinofil

Velikost 9-16 um, sekundarni oranZova eosinofilni granula obsahuji
prozanétlivé cytokiny. Jadro je ¢asto dvojsegmentované, tvar bryli nebo
¢inky.

Basofilni segment - basofil
Velikost 9-12 um, jadro je lalo¢naté, clenité, ve tvaru jetelového listu.
Sekunddrni ¢erna basofilni granula obsahuji histamin.

12.7.4 Agranulocyty - Monocyty

Monocyty patfi mezi burfiky monocytomakrofdgového systému.
Nazyvaji se makrofagy. Hlavni funkci je fagocytdza, eliminace antigent a
destrukce poskozenych erytrocytll. Ihned po svém vzniku v kostni dfeni, jsou
monocyty vyplaveny do periferni krve, proto je fyziologicky v kostni dreni
nalézame jen ojedinéle. V periferni krvi pfebyvaji nékolik hodin az dni, poté
cestuji do tkdni, ale i zpét do periferni krve. Produkuji interleukiny,
interferony a komplement.
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12.7.5 Monocytova vyvojova Fada

Monoblast

Velikost 14-22 um, m3a kulaté nebo ovalné jadro, velmi jemny chromatin,
jadérka. Cytoplazma mirné basofilni az Sed3d, vétSinou bez granulace.

Promonocyt

Velikost 14-20 um, jadro nepravidelné sklddané. Chromatin jemny, bez
patrnych jadérek. Modroseda cytoplazma, mize byt jemna azurofilni
granulace.

Monocyt
Velikost 14-22 um, ovalné, ledvinovité, lalo¢naté jadro. Ridky chromatin.
Kourova cytoplazma, jemna azurofilni granula, vakuoly.

12.7.6 Agranulocyty - Lymfocyty

Hlavni funkci lymfocyt( je obrana organizmu a tcast na imunitnich
reakcich. Lymfatické orgdny Ize rozdélit na primarni, kam patfi kostni dren a
thymus (brzlik) a dale na sekundarni, uzliny a slezina. Uzlinami protéka
lymfa, ve které jsou pritomny B-lymfocyty. Lymfocyty se déli na T-lymfocyty,
B-lymfocyty a NK buriky.

T lymfocyty vyzravaji vthymu. Déli se na pomocné T-lymfocyty
(helpery), tyto aktivuji makrofagy k fagocytdze a podporuji B-lymfocyty k
pfeméné na plazmocyty, které produkuji protilatky. Dale se déli na
cytotoxické T-lymfocyty, které vyhledaji infikovanou buriku a zpUsobi jeji
destrukci.

B-lymfocyty produkuji protilatky, vyzravaji v kostni dieni (Bone
marrow). NK bunky, natural killer (pfirozeni zabijeci), slouzi jako
protinddorova imunita.

12.7.7 Lymfocytarni vyvojova rada

Lymfoblast

Velikost 10-18 um, je mensi nez myeloblast, jadro je nepravidelné. Ma uzky
lem basofilni cytoplazmy, ktera muize byt vytazenad k jedné strané jako
zrcatko, obsahuje 1-2 jadérka. Lymfoblast je myeloperoxidaza negativni.

Prolymfocyt
Velikost 10-18 um, ma mensi hutnéjsi jadro s 1 velkym jadérkem a bohatou
modrou cytoplazmou.

Lymfocyt

Maly lymfocyt je velky 8-12 um, mensi, jadro je hutné, Uzky lem svétle modré
cytoplazmy. Velky granulovany lymfocyt LGL, ma velikost 12-16 um,
excentricky uloZzené jadro, lehce vpacené, svétle modrad cytoplazma s
azurofilnimi granuly.
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12.7.8 Trombocyty

Hlavni funkce je Ucast na zastavé krvaceni, poskytuji negativné
nabité povrchy pro koagulacni déje. Trombocyty jsou bezjaderné bunky,
povazuji se za Utrzky plazmy materské buniky megakaryocytu.

Trombocytopéza je regulovana hormonem trombopoetinem (TPO),
s nizS$im poctem trombocytl stoupd TPO a naopak. Je podobny hormonu
erytropoetinu (EPO), maji spole¢ny zakladni gen.

Normalni hodnota trombocytd je 150-400 x10°%/1. Trombocyt Zije 9-
11 dni, denné se vytvori 1 000 - 5 000 trombocyt( z jednoho megakaryocytu.
Tvofi se v kostni dfeni, ale i v plicich. 1/3 trombocytl je skladovana ve
slezing, po splenektomii se pocet trombocytl v periferni krvi zvysi. Staré
trombocyty zanikaji ve slezing, ale i vjatrech a kostni dreni. U
trombocytopenie ¢asto byva splenomegalie.

12.7.9 Megakaryoblastova vyvojova rfada

Megakaryoblast

Velikost 6-20 um, uzky lem basofilni cytoplazmy, jadro je velké, kulaté,
lobulizované, ma nékolik nukleol, nékdy muze byt s vybézky. Mlze mit na
svém povrchu naadherované desticky.

Promegakaryocyt

Velikost 15-20 um, ma vice cytoplazmy. Dochdzi k endomitéze - k
opakovanému déleni jadra bez soucasného déleni celé bunky. S kazdym
délenim jadra se zmnoZuje genom v jadie 2N, 4N, 8N, 16N. Jadro je vyrazné
lobulizované = polyploidie.

Megakaryocyt

Velkd burfika 40-60 um. Dochazi k polickovani cytoplazmy, uvoliuji se
fragmenty plazmy, ktera nazyvame prototrombocyty, uvoliuji se do
krevnich kapilar jako trombocyty.

Trombocyt

Velikost 1-4 um, je to mald bezjadernd modroSeda bunka s azurofilni
granulaci. Vybézky cytoplazmy megakaryocytu se dostdvaji do sinusoid
v kostni dfeni a strhdva s sebou utrzky — trombocyty.

Kontrolni otdzky

1. Vyjmenujte druhy leukocytG.
2. Vyjmenujte buriky granulocytové vyvojové rady.
3. Vyjmenujte buriky lymfocytarni vyvojové fady.
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Misto pro doplnéni

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu

PENKA MIROSLAV, TESAROVA EVA A KOL. Hematologie a transfuzni
1ékatstvi, Praha: Grada, 2011. ISBN 978-80-247-3459-0.

12.8 Akutni leukemie

Anotace, abstrakt

Akutni leukemie je hematonkologické onemocnéni charakterizované
klonalni prestavbou hematopoetické bunky. Vznikd klon leukemickych
bunék, ktery utlacuje ostatni krvetvorbu.

Cil kapitoly

Poskytnout studentiim zakladni informace o zadkladnich typech akutnich

sve

leukemii, o jejich projevech, pficindch vzniku a laboratornich nalezech.

Klicovad slova

Akutni leukemie, blast, klon

12.8.1 Uvod

V pluripotentni hematopoetické kmenové burice vznikne odchylka
v genetické vybavé, ktera se pak predava na dcefiné burnky. Vznika klon
leukemickych bunék, které nazyvame blasty. Tvorba leukemickych bunék
prevysuje jejich zanik, je zvySena bunécna proliferace (déleni) a soucasné
je sniZzena jejich apoptéza. Dochazi k zablokovani diferenciace (vyzravani) a
tim k zastavé zrani bunék, toto vSe ma za nasledek utlaceni normalni
krvetvorby.
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Za normalnich okolnosti se do periferni krve dostdvaji jen zralé
bunky diapedézou, protdahnou se skrz endotelové buriky. Fyziologické mladsi
bunky endotelem neprojdou, nemaji flexibilni jadro. Leukemické buriky do
periferni krve prochazeji. Rozhodujici pro diagnézu akutni leukemie je pocet
blastl v kostni dieni >20 % ze vSech jadernych bunék.

Klinické projevy akutni leukemie
Nahly zacatek s horeckou, tfesavkou, slabosti, Gnavou. Prvni pfiznaky mohou
byt bolesti kloubU a bficha. Dochazi ke snizeni funkénich leukocytd, coz se
projevi infekci, horeckou, ¢astymi opakujicimi se infekcemi az nekrézami v
dutiné ustni. Jsou sniZeny erytrocyty, rozviji se anémie, Unava, dusnost. Dale
mUze dojit ke sniZzeni poctu trombocytl, coz zapficini krvacivé projevy,
objevuje se petechie - drobné teckovité krvaceni do klze i sliznic, krvaceni
z nosu, modftiny.

Nékdy dochazi k infiltraci organt, zdureni organd, napfiklad oteklé
dasné, zvétseni lymfatickych uzlin, jater, sleziny.

12.8.2 Klasifikace akutnich leukemie

Akutni leukemie se déli na myeloidni (AML) a lymfoblastické (ALL), podle
toho, v jaké vyvojové linii doslo ke genetické odchylce a vzniku leukemického
klonu.

1. AML s rekurentni cytogenetickou abnormitou
Patfi sem akutni promyelocytarni leukemie (APL) s translokaci (15;17),
vznikne flizni gen PML-RARa. Casto u mladych osob, ale pokud se véas zahaji
|[é¢ba, ma dobrou progndézu. Fuzni gen PML-RARa zabrafuje myeloidni
diferenciaci, vyvoj skonci na stadiu promyelocytu se snizenou apoptézou, ale
se schopnosti proliferace. Atypické promyelocyty postupné utlacuji
normalni krvetvorbu. Zapocitavaji se do blastd, pokud je jejich pocet >20 %
jedna se o akutni promyelocytarni leukemii.

Z granul atypickych promyelocytl se uvoliuji prokoagulacni latky,
nastdvd porucha koagulace, kterda ¢asto vyusti v diseminovanou
intravaskularni koagulaci (DIC). Nastava krvaceni, i Zivot ohroZujici, je nutna
rychld diagnostika a neodkladné zahajeni |1é¢by kyselinou alfa-retinovou,
rozhoduji hodiny. Pocet leukocytl mlze byt v normé nebo snizeny, typicka
je pancytopenie — snizeni vSech tfi bunécnych populaci.

Atypické promyelocyty maji cetnd granula, jadro je nepravidelné,
rozstépené, nemusi byt pod granuly vidét. Jsou pfitomny silné a vyrazné
Auerovy tyCe ve snopcich — Faggot cells. Kostni dren je obvykle
hypercelularni, masivné jsou zastoupeny atypické promyelocyty.

2. AML jinak neuréené
Neni zndma genetickd odchylka, blasty v kostni dfeni >20 %, zakladni
rozdéleni vychazi z FAB klasifikace (Franch, American, British z roku 1976,
MO-M7).

AML s minimalni diferenciaci MO: blasty nalézame bez auerovych tyci,
<3 % blastl je MPO pozitivni.
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AML bez vyzravani M1: je pfitomno >90 % myeloblastl, nékdy jsou
patrné auerovy tyce.

AML s vyzravanim M2: podet blastl je 20-89 %, prfitomna azurofilni
granulace, ¢etnéjsi auerovy tyce, MPO je silné pozitivni.

Akutni myelomonocytarni leukemie M4: pocet blastl >20 %, soucasné
pfitomna monocytarni komponenta >20 %.

Akutni monoblasticka/ monocytarni leukemie M5: buriky v kostni dfeni
tvofi >80 % monocytarni komponenty (monocyty, promonocyty,
monoblasty).

Akutni erytroidni leukemie M6: je zmnoZend erytropoéza s dysplazii,
pritomny megaloblasty, a mnohojaderné formy. Je velmi vzacna.

Akutni megakaryoblasticka leukemie M7: v kostni dreni je >50 %
megakaryoblast(l ze vSech blastl, ¢asto je sucha punkce, lepsi je provést
trepanobiopsii. Je velmi vzacna.

3. Akutni lymfoblastickd leukemie
MuZe vychazet z B lymfocytl, nebo z T lymfocyta.

B-ALL nespecifikovana bez genetické abnormity je leukemii
détského véku, 75 % pripadd je do véku 6 let. Lepsi progndza je u mladsich
nemocnych pod 25-35 let.

B-ALL s rekurentni genetickou abnormitou se vyskytuje asi 75 %
nemocnych, genetickd abnormita ma prognosticky vyznam. Pokud je
pritomna translokace t(9;22) fazni gen BCR/ABL Philadelphsky chromozom,
je horsi prognéza. Genetické odchylky maji pfimou souvislost se vznikem
nadoru, vznik jeSté v déloze, proto jsou tyto B-ALL u malych déti.

T-ALL vychazi z T-lymfoblastl. Mohou byt postizeny i jiné tkané nez
kostni dren, pak se jednd o T-lymfoblasticky lymfom. Vyskytuje se casto
vmlad$sim véku u mladych muzll. Postizeno byvd mediastinum se
zmnozenou masou lymfoblastd. Prvnim projevem muze byt dechova tisen a
vypotek na plicich.

Lécba akutni leukemie

V prefazi je cilem sniZit nadorovou masu leukocytlli, podavaji se
kortikoidy na 5-7 dni, vtuto chvili se vySetfi genetika, urci se presna
diagndza, stanovi se progndza. Nasleduje indukce, cilem je dosaZeni
kompletni remise - Ustup onemocnéni, vymizeni blastl. Provadi se pomoci
chemoterapie nebo radioterapie. V dalsi fazi pfi konsolidacni 1écbé, ktera
trvd 6-12 mésicll se aplikuje chemoterapie. Udrzovaci lécba trva cca 2 roky,
je zasadni pro zniceni rezidua akutni leukemie, pokud se vynechd, je
zhorsené preziti pacienta.

Transplantace kostni diené

V nékterych pfipadech je nutné pristoupit k transplantaci pacienta
darcovskymi hematopoetickymi burikami. Voli se, pokud je $ance na preziti
méné nez 50 %. Vhodnému darci se odebere vice vpichy do lopaty kosti
kycelni kostni dfen s hematopoetickymi bufikami. Nebo se prostrednictvim
separatoru odebere periferni krev s hematopoetickymi burfikami po
predchozi stimulaci rlistovymi faktory. Pacientovi je nasledné znic¢ena jeho
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vlastni krvetvornd tkdan a poté se podad transfuze darcovskych
hematopoetickych bunék. Pfihojeni nové tkané trva 2-3 tydny. Pacient je
umistén ve sterilnim prostifedi, nema vlastni imunitu, je ohroZzen banalnimi
infekcemi.

Kontrolni otdzky

1. Vysvétlete vznik akutni leukemie.
2. Vyjmenujte jednotlivé druhy AML.
3. Co je to Philadelphsky chromozom a jeho vyznam u B-ALL?

Misto pro doplnéni

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu

PENKA MIROSLAV, TESAROVA EVA A KOL. Hematologie a transfuzni
1ékatstvi, Praha: Grada, 2011. ISBN 978-80-247-3459-0.

12.9 Myeloproliferativni onemocnéni a myelodysplasticky syndrom

Anotace, abstrakt

Myeloproliferativni  onemocnéni  vychazi  z myeloidni  kmenové
progenitorové burnky. Mlze dojit ke zvysené proliferaci jedné, dvou nebo
vSech tfi myeloidnich fad. Dochazi ke zmozZeni granulocytd, erytrocytll, nebo
trombocytd.

Cil kapitoly

Poskytnout studentim zakladni informace o myeloproliferativnich
onemocnéni, typech, nalezech a klinickych projevech.

@
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Kli¢ova slova

Polycytemie vera, chronicka myeloidni leukemie, esencidlni trombocytémie,
primarni myelofibréza

12.9.1 Myeloproliferativni onemocnéni

U myeloproliferativnich onemocnéni dochazi ke klonalni proliferaci
myeloidni kmenové progenitorové buriky, nasledkem j zvySena proliferace
jedné nebo vice myeloidnich fad. V perifernii kostni dieni se nachazi zvyseny
pocet granulocytll, erytrocytli, trombocytld. Nachazime posun k nezralym
formam (posun doleva). Nachazime zralé elementy, ale i celé vyvojové fady.
Blasty jsou pritomny jen ojedinéle.

Pacienti jsou nejcastéji ve véku 50-70 let. Onemocnéni postupné
prechazi do myelofibrozy, selhava kostni dren, nebo muiZe dojit k
transformaci do akutni leukemie.

Lécba spociva obvykle v podavani hydroxyurey k potladeni ristu
klonu, pozdéji je vhodna u mladych pacient( transplantace.

Mezi klinické projevy patfi Unava, no¢ni poceni, vahovy ubytek, krvaceni.

1. Chronickd myeloidni leukemie CML
le pfitomen fuzni gen BCR/ABL, translokace t(9;22), Philadelphsky
chromozom, ktery stimuluje proliferaci bunék. Pocet leukocytl byva
>100x10%/1. Jsou zmnoZeny granulocyty, eosinofily, basofily, v periferni krvi
nachazime promyelocyty, myelocyty, metamyelocyty, tyle, segmenty.
V kostni dfeni jsou pfitomny trpasli¢i megakaryocyty a jejich shluky.

Rozeznavame tii faze CML. Prvni chronicka faze je charakterizovana
leukocytdzou, posunem doleva, basofilii, eosinofilii, pocet blastl v periferni
krvi je <3 %, dfen je hypercelularni. Ve druhé akcelerované fazi se vice
zvy3uje pocet leukocyt(ll, trombocyty >1 000x10%/I, nebo naopak <100x10%/I.
V kostni dfeni jsou blasty <20 %. V posledni blastické fazi dochazi
k prechodu do akutni leukemie, pocet blastll je >20 % v kostni dfeni.

2. Pravd polycytémie
Také nazyvana polycytémie vera. U 95 % pacient( je pfitomna mutace Janus
2 kinaza, zapficinuje zvysenou proliferaci erytrocytl nezavisle na regulaci
erytropoetinem. Pacienti maji potiZe se zvySenou viskozitou krve, svédéni
klze v teplé vodé, maji nacervenalou klzi a splenomegalie. HGB >165 g/I, je
pritomna erytrocytdza. Postupné prechdzi do anémie a do fibrézy kostni
drené. Lécba spociva v provadéni venepunkce nebo erytrocytaferézy.

3. Primarni myelofibréza
Vznikaji patologické rychle se rozpadajici megakaryocyty, dochazi ke
stimulaci tvorby fibroblastl. Zpocatku jsou zvysené trombocyty,
megakaryocyty, v poslednim stadiu dojde k vyCerpani kostni dfené, prechod
do fibrdzy, kdy je krvetvorna tkan je nahrazena fibrotickou tkani. Odbér
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kostni diené je velmi obtizny, tzv. sucha punkce. Aktivuje se extramedularni
krvetvorba v jatrech a sleziné.

4. Esencidlni trombocytémie
Postihuje megakaryocyty, poéet trombocytl je >450x10%/I. Pacient mize
trpét trombdzou, ale i krvacenim. Erytrocyty a leukocyty jsou v normé.
V kostni dieni nachazime gigantické megakaryocyty, paroznaté, ve shlucich,
jadra spojena nitkou. V posledni stadiu dochazi k fibréze.

12.9.2 Myelodysplasticky syndrom

Dochazi k poskozeni kmenové burky, kdy vznika patologicky klon
s rlistovou vyhodou, utladuje normalni krvetvorbu a vznikd pancytopenie.
Mutace vede k nestabilité celého genomu a vznikaji dal$i mutace, je zvySena
apoptéza bunék. Dochazi k dysplazii jedné nebo vice fad (erytrocyty,
granulocyty, trombocyty). HGB je <100 g/I. Postupné se zvySuje pocet blastd,
je riziko zvratu do akutni leukemie. Pocet blastli u MDS je <20 %.

Pfiznaky MDS jsou anémie, dusnost, Unava, opakované infekce,
krvaceni. MDS se objevuje pfevaziné u starsich osob. Primarni MDS muze
vzniknout plsobenim benzenu, kourenim, chemikaliemi. Sekundarni MDS
muzZe vzniknout po chemoterapii nebo radioterapii. Lécba spodiva
v podavani transfuzi erytrocytl, trombokoncentrat(, aplikaci chemoterapie,
kortikoid( na blokaci apoptdzy.

Kontrolni otdzky

1. Vysvétlete, co je pfi¢inou vzniku myeloproliferativniho onemocnéni.
2. Vyjmenujte jednotlivé typy myeloproliferativhiho onemocnéni.
3. Cim je charakterizovan myelodysplasticky syndrom?

Misto pro doplnéni

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu

PENKA MIROSLAV, TESAROVA EVA A KOL. Hematologie a transfuzni
1ékafstvi, Praha: Grada, 2011. ISBN 978-80-247-3459-0.
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12.10 Lymfoproliferativni onemocnéni

Anotace, abstrakt

Lymfoproliferativni onemocnéni vychazi z lymfoidni kmenové progenitorové
buriky. Dochazi ke zvysené proliferaci zralych klonalnich lymfocyta.

Cil kapitoly

Poskytnout studentim zdkladni informace o lymfoproliferativnich
onemocnénich, jednotlivych typech, laboratornich nalezech a klinickych
projevech.

Kli¢ova slova

Lymfoproliferace, lymfom, klon, plazmocyt, paraprotein

12.10.1 Uvod

U lymfoproliferativnich onemocnéni dochazi ke klondlni nadorové
prestavbé zralych lymfocytli na rGzném stadiu vyvoje. Tvofi se klon
identickych bunék, které utlacuji ostatni krvetvorbu.

Patfi sem Non-Hodgkinské lymfomy - neoplazie z B-lymfocytd, T-
lymfocytd a NK bunék. Dale sem patii Hodgkintiv lymfom.

Vétsinou byva lymfocytdza. Jsou postizeny uzliny, lymfaticka tkan,
slezina, stfevo, nebo i jiné organy. Hromadi se zde masa patologickych
lymfocytld, onemocnéni také nazyvame Ilymfomem. Pokud se
lymfoproliferativni onemocnéni objevi i v periferni krvi nebo kostni dreni
jedna se o leukemizovany lymfom.

Lymfoproliferace jsou ¢astéjsi u osob se snizenou imunitou, u
pacientd s HIV, u autoimunitnich onemocnénich, po infekci zplsobuijici virus
Ebstein-Barrové. B-lymfocyty produkuji protilatky, v natéru casto vidime
penizkovaténi erytrocytl vlivem protilatek. Onemocnéni je ¢astéjSi u muzd
nad 60 let.

Onemocnéni je provazeno B-symptomy, kam patfi nocni poceni,
vahovy ubytek, nechutenstvi, Unava, teplota, zvétsené uzliny, jatra, slezina.

12.10.2 Non-Hodgkinské lymfomy z B-lymfocytQ

1. Chronicka lymfatickd leukemie B-CLL
Polet leukocytl byva >100x10%/l. Vliv ma i genetickd predispozice.
Onemocnéni ma pozvolny pribéh nemoci, vyviji se i >20 let. V periferni krvi
je naprosta prevaha lymfocytl v natéru — lymfocytéza. Lymfocyty maiji

poli¢kovity chromatin, jsou pfitomny cetné jaderné stiny —jadra rozetfenych
fragilnich lymfocyta.

2. Prolymfocytdrni leukemie B-PLL
V natéru nachazime cetné prolymfocyty, jsou to kulaté bunky s 1 velkym

jadérkem. Onemocnéni je vzacné, prevainé muzi nad 70 let.
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3. Mantle cell lymfom B-MCL
Lymfom z plastovych bunék, burnky jsou vétsi i mensi, cytoplazma rdzné
objemn3, jadro s nepravidelnymi zatezy, Spatna progndza.

4. Folikuldrni lymfom FL
Lymfom ze zdrodeéného centra uzliny, ¢asty lymfom. Buriky FL jsou malé
bunky, velmi udzky lem plazmy, jemny chromatin, bez jadérka, v jadre
hluboky zatez, tvar kdvového zrna.

5. Vlasatobunéénd leukemie HCL
Leukemie ma indolentni priibéh, typicka je pancytopenie. Lymfocyty maji
excentricky uloZené ovalné, ledvinovité jadro. Cytoplazma je bohatsi,
Sedomodra, vlasky cytoplazmy po celém obvodu buriky.

6. Difuzni velkobunéény lymfom DLBCL
Vznik primarné nebo sekundarné z B-CLL. Velké lymfocyty 2x vétsi nez
normalni lymfocyty, jadro je ovalné, kulaté, s jadérky.

7. Burkittav lymfom
Rychly agresivni riist, mGZe byt pfechod do leukemie, postizeny i déti. Casto
dochazi k postizeni Celisti. Buniky jsou stfedné velké, s kulatym, ovalnym
jadrem, silné basofilni cytoplazma, cetné vakuoly.

12.10.3 Non-Hodgkinské lymfomy z T-lymfocytu
1. T-LGL—leukemie
Leukemie s velkymi granulovanymi lymfocyty, indolentni pribéh.

2. Mycosis fungioides a Sezary syndrom
Jednd se kozni T-lymfomy, zpUsobené infiltraty malych a stfednich
lymfocyt(l. Sezaryho bunky maji lalocnaté cerebroformni jadro.

12.10.4 Hodkgintv lymfom

Lymfom vznika v uzlinach na krku, pfevainé u mladych dospélych. V
uzlindch histologicky nachazim burky Sternberg-Reedové. Jsou to velké
mnohojaderné s bohatou cytoplazmou, jadérky. Typické jsou 2 velka jadra,
nebo vice jader penizkovité usporadanych. V periferni krvi nebo kostni dreni
tyto buriky nenachazime. Onemocnéni ma Ctyfti stadia, dle postiZeni uzlin.

12.10.5 Mnohocetny myelom

Jedna se o nadory z plazmatickych bunék. Patfi mezi monoklonalni
gamapatie s klonalni proliferaci plazmatickych bunék, které sekretuji
klondlni paraprotein. V elektroforéze bilkovin se objevi paraprotein. Dochazi
utlaku krvetvorby, klondlni plazmocyty nachazime v kostni dfeni. Pacient
pocituje Unavu, bolesti zad a skeletu, trpi opakovanymi infekty. Vlivem
produkce paraproteinu je zvysena celkova bilkovina. Vzacné miize myelom
prejit do plazmocelularni leukemie s mnoZenim plazmocytl v periferni krvi.
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Mezi klinické projevy (CRAB) dale pati:
e C — hyperkalcemie, Ca se zvySené uvoliuje se z kosti, tvofi se
osteolyticka loZiska, vznikaji spontanni zlomeniny kosti.
e R —Renal —dochazi k poskozeni ledvin paraproteinem
e A —Anemie —vznika anémie, plazmocyty utlacuji erytroidni fadu
e B —Bone - v kostni dfeni nachazime klonalni plazmocyty

Kontrolni otdzky

1. Vysvétlete co, znamena leukemizovany lymfom.
2. Vyjmenujte jednotlivé typy lymfoproliferaci.
3. Jaké jsou klinické projevy u mnohocetného myelomu.

Misto pro doplnéni

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu

PENKA MIROSLAV, TESAROVA EVA A KOL. Hematologie a transfuzni
1ékatstvi, Praha: Grada, 2011. ISBN 978-80-247-3459-0.

12.11 Hemostaza

Anotace, abstrakt

Hemostaza je komplexni proces, ktery zajistuje zastavu krvaceni pouze
v misté poranéni a soucasné zachova tekutost krve v ostatnim neporuseném
krevnim fecisti. Ucastni se ho viechny slozky krve, trombocyty, plazmatické
koagulacni faktory, atd.

UdrZuje rovnovahu, nesmi dochazet ke spontannimu krvaceni nebo naopak
ke spontannimu srazeni krve. Pfi naruseni nékterych slozek hemostazy muze
dojit k nadmérné krvacivosti, nebo nadmérné srazlivosti.
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Cil kapitoly

Poskytnout studentdm zakladni informace o zakladnich funkcich hemostazy.

Klicova slova

Koagulace, endotel, primarni hemostdza, fibrinolyza

12.11.1 Uvod

Na hemostaze se podileji:

* Cévni sténa — ma mechanickou funkci, pfi poranéni dochazi
k vazokonstrikci. Skldda se z vrstev intima, media a adventicie.

* Endotel — vnitini povrch cév je vystlan endotelovymi burikami. Je v
primém kontaktu s krvi. Pouze neporuseny a nesmacivy endotel chrani
pred trombotickym ucinkem. P¥i poranéni je odhaleny subendotel velmi
trombogenni, uvolni se tkanovy faktor a dojde k aktivaci
hemokoagulace.

*  Trombocyty poskytuji negativné nabité povrchy pro koagulacni déje.

* Plazmatické koagulacni faktory, inhibitory, faktory fibrinolyzy

Hemostatické déje Ize rozdélit na ctyri zakladni oblasti:

1) Primarni hemostaza se zabyva tvorbou primarni hemostatické
zatky, Ucastni se zde hlavné trombocyty.

2) Systém koagulacnich faktorli — pfi aktivaci koagulaéni kaskady
dojde ke vzniku koagula a k zastavé krvaceni.

3) Fibrinolyza — hlavnim ukolem je rozpousténi koagula po zhojeni
cévy.

4) Inhibitory krevniho sraZeni maji za ukol regulovat vSechny déje
hemostazy.

Laboratorni vySetieni hemostazy

Odebira se nesrdzliva krev do citratu sodného. Krve je nutné odebrat az
k rysce na zkumavce, aby byl zachovan spravny pomér mezi krvi a
protisrazlivym cinidlem. Stabilita krve je 4 hodiny od odbéru, transport do
laboratofe maximadlné do 2 hodin od odbéru, vzorek uchovavat pfi 18-25
°C. Vlaboratofi se krev centrifuguje, vySetfeni se provadi zplazmy.
Hemolyza a chylozita plazmy brani vysetfeni. Plazmu ziskame centrifugaci
nesrazlivé krve, sérum ziskame centrifugaci srazlivé krve.

12.11.2 Primarni hemostaza

PFi tvorbé primarni hemostatické zatky vznikne agregat desticek,
k zdstavé krvaceni dojde do cca 5 minut. Dochdzi k zaceleni porusené
integrity cévy pfi jejim poranéni. Hlavni tlohu zde hraji trombocyty. Jsou to
bezjaderné bunky, vznikaji odstépenim z megakaryocytl. Na povrchu maji
dvojvrstvu fosfolipidli a rGzné povrchové glykoproteiny a receptory.
Trombocyty obsahuji a-granula, 6-granula. Pro zajisténi primarni

209



hemostazy je dlleZity nejen dostateény pocet trombocytl, ale i jejich
spravna funkce. V opacném pripadé dochazi ke krvacivym staviim.

Zakladni funkce trombocyta:

1) Adheze trombocytl — trombocyty roluji po povrchu neporuseného
endotelu v cévdach, pokud je endotel porusen a je odhaleny kolagen
dojde k adhezi trombocytl na kolagen.

2) Aktivace trombocytt - z poskozené tkané se uvolni ADP. Dojde ke
zméné tvaru trombocytu z diskovitého na vybéziky, povrch je 10x
vétsi. Z granul se uvolni dalsi ADP.

3) Agregace trombocytl — dochazi k agregaci trombocytl. Vznikne bily
desti¢kovy trombus

4) Retrakce — smrsténi destickového trombu pro zpevnéni trombu
(srazeniny) fibrinovou siti vytvorfenou koagulac¢nimi faktory, viz
Systém koagulacnich faktora.

Vysetieni primarni hemostazy na pfistroji PFA

Pfistroj Platelet function analyzer (PFA) provadi vySetfeni primarni
hemostazy z plné necentrifugované citratové krve. Principem je tvorba
destickového trombu, ktery postupné uzavird otvor v membrané cartridge
potazené colagenem, epinefrinem, ADP. Méfi se schopnost tvofit agregaty
trombocytd pfi arteridlni rychlosti krve. Lze vyuZit pfi predoperacnim
screeningu, diagnostice trombocytopatii, u von Willebrandovy choroby a pfi
sledovani U¢innosti antiagregacni [éCby.

12.11.3 Koagulacni faktory

Koagulacni faktory jsou glykoproteiny, enzymy v krevni plazmég,
které se Ucastni krevniho srazeni, vétsSina se tvofi v jatrech. Znac¢ime je
fimskymi Cislicemi, neaktivni forma, napt. FVIII, aktivni forma napf. FVllla.
MuzZeme je rozdélit na proenzymy, kofaktory, fibrinogen a von
Willebrandiv faktor.

Mezi proenzymy patti tzv. faktory vitamin K dependentni Fll, FVII,
FIX, FX, Protein C, Protein S. Tyto faktory potfebuji vitamin K, jinak neni
faktor schopen vazby na Ca2+ a fosfolipidy. PFi sniZzeni vitaminu K se sice
faktory tvofri, ale nejsou koagulacné aktivni. Toho se vyuziva antikoagulacni
lécbé, kdy lék warfarin blokuje oxidaci vitaminu K a tim dochazi ke snizené
koagulaci. Patfi sem Flla trombin, klicovy enzym koagulace, aktivuje FVIII,
trombocyty, fibrinolyzu. Dale sem patti FIX, ktery je aktivni v komplexu
vnitfni tendza FIXa FVllla fosfolipidy Ca2+, ktery aktivuje FX na FXa.
Nedostatek FIX je hemofilie B.
Mezi kofatory patfi FVIII, nedostatek je hemofilie A. Je soucasti vnitini
tenazy FVIlla FIXa fosfolipidy Ca2+. Tvofi se na chromozomu X, zvySuje se pfi
zanétech, stresu.

Fibrinogen zprostredkovava agregaci trombocytd. Jedna se o faktor
akutni faze, zvysuje se pfi zanétech, poranéni, v téhotenstvi.
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Von WillebrandlGv faktor (VWF) je tvofen megakaryocyty
a endotelovymi burikami ve Weibel-Paladeho téliscich. Hlavni funkce vVWF je
v primarni hemostaze, zprostfedkovava adhezi trombocytl na endotel.
V koagulaci stabilizuje FVIII. Ihned po uvolnéni vVWF z Weibel-Paladeho
télisek je prebyte¢ny vWF Stépen enzymem ADAMTS13.

Koagulaéni kaskada

PFi poranéni cévy je cilem tvorba trombinu a vytvoreni pevného fibrinového
vldkna, které vede k zastavé krvdceni. Neaktivni koagulaéni faktory jsou
Stépeny na aktivni formu: nap¥. FVIII = FVllla. Probiha kaskadovity déj, kdy
jeden faktor $tépi/aktivuje dalsi a tento aktivuje faktor nasledujici. Jsou dvé
cesty koagulace, vnitfni a vnéjsi, zacinaji kazda zvlast, poté se spoji a déj
pokracuje jednou spolecnou cestou.

Vnéjsi cesta zacind uvolnénim tkanového faktoru z poskozené
tkané, vznikne vnéjsi tendza FVIla Ca2+ TF, ktera aktivuje FX na FXa.
Vnitini cesta zacind odhalenim subendotelu pfi poranéni cévy, vznikne
vnitfni tendza FVllla FIXa fosfolipidy Ca2+, kterd také aktivuje FX na FXa.
Odtud se obé cesty spoji do jedné spolecné. Vznikne protrombinaza FXa FVa
fosfolipidy Ca2+, protrombin se aktivuje na trombin, fibrinogen na fibrin.
Nejprve se tvofi rozpustny fibrin. Vlivem ucinku FXllla dojde k vytvoreni
nerozpustné fibrinové sité.

Vysetfovaci metody koagulace

1. Protrombinovy test PT
Starsi nazev, ale dodnes obcas pouzivany je Quickdv test. Monitoruje vnéjsi
cestu koagulace, to znamena, Ze pfi deficitu Fll, FV, FVII, FX bude ¢as PT
prodlouzeny. Vysledky se udavaji v poméru (R) ¢asu PT pacienta a ¢asu
normalni plazmy. Norma je R=0,8-1,2.
Pfi lécbé warfarinem se vysledky udavaji také v mezindrodnim
normalizovaném poméru (INR). Kazda reagencie ma vlastni mezinarodni
index citlivosti (ISI), prepocet se provede R umocnéno na ISI. Toto je dalezité
pro vydavani shodnych vysledka z riiznych laboratofi v CR, ale i ve svété.
Prodlouzeni PT byva také u nedostatku FBG, vitaminu K, onemocnéni jater,
u antikoagulac¢ni [é¢by a u novorozencd.

2. Aktivovany parcidlni tromboplastinovy test APTT
Monitoruje vnitini cestu koagulace, to znamena, Ze pfi deficitu FVIII, FIX,
FXII, FXIl bude cas PT prodlouzeny. Prodlouzeni PT byva také u nedostatku
FBG, vitaminu K, onemocnéni jater, u antikoagulacni lécby a u novorozenct.

Vysledky se udavaji v poméru (R) ¢asu PT pacienta a ¢asu normalni plazmy.
Norma je R=0,8-1,2.

3. Fibrinogen
Monitoruje spoleénou cestu koagulace. Vysledky se vydavaji v g/l, norma je

2-4 g/l. Snizeni FBG je u onemocnéni jater, pfi antikoagulacni Ié¢bé, u
novorozencl, zvySeni FBG u zanétd, v téhotenstvi, u tumor(.
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12.11.4 Fibrinolyza

Proces, pfi kterém dochazi k rozpousténi koagula, nerozpustného
fibrinu, pfi zhojeni cévy. Jednd se o tzv. uklid cévy po probéhlé koagulaci,
dochazi k opétovnému zprdchodnéni cévy. Fibrinolyza udrZuje rovnovahu
v krevnim srazeni. Je to sloZita sit aktivatorG a inhibitord propojenych
zpétnymi vazbami.

Pfi poranéni fyziologicky dochazi k fibrinolyze pouze v misté
poranéni. Z poranéné tkané se uvolni tkanovy a urokinazovy aktivator
plazminogenu, ktery je aktivovan na plazmin. Plazmin $tépi rozpustny fibrin,
vznikaji fibrin fibrinogen degradacni produkty FDP, také stépi nerozpustny
fibrin, vznikaji D-Dimery.

Snizend fibrinolyza je u sepse, trombdz, v téhotenstvi. Zvysena fibrinolyza
je pti zvysené produkci plazminu u DIC a u krvacivych stava.

Vysetiovaci metoda fibrinolyzy

D-Dimery
Stanoveni se provadi latexovou imunoaglutinaci (LIA metoda) pomoci
monoklonalnich protilatek, vznikajici aglutinace je mérena turbidimetricky
na pfistroji. Vysledek vydavame v mg/ml v FEU jednotkach (fibrinogen
equivalent unit). 1 FEU odpovida mnozstvi fibrinogenu, ktery se spotieboval
ke vzniku 1 D-Dimeru.

Norma D-Dimert je <0,5 mg/ml FEU. Metoda je vysoce senzitivni az
100 % pro vylouceni trombdzy, tzn. pokud jsou negativni D-Dimery, lze
vyloucit trombdzu. Metoda je ale malo specificka, hodnota D-Dimerd je
zvySend u mnoha stavll - u trombdzy, diseminované intravaskularni
koagulace (DIC), zanétl, po operaci, poranéni, v téhotenstvi.

12.11.5 Pfirozené inhibitory

Fyziologicky je v plazmé pfitomno malé mnozZstvi trombinu a
aktivnich koagulacénich faktor(. Je tedy nutno udrzovat stalou koagulacni
rovnovahu. Toto maji za ukol regulacni proteiny - pfirozené inhibitory, které
slouZi k zabranéni nekontrolovanému srazeni krve. Pfi snizené hladiné
ptirozenych inhibitord je riziko vzniku trombézy.

Jednim z pfirozenych inhibitord je antitrombin (AT). AT plsobi na
endotelu, je primarni inhibitor trombinu lla, inhibuje vnéjsi tendzu, vnitini
tenazu i protrombinazu. Za pritomnosti heparinu inhibuje i FXa.

Protein C a protein Sjsou pfirozené inhibitory, kjejich snizeni
dochazi v téhotenstvi a u¢inkem warfarinu.

Kontrolni otdzky
1. Vysvétlete funkci hemostazy.
2. Popiste koagulacéni kaskadu.
3. Kcéemu slouzi fibrinolyza.
4. Vysvétlete, jaky je ukol pfirozenych inhibitora.
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12.12 Patologie hemostazy

Anotace, abstrakt

K patologickym staviim v hemostaze dochazi pfi poruseni kfehké rovnovahy
mezi sklonem ke krvaceni a sklonem ktrombotizaci. Pficinou mlzZe byt
sniZeni, nebo naopak zvyseni hladiny plazmatickych faktor( nebo inhibitor(.
K patologickym staviim v hemostdze muZe dojit na vSech jejich Urovnich.

Cil kapitoly

Poskytnout studentim zakladni informace o patologii hemostazy, jejich
pficin a laboratorni diagnostiky.

Klicovad slova

Trombocytopatie, hemofilie, inhibitor

12.12.1 Porucha primarni hemostazy

Projevuje se pfitomnosti petechii - drobné teckovité krvaceni do klze,
krvaceni z drobnych cévek pti poruse funkce desticek, nebo poruchy cévni
stény. Mnohocetny vyskyt petechii se nazyva purpura.

Poruchy cévni stény mohou byt vrozené nebo ziskané. U vrozené
vaskulopatie dochazi ke znacnému zteceni cévni stény. U ziskané pfi
nedostatku vitaminu C vznikaji kurdéje, infekce, snizeni rutinu, dfive nemoc
namoftnikad.

U trombocytopenie je snizeny poéet trombocytli <150x10°%/I. Mezi
trombocytopenie z imunitnich pFicin patfi idiopatickd trombocytopenicka
purpura (ITP). Akutni ITP vznika ¢asto u predskolnich déti po virové infekci,
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kdy vznikaji protilatky proti trombocytim. Podet trombocyt( je <20x10%/I.
Upravi se do pul roku, IéCba kortikoidy. Chronicka ITP byva hlavné u Zen,
¢asto provazi jiné onemocnéni.

K heparinem indukované trombocytopenii (HIT) dochazi u 3 %
pacientl pri lécbé heparinem. Tvofi se protilatky proti komplexu heparin +
destickovy faktor 4. Trombocyty s navazanymi protilatkami jsou vychytavany
ve sleziné. U HIT pocet trombocytll klesne na polovinu vychoziho poctu,
nebo je <50x109/l. U HIT muzZe byt trombdza mozkovych splavd, v plicich,
ale i krvéceni a DIC. Lécba — neprodlené vysadit heparin, podat jiny lék
napfiklad fondaparinux.

Trombotickd trombocytopenicka purpura (TTP) je Zivot ohrozujici
stav, kdy je nutnd rychla diagnostika a zahajeni |écby. U TTP vlivem vzniku
protildtek (inhibitoru) dojde k zablokovani enzymu ADAMTS13, ktery
fyziologicky Stépi volné multimery von Willebrandova faktoru, tim dochazi k
tvorbé mikrotrombu hlavné v mozku. U TTP jsou trombocyty velmi snizené
<30x10%/I. V krevnim natéru lze pozorovat schistocyty - Gtrzky erytrocytd.
Tento nalez musi laboratof neodkladné nahlasit |ékafi. Lécba spocivd v
okamzité vyménné plazmaferéze, jen nutno z plazmy pacienta odstranit
protilatky proti ADAMTS13.

Trombocytdza je reaktivni stav, kdy je zvySeny pocet trombocytl
>400x10%/I. K trombocytéze dochazi u bakteridlni infekce, u nadort, u
sideropenické anémie. PFi Upravé vychoziho onemocnéni se pocet
trombocytl normalizuje. Na rozdil trombocytémie, kterd se vyskytuje u
hematologickych malignich onemocnénich — myeloproliferaci.

Trombocytopatie jsou stavy, kdy dochazi k poruse funkce
trombocytl. | prfes dostatecny pocet trombocytll miZe dochazet ke
krvacivym projevim. Mohou byt vrozené, nebo ziskané napfiklad vlivem
pUsobeni 1ékd. Tohoto se wvyuzivd u antiagregacni lécby kyselinou
acetylsalicylovou.

Projevy poruch primarni hemostazy:
* petechie povrchové a slizni¢ni
e krvaceni z nosu, dasni
* hematurie
*  krvaceni z konecniku
* gynekologické krvaceni

12.12.2 Von Willebrandova choroba vWCH

Vrozena krvacivd choroba (nepatii mezi koagulopatie). Dochazi k
defektu vVWF. Vyskyt v populaci cca 1 %, nemoc postihuje obé pohlavi.
Pojmenovana po lékafi (Erik Adolf von Willebrand), ktery v roce 1924 nemoc
zachytil ve Finsku u 5-leté divky, ktera pak ve 13-letech vykrvacela pfti 4.
menstruaci. Norma vVWF v plazmé 50-150 %, krevni skupina 0 ma fyziologicky
nizsi vVWF 40 %, vyssi hodnoty jsou v téhotenstvi, pfi uZivani antikoncepce, u
infekci, nador.
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Projevy VWCH

* nadmeérné krvaceni klze a sliznic, krvaceni z nosu
*  krvaceni dasni po vytrzeni prvnich zubl u déti

* hematomy, silnd menstruace

* muZe byt i fatalni krvaceni

* opakované aborty = nedojde k nidaci embrya

12.12.3 Hemofile

Hemofilie patfi mezi koagulopatie, kdy dochazi ke snizeni nebo
nedostatku nékterého koagulacniho faktoru, coz ma za nasledek krvaceni.
Hemofilie jsou prevazné vrozené, ale i vzacné ziskané stavy. Nejzavaznéjsi je
deficit FVIII u hemofilie A a deficit FIX u hemofilie B. Pficinou krvaceni je
nedostatecné mnoZstvi vnitini tendzy ve které je obsaZzen FVllla a FIXa, tim
vznikd mdlo FXa, mdlo trombinu, tvofi se nekvalitni zatka a pacient krvaci
dal. Na rozdil od poruchy primarni hemostazy se netvofi petechie, ale
hluboké hematomy.

Vrozené hemofilie A, B

Dédic¢nost je recesivni, vdzana na X chromozom. Muz hemofilik je nemocny
s krvacivymi projevy, pfendsi chybny gen na potomky. Zena je prenasecka,
nema projevy hemofilie, ale prendsi chybny gen na potomky. 30 % mutaci
vznikne nové (oba rodice jsou zdrdvi). Normalni aktivita FVIIl a FIX je 50-150
%.

Dle aktivity faktoru lze tizi hemofilie rozdélit:
* 5-50 % - lehkd hemofilie, krvaci po vytrzeni zubu
* 1-5% - stfedni hemofilie, krvaci po drobnych urazech
* 0-1% - tézka hemofilie, spontanni krvaceni do kloubt

Lécba spociva v injekénim celoZivotnim podavani chybéjiciho koagulaéniho
faktoru. V CR je asi 1 000 hemofilik(.

Ziskana hemofilie A

PFicinou je vznik specifického inhibitoru/autoprotilatky proti FVIII. Dochazi
k zablokovani funkce FVIII a pacient zacne krvacet. Ziskana hemofilie se
mUzZe objevit u pacientl s lymfomy, tumory, v gravidité. P¥i 1écbé neni
derivat FVIII ucinny, protoZe i zde dojde k zablokovani podaného faktoru
inhibitorem. Podava se rekombinantni FVII. Pro potlaceni tvorby inhibitoru
se podavaji vysoké davky kortikoidU. Sila inhibitoru se laboratorné stanovuje
v Bethesda jednotkach (BU). Za pomérné silny inhibitor se povaZuji hodnoty
od 5 BU.
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12.12.4 Trombofilie

Trombofilie je tromboembolickd nemoc, jednd se hyperkoagulacni
stav. Trombofilie mohou byt vrozené nebo ziskané defekty se sklonem
k trombdze a zvysena predispozice k recidivam.

Mezi rizikové faktory patfi vrozeny deficit inhibitora antitrombinu,
proteinu C a S, Leidenska mutace FV.

Mezi ziskané rizikové faktory trombdzy patfi obezita, koureni, vék,
antikoncepce, operace, zaocednské lety, hypertenze, téhotenstvi. Jedinci
s krevni skupinou non 0 maji 2x vyssi riziko trombdzy neZ jedinci s krevni
skupinou 0. V mladém véku maji trombdzu hlavné Zeny, ve vyssSim véku
hlavné muzi.

Pfi vzniku trombozy se uplatiiuje Virchowova triada, soubor faktor(
pusobicich pfi vzniku trombdzy:
* Poskozeni cévni stény pfi poranéni nebo u hypertenze.
*  Porucha krevniho toku pfti staze, u varixQ, u srdec¢nich chorob
* Zmeéna sloZeni krve, kdy jsou zvySené koagulacni faktory, snizené
inhibitory, u paraproteinemie, karcinomu, endoprotézy, TTP, HIT.

Antifosfolipidovy syndrom

Pficinou jsou antifosfolipidové protildtky typu napfiklad lupus
antikoagulans. Jednad se o nespecificky inhibitor/protilatku, kterd neni
namirena proti konkrétnimu faktoru, ale proti negativné nabitym
fosfolipiddm na povrchu trombocytl, tim blokuji vazebnd mista pro
koagulacni faktory. Laboratorné je prodluzené APTT, ale klinicky se jedna o
trombofilni stav. Antifosfolipidovy sydrom je nejcastéjsi pri¢ina potrat(, zilni
i tepenné trombdzy.

12.12.5 Diseminovana intravaskularni koagulace

Diseminovand intravaskularni koagulace (DIC) je aktivovana
koagulace na mnoha mistech v organizmu soucasné. Jedna se o Zivot
ohroZzujici stav. Dochazi k uvolnéni velkého mnozstvi tkanového faktoru z
poskozenych tkani, tim je masivné aktivovana koagulace, tvoii se velké
mnoistvi trombinu, aktivuji se koagulacni faktory i trombocyty.

Soucasné se z poskozené tkané uvolniuje aktivator plazminogenu,
vznika velké mnozstvi plazminu, ktery aktivuje fibrinolyzu.
Pacient je ohrozen mikrotrombdézami a neztiSitelnym krvacenim. Faktory,
inhibitory i trombocyty se rychle spotfebovavaji, nestaci se vytvofit nové a
pacient zacne krvacet. Kazdé velké krvaceni mlze prejit po 1-3 hodinach do
DIC, je nutno vcas jej zastavit. DIC ma horsi progndzu u mladych muzi, nebo
starSich osob.

PFiciny diseminované intravaskularni koagulace
*  Polytrauma, crush syndrom, porodnické komplikace, nadory
* Endotoxiny v hadich jedech, produktech bakterii
* Kontakt s cizim povrchem pfi mimotélnim obéhu, uméla chlopen
*  Potransfuzni reakce pfi inkompatibilité
* Hemoragické horecky
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Laboratorné neexistuje 100 % specificky test na DIC. U DIC bude snizeny
fibrinogen, zvysené D-Dimery a snizené trombocyty.

Kontrolni otdzky @

Vysvétlete vznik heparinem indukované trombocytopenie.
Vysvétlete, co je hemofilie.

Vyjmenujte rizikové faktory pro vznik trombdzy.
Vysvétlete, co je diseminovana intravaskularni koagulace.

Misto pro doplnéni @

PwbNPR

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu @

PENKA MIROSLAV, TESAROVA EVA A KOL. Hematologie a transfuzni
lékatstvi, Praha: Grada, 2011. ISBN 978-80-247-3459
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12.13Imunohematologie

Anotace, abstrakt

Imunohematologie se zabyva se zakonitostmi imunitnich reakci v lidské krvi,
zdravych i nemocnych. VysSetfuje antigeny a protilatky, aby se zabranilo
nezadoucim Uc¢inkim transfuze. Transfuziologie je nauka o hemoterapii
(Ié¢ba krevni transfuzi) a o transfuznich ptipravcich.

Cil kapitoly

Poskytnout studentlim zakladni informace o krevnich skupinovych
systémech, dédi¢nosti krevnich skupin a problematice ddrcovstvi krve a
kostni diené.

Kli¢ova slova

Antigen, protilatka, gen, alela, recesivni, dominantni, kodominantni

12.13.1 Skupinovy systém ABO

Hlavni skupinovy systém na erytrocytech je systém ABO. RozliSujeme
Ctyfi zakladni krevni skupiny A, B, AB, 0. Na erytrocytech je dalSich 35
skupinovych systému. V roce 1907 Jan Jansky, Cesky neurolog a psychiatr,
uverejnil objev ¢tyf krevnich skupin I, 11, Ill, IV. Byl to nahodny objev pfi studiu
souvislosti dusevnich poruch a srazlivosti krve. Vroce 1937 v Pafizi byla
ujednocena celosvétova nomenklatura krevnich skupin A, B, AB, O.

Antigeny, antigen A, antigen B, v systému ABO se nachazi na
membrané erytrocytl. Protilatky, anti-A, anti-B jsou v plazmé/séru.
Protilatky jsou pfirozené (vrozené) a pravidelné. U novorozencli do 3-4
mésicl nejsou plné vytvoreny. Krevni skupina je uréena pfitomnosti nebo
chybénim antigenu na membrdané erytrocytu a pritomnosti nebo chybénim
protilatky v séru.

Dédicnost krevnich skupin ABO

Krevni skupina je tvofena vidy dvéma alelami, jedna je od otce, jedna od
matky. Alela je alternativa genu. Gen kdduje znak, nebo vlastnost, naptiklad
barvu oci nebo krevni skupinu. Jedince, ktery zdédi stejnou alelu od matky i
od otce, oznacujeme jako homozygota. Jedinec, ktery zdédi jinou alelu od
matky a jinou od otce, je oznacovan jako heterozygot. Dité nemUlze mit
alelu, kterou nema ani jeden z rodica. Alely v ABO systému jsou tfi A, B, 0.
Dominantni alely jsou A, B. Recesivni alela je 0, to znamen3, Ze se projevi
pouze v homozygotni formé. Pokud zdédime A i B, jedna se o kodominanci,
vznikne krevni skupina AB. Genotyp je soubor vSech alel jedince, fenotyp je
vnéjsi projev genotypu, viz Tabulka.
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Genotyp Fenotyp
A0 A
AA A
BO B
BB B
AB AB
00 0

Dédicnost krevnich skupin

Fenotyp A B
Genotyp Ao BO

AB A0 0B 00
AB A B 0

Dle databdze Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze je
krevni skupina A zastoupena u 40 % obyvatel v CR, 0 u 34 %, B u 18 %, AB u
8 %.

Vyznam KS ABO pro transfuzi
* Univerzalni darce erytrocytd je 0 (nema zadné antigeny)
* Univerzalni darce plazmy je AB (nema zadné protilatky)
* Univerzalni pfijemce erytrocytll je AB (ma oba antigeny)

Pfijemce nikdy nesmi dostat krev s antigenem, proti kterému ma
pFitomny protilatky.

12.13.2 Rh systém

Po ABO je druhy nejvyznamnéjsi. Je druhou nejcastéjsi pricinou
hemolytického onemocnéni novorozence HON. Rh systém byl pojmenovan
podle pokusného zvifete opice Makak Rhesus - Rhesus factor.

Antigenti v Rh systému je vice nez 56. Nejvyznamnéjsi jsou antigeny
D, C, c, E, e. U novorozence jsou velmi dobfe vyvinuté. Pozitivita nebo
negativita v Rh systému je dana pfitomnosti nebo chybénim antigenu D na
erytrocytech. U jedincl RhD+ je na erytrocytech pritomen antigen D (85 %
Evropantl, 95 % Afri¢anud). U jedinci RhD- neni na erytrocytech pfitomen
antigen D (15 % Evropan(, 5 % Afri¢anu).

Protilatky v Rh systému jsou pouze imunni (ziskané), pfirozené se
nevyskytuji. Imunni protilatky anti-D vznikaji pfi imunizaci RhD- jedince po
podani RhD+ krve, nebo v téhotenstvi RhD- matky s plodem RhD+. Antigen

219



D je velmi silny imunogen, pokud pfijemce RhD- obdrZi krev RhD+, muzZe
dojit k tvorbé anti-D, vysledkem m{ze byt silnd potransfuzni reakce.

Jakou krev mize | Komu mize

Jedi ”
edinec pfijmout? krev darovat?
RhD+ RhD+, RhD- RhD+
RhD- RhD- RhD+, RhD-
12.13.3 Hemolytické onemocnéni novorozence

Hemolytické onemocnéni novorozence je stav, kdy dochazi ke
zkrdcenému preZivani a hemolyze erytrocytll plodu nebo novorozence
vlivem navazanych protilatek od matky.

Plod zdédi od otce antigeny, které matka na svych erytrocytech
nema (napfiklad matka 0 RhD-, plod B RhD+). Erytrocyty plodu proniknou do
krevniho obéhu matky. Dojde k imunizaci matky, matka si tvofi proti ,,cizim“
antigendm plodu protilatky typu IgM (pentamer je velkd molekula), které
nemohou prochdzet placentou. Po nékolika tydnech se IgM preméni na IgG
(monomer je mald molekula), které jiz mohou prochazet placentou.

V druhém a dalsim téhotenstvi pfi dalsim pronikani erytrocytl plodu
do obéhu matky dochazi k velmi rychlé tvorbé materskych protilatek IgG,
které snadno prochdzeji pres placentu, vazi se na antigeny na erytrocytech
plodu a dochazi k jejich hemolyze.

Fetomaternalni krvaceni FMH

Za normalnich okolnosti erytrocyty plodu nepronikaji do obéhu matky, oba
krevni obéhy jsou oddélené. K FMH mUZe dojit ve tfetim trimestru nebo pfi
porodu, pfi spontannim abortu, interupci, mimodéloznim téhotenstvi,
cisarském rezu, atd.

Klinické projevy HON

Mize byt rlizna mira postizeni od lehké Zloutenky az po tézké klinické stavy,
nebo umrti plodu, novorozence. Lze pozorovat anémii,
hepatosplenomegdlii. Pfi hemolyze erytrocytl plodu vznika velké mnozstvi

vevs

hydrops plodu, dochdzi k srde¢nimu selhdni a umrti plodu.

Lécba HON
Cilem je pfedejit vzestupu hladiny bilirubinu, ktera by ohrozila novorozence
rozvojem encefalopatie.
* Fototerapie, svételné zareni zplisobi pfeménu bilirubinu na
netoxickou formu.
* Imunoterapie, podani imunoglobulini muze zabranit pred¢asnému
odbouravani erytrocytll plodu s navazanymi protilatkami od matky.
*  Substitucni transfuze malych objemO krve k Iécbé anemie
novorozence od jednoho darce. Kompatibilita musi byt s krvi
novorozence i matky.
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* Vyménna exsanguinacni transfuze, novorozenecka krev se nahradi
darcovskymi erytrocyty a plazmou, kompatibilnimi s krvi
novorozence i matky. Podava se cca 100 ml krve/ kg ditéte

* Intraumbilikalni transfuze je vysoce rizikova invazivni Iécba HON
pro Upravu anémie plodu. Provadi se od 20 tydne téhotenstvi.

Prevence HON

Spociva v podavani imunoglobulinu anti-D do 72 hodin po porodu viem RhD-
Zenam po porodu RhD+ ditéte. Podava se i po potratu, amniocentéze a pfi
jinych rizikovych situacich v téhotenstvi. Podana anti-D se navaze na RhD+
erytrocyty plodu v krvi matky, dojde k jejich destrukci dfive, nez si matka
proti nim vytvofi protilatky.

Kontrolni otdzky
1. Vysvétlete pojmy homozygot, heterozygot, recesivni, dominantni.
2. Cim je dana Rh+ pozitivni krev?
3. Vysvétlete mechanizmus vzniku HON.
4. Jaka je prevence HON?

Misto pro doplnéni

Referencni seznam a doporucend literatura ke studiu

PENKA MIROSLAV, TESAROVA EVA A KOL. Hematologie a transfuzni
1ékafstvi I, Praha: Grada, 2012. ISBN 978-80-247-3460-6

MASOPUST JIR{, PISACKA MARTIN, Prakticki imunohematologie Erytrocyty,
Mlada fronta, 2017. ISBN 978-80-204-3740-2.
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12.14 Darcovstvi krve a hematopoetickych bunék

Anotace, abstrakt

Ztratu krve u Clovéka lze nahradit pouze lidskou krvi ziskanou od jiného
¢lovéka - darce krve. Jsou urcité pokusy o ,vyrobu”“ umélé krve, ale tato se
zdaleka nepfiblizuje krvi lidské. Je tedy nutné mit vytvofeny organizovany
systém darcovstvi za Ucelem pravidelného ziskavani krve od darcu.

Cil kapitoly

Poskytnout studentlm zakladni informace o darcovstvi krve a
hematopoetickych bunék.

Klicova slova

Darce, registr, HLA, transplantace

12.14.1 Darci krve

Darci by méli byt dobrovolni a bezplatni, neméli by byt motivovani
penézi, pak mohou zamléet zavazné Udaje o zdravotnim stavu, to znamena
vyssi riziko pro prijemce. Darcem muze byt svépravna osoba ve véku 18-65
let s dobrym zdravotnim stavem a s trvalym nebo dlouhodobym pobytem
v CR, vaha >50 kg. Kazda transfuzni stanice ma vlastni registr darc(. Musi
mit dostatecné zdsoby krve vSech krevnich skupin.

Pfed kazdym odbérem darce vypini Dotaznik darce, kde odpovi na
otazky zamérené na ptipadnou rizikovou ¢innost v nedavné dobé, napriklad
cestovani do exotickych oblasti (malarie), nitroZilni uzivani drog, vakcinace
Zivou vakcinou, prodéland hepatitida B, vzteklina, operace, piercing,
tetovani atd. Darce podepiSe prohlaseni, Ze sam sebe nepovaiuje za
rizikovou osobu. Pred odbérem Iékai zkontroluje dotaznik a celkovy
zdravotni stav darce.

Samovylouceni - darce ma pravo kdykoliv od odbéru odstoupit bez
udani divodu.

Odbér krve

Vpich se provadi do loketni jamky po predchozi desinfekci. PouZiva se
odbérovy set, jehoZz soucasti je odbérovy vak s protisrazlivym a
konzervacnim roztokem, jehla a predepozitni (satelitni) vacek na 25ml, ze
kterého se provadéji odbéry materidlu na predepsana vysetreni a soucasné
slouZi jako prevence bakteridlni kontaminace. Odbérovy vak je umistén na
odbérové michaci vaze, odebira se 450 ml + 10 %, odbér nesmi trvat déle
nez 10 minut.
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Aferézy

Pouzivaji se pro odbéry jednotlivych slozek krve pomoci automatizovanych
separatorl. Krev ze Zily odtéka do separatoru, zde se prida antikoagulacni
¢inidlo, oddéli se pozadované slozky krve a zbytek se vrati zpét do téla darci.
Plazmaferéza slouzi k odbéru samotné plazmy, trombocytaferéza pro odbér
trombocytd.

Imunohematologické vysSetreni darce

Vzorek krve pro vySetfeni se ziska pfi samotném odbéru z predepozitniho
vacku. Pfi kazdém odbéru se pokazdé vysetfi krevni skupina a nepravidelné
protilatky, dale infekéni markery anti-HIV, anti-HCV, HBsAg, protildtky proti
syfilis. Pozitivni vysledky testl se oznamuji darci a zpétné se dohleda osud
pripravki z predchozich odbér(.

Vybér krevni transfuze

Cilem je zajistit pacientovi bezpecnou transfuzi kompatibilni krve, pfi které
budou transfundované erytrocyty dlouhodobé prezivat a nedojde k jejich
destrukci. V pripadé inkompatibility mohou byt nasledky fatalni.
Nejcastéjsi priciny vétsiny potransfuznich reakci jsou chyby v identifikaci
pacienta, zaména vzorku a nedetekovatelné protilatky.

Pfi poZadavku na krevni transfuzi se vySetfi u prijemce krevni
skupina v systému ABO a RhD a provede se screening nepravidelnych
protildtek. Poté se provede vybér transfuzniho pfipravku a test
kompatibility. Pfi testu kompatibility se smichd plazma pfijemce a
erytrocyty vybraného transfuzniho pfipravku. Nesmi dojit k pozitivni reakci,
pacient nesmi mit protilatky proti antigenm darce. Pripadné reakce je
nutno objasnit pfed podanim transfuze.

Platnost testu kompatibility a screeningu protilatek je 72 hodin od
vySetreni. Pokud nebyl transfuzni pfipravek do té doby podan pacientovi, je
nutno provést nové predtransfuzni vysSetfeni z nového vzorku krve.
Dlavodem je mozZna tvorba novych protilatek.

Pozadavky na rychlost ptripravy krevni transfuze

» Standard/rutina - pfipravek se pfipravuje na stanoveny den a Cas.
Predtransfuzni vysetieni se provadéji v sérii, slouZi pro planované
operacni vykony.

* Statim - poZadavek na prednostni pripravu pfipravku do 60-90
minut od dodani pozadavku do laboratore. Pfredtransfuzni vysetreni
se provadi jednotlivé.

* Vitdlni indikace - nebezpeci z prodleni. Pfipravek se vyda okam?zité
bez pfedtransfuzniho vysetfeni. Podaji se erytrocyty 0 RhD negativni
a plazma AB. Nelze vyloucit akutni potransfuzni reakci z divodu
inkompatibility v jinych skupinovych systémech. Predtransfuzni
vySetfeni se vidy provede dodatecné, co nejdrive.

Podani krevni transfuze
Za podani odpovida lékar. Pod odbornym dohledem muze asistovat pfi
zahajeni transfuze vSeobecnad sestra nebo zachranar.
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Priprava transfuze u lGzka pacienta:

Identifikace pacienta, kontrola shody dokumentace.

Kontrola transfuzniho pfipravku - neporusenost oball, zména
vzhledu atd.

Pisemny souhlas pacienta, vySetreni tlaku, pulsu, teploty.

Podava se temperovana transfuze na 25°C. Temperovand na 37°C se
podava u masivnich transfuzi, novorozencl a pacientd s chladovymi
protilatkami.

Transfuzni souprava s filtrem se pripoji k vaku.

Komdurka se naplni do % transfuznim pfipravkem.

Uvolni se tlacka a pfipravek vyplni i dolni ¢ast soupravy, nesmi byt
vzduchova bublina.

Provede se vpich, odebere se krev na , bed side” zkousku, zavede se
kanyla, na kterou se pfipoji transfuzni souprava.

Provede se ,bed side” zkouska, pokud je vie v pofadku nechame
protéct 20-30 ml krve a transfuzi zpomalime.

Sledujeme pacienta cca 5 minut, pokud je vSe v poradku, transfuzi
zrychlime. Pacienta i na ddle pravidelné kontrolujeme.

Bed side zkouska

Ovéreni krevni skupiny pacienta a transfuzniho pfipravku (provadi
se u lGzka pacienta).

Na kartu se nakapou diagnosticka séra anti-A, anti-B.

Prida se kapka krve pacienta a kapka krve z transfuzniho ptipravku.
Krev se promicha s diagnostickymi séry a vyhodnoti. Krevni skupiny
se musi shodovat, musi byt shoda s dokumentaci, s pfipravkem i
pravodkou.

PFi neshodé nepodavat a ihned kontaktovat laboratof.

Bed side zkouska

Ukonceni transfuze

Transfuzi ukoncime, pokud ve vaku zbyvd cca 5-10 ml pfipravku. Vak
ponechame v chladni¢ce 24 hodin po podani pro pfipadny vznik potransfuzni
reakce, poté vak zlikvidujeme. Po ukonceni transfuze se pacientovi znovu
zméfi tlak, puls, teplota.
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12.14.2 Transplantace hematopoetickych bunék

Cilem je osidlit kostni dfen prijemce hematopoetickymi kmenovymi
burikami ddrce. Provadi se pfi akutnich leukemiich, utlumu krvetvorby, u
tézkych imunodeficitl. Pro Uspésnou transplantaci je potfeba najit darce
kompatibilniho v HLA antigenech.

Human leukocyte antigen (HLA) je slozity systém uplatiujici se pfi imunitni
odpovédi organizmu. HLA se nachazi na povrchu leukocytli, hlavné
lymfocytl, ale i jinych bunék. HLA obsahuje cca 17 tisic alel, je vysoce
polymorfni, kazdy jedinec mda wunikatni genotyp HLA, kromé
jednovajecnych dvojcat.

HLA systém umi rozlisit co je télu cizi a co vlastni. Neni snadné nalézt
HLA kompatibilniho darce, 4 pacienti z 10 svého ddrce nenajdou (v&as). Cim
vice darcl bude v registru, tim vétsi Sance je na vyhledani vhodného darce.
Pro vstup do registru je nutno splnit podminku véku darce 18-35 let, musi
byt zdravy, bez zdvainych onemocnéni.

PFi posuzovani shody v HLA systému se hodnoti 5 paru alel (celkem
10 alel), musi byt shoda alespor 8/10, idealné 10/10, neshoda v 1 alele
nevadi. Nehoda v ABO a RhD neni na prekazku.

Vyhledavani darce

1. Uzka rodina — sourozenec jako vhodny dérce pouze v 25 %, 75 %
pacientl nenalezne dérce v rodiné.

2. Registr nepfibuzenskych darct v CR, Némecko, Evropa, USA

3. Haploidenticka pfibuzenska transplantace se pouziva, kdyZz neni
k dispozici nepfibuzensky darce. Rodi¢ daruje ditéti, nebo dité
daruje rodici.

4. Nezletily darce muZe darovat pouze pro vlastniho sourozence,
schvaluje eticka komise

Odbér hematopoetickych bunék

Muze byt dvojiho typu. Pfi odbéru kostni diené je darce hospitalizovan cca
3dny. V celkové anestezii se provede nékolik vpichl do panevni kosti. Odsaje
se potfebné mnoZstvi kostni dfené (dle vahy pacienta a darce). Po probuzeni
darce pocituje mirnou bolest beder. Kostni dfer se ocisti od UlomkU a necha
se v transfuzi vykapat do krevniho obéhu pfijemce. Darce mlze darovat
kostni dfeft maximalné 2x za Zivot

Odbér periferni krve na separatoru se provadi ambulantné, bez anestezie.

Darce uziva Ctyri dny pred odbérem rlstové faktory, aby doslo ke zvysené
tvorbé a vyplaveni hematopoetickych bunék do periferni krve. Mohou se
objevit chfipkovité priznaky, Unava, bolesti svall. Darce je napojen na
separator, ktery hematopoetické buriky zachyti, zbylou krev vrati zpét darci
Separatorem protece cca 10-15 litr krve. Cela procedura trva cca 4 hodiny.
Poté se necha vykapat v transfuzi pfijemci.
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Komplikace transplantace u pfijemce

Po transplantaci mizZe pacient pocitovat nevolnost, mize se objevit
zvraceni, prdjem, zapal plic, zdnét mocovych cest, nekréza myokardu,
infekce bakteridlni, kvasinkové, virové. Pacient je v izolaci, personal i rodina
nosi rousky. Jako profylaxe se podavaji antibiotika a antimykotika. Pfihojeni
nové krvetvorné tkané trva asi 3 tydny.

Kontrolni otdzky

1. Vysvétlete, jaké pozadavky musi splfiovat darce krve.

2. Popiste odbér krve darci.

3. Jaky je rozdil mezi odbérem kostni dfené a hematopoetickych bunék
na separatoru.

4. Jak se postupuje pti vybéru ddrce hematopoetickych bunék.

Misto pro doplnéni
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