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25. Enzymové a jiné markery využívané 
v diagnostice vybraných patologických stav� 

 
 

Lukáš Pácal 
 

1. Cíl 
Srovnání elektoforeogram� izoenzym� laktátdehydrogenázy separovaných v agarózovém gelu ze 
vzork� normálních a patologických sér. 
 
 

2. Úvod do problematiky 
Laktátdehydrogenáza (LD, EC 1.1.1.27) je cytoplazmatický ubikvitární enzym. Katalyzuje 
reverzibilní p�em�nu laktátu na pyruvát (poslední krok anaerobní glykolýzy). V organizmu jsou 
p�ítomny dva typy polypeptidových �et�zc� ozna�ovaných jako H (heart) a M (muscle). Každá 
molekula enzymu je tetramer tvo�ený jedním nebo ob�ma typy podjednotek. R�znými 
kombinacemi t�chto podjednotek vzniká p�t izoenzym� (enzymy, které mají stejnou funkci, ale 
liší se strukturou; primární izoenzymy vznikají v d�sledku rozdíl� ve struktu�e dvou a více gen�, 
v p�ípad� sekundárních izoenzym� je odlišnost zp�sobena posttransla�ní modifikací; izoenzymy 
se liší svými fyzikáln�-chemickými vlastnostmi, nap�. elektroforetickou pohyblivostí): LD1 (H4), 
LD2 (H3M), LD3 (H2M2), LD4 (HM3) a LD5 (M4). Podjednotky M p�evládají v izoenzymech 
LD4 a LD5 vyskytujících se hlavn� v tkáních s p�evahou anaerobního metabolizmu (kosterní 
svalstvo, játra) kde katalyzují p�em�nu pyruvátu na laktát. Izoenzymy s p�evahou podjednotek H 
(LD1 a LD2) katalyzují p�em�nu laktátu na pyruvát ve tkáních s aerobním metabolizmem 
(myokard, mozek, ledviny, erytrocyty).  

laktát + NAD+ � pyruvát + NADH + H+,  
redukovaný NADH + H+ lze dokázat následující reakcí s tetrazoliovou solí 

 
NADH + H+ + tetrazoliová s�l (NBT) � NAD+ + formazan 

 
 
Zvýšené hodnoty LD v plazm� nacházíme u: 
1) poškození myokardu  

• vzestup izoenzym� LD1 a LD2, nap�. p�i akutním infarktu myokardu (LD1/ LD2   v�tší 
než jedna, u zdravých osob je pom�r menší než jedna) 

2) poškození jater 
• elevace izoenzym� LD4 a LD5, nap�. akutní virová hepatitida, cirhóza, otrava 

organickými rozpoušt�dly 
3) krevních chorob  
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• hemolytické a megaloblastické anemie 
 
Izoenzymy se liší nábojem, a proto se dají elektoforeticky rozd�lit. Izoenzym LD1 se pohybuje 
nejrychleji sm�rem k anod�, LD5 naopak ke katod�. P�i následné inkubaci v roztoku obsahujícím 
substrát enzymu (laktát) a barvivo lze vizualizovat jednotlivé izoenzymy, které reagují se 
substrátem za vzniku NADH a H+, který redukuje bezbarvý indikátor NBT na barevný formazan. 
Intenzita zabarvení je p�ímo úm�rná množství jednotlivých izoenzym�. 

3. Materiál 
Sklen�ná podložní sklí�ka (7,6 x 2,6 cm), elektroforetická vana, el. zdroj, termostat, automatická 
pipeta a špi�ky, vzorky séra. 
 
Roztoky: 
Barbitalový pufr: 
Barbitalum solubile                  10,3 g 
Kyselina dietylbarbiturová       1,84 g 
Aqua destillata                    ad 1000  ml 
 
 
Barvící roztok: 
Lithiumlaktát (substrát pro enzym) 
Koenzym NAD+ 
Oxidované barvivo tetrazoliová mod� (NBT) 
P�enaše� elektron� mezi NADH a barvivem (fenazinmethosulfát) 
Pufr o pH 8,6  a aktivující ionty  
 

4. Postup 
Na o�išt�ná sklen�ná podložní mikroskopická sklí�ka nalijeme na niveliza�ním stolku 1 % 
agarózový roztok a necháme ztuhnout. 

Na sklí�ka nanášíme analyzované vzorky séra (10 µl) pomocí hrany filtra�ního papíru a necháme 
15 minut difundovat do agarózy. Na každé sklí�ko nanášíme 2 vzorky.  

Po 15 minutách povrch gelu opláchneme destilovanou vodou a vložíme do elektroforetické 
aparatury. Sklí�ka s gelem spojíme s barbitalovým pufrem pomocí proužk� filtra�ního papíru, 
uzav�eme aparaturu, spojíme se zdrojem  a d�líme za následujících podmínek : U = 200 V, I = 
cca 32 mA, t = 55 min, T = 10°C.  

Po ukon�ení elektroforetického d�lení vložíme sklí�ka agarózovou vrstvou dol� do Petriho misek 
(3 sklí�ka/misku) a opatrn� podlijeme inkuba�ním roztokem. Barvíme 45 min p�i 37°C. Po 
obarvení vložíme na 30 min do vypírací lázn� a poté vysušíme.  
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Obarvená a vysušená sklí�ka naskenujeme a analyzujeme pomocí softwaru TotalLab. 

 

5. Záv�r 
Po�íta�ov� zpracované výsledky elektroforetické separace zaznamenáme do protokolu. Popíšeme 
rozdíly mezi spektrem izoenzym� LD z normálního a patologického séra a interpretujeme je. 
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26. Hyperlipoproteinemie 
Julie Bienertová Vašk� 

1. Cíl 
Prokázat p�ítomnost/nep�ítomnost mutace R395W v genu pro LDL receptor u pokusného 
subjektu a srovnání výsledku se zdravým kontrolním subjektem a pacientem s familiární 
hypercholesterolémií.  

 

2. Úvod do problematiky 
Primární dyslipidémie jsou vrozené poruchy metabolismu spojené jak s alterovanou hladinou 
lipoprotein� v plazm�, jejich neobvyklou distribucí a/nebo tvorbou aberantních lipoproteinových 
molekul.  

 

Poruchy mohou obecn� postihovat alfa-lipoproteiny (nap�. Tangierská choroba, deficit LCAT, 
deficit Apo A-1, porucha jaterní triacylglycerolové lipázy) nebo beta-lipoproteiny, kde je pak 
možné díl�í t�íd�ní na: 

1. poruchy syntézy a sekrece betalipoprotein� 

2. výskyt anomálního apoproteinu B 

3. poruchy v p�em�n� betalipoprotein� 

4. b�žná polygenn� determinovaná hypercholesterolémie 

Mezi nej�ast�jší poruchy metabolismu betalipoprotein� pat�í  

1. vrozené defekty apoB – p�edpokládá se  u velkého procenta pacient� se šlachovými 
xantomy, kde se d�íve myslelo na poruchu LDL receptoru 

2. hypobetalipoproteinémie spojená s modifikovanými apo B – abnormální molekuly Apo 
B (B-25, B-28, B-37, B-39, B-40, B-46) vedou k nižší stabilit� plazmatických 
lipoprotein� a nižší plazmatické hladin� lipid� 

3. familiární hypercholesterolémie – nej�ast�jší primární dyslipidémie, heterozygotní 
forma má frekvenci cca 1/500, homozygotní forma je mnohem vzácn�jší - má frekvenci 
cca 1/106; na poklad� poruchy LDL receptor� dochází ke zvýšené produkci LDL, jejich 
prodloužené cirkulaci a sníženému vychytávání. To vede u heterozygot� ke 2-3x 
zvýšené plazmatické hladin� LDL cholesterolu oproti zdravým, ICHS se u nich rozvíjí 
b�hem t�etího až �tvrtého decenia. U homozygot� jsou hladiny LDL cholesterolu 6-8 
vyšší oproti norm� a nelé�ení pacienti v�tšinou umírají na infarkt myokardu p�ed 20 
rokem v�ku. Podkladem onemocn�ní jsou mutace v LDL receptoru.  

4. polygenní hypercholesterolémie – velmi �asté civiliza�ní onemocn�ní, na geneticky 
predisponovaném terénu dochází sumací ur�itých environmentálních vliv� (faktory 
vn�jšího prost�edí, zejména faktory životního stylu) k hypercholesterolémii. Je z�etelná 
nutri�ní závislost, onemocn�ní lze výrazn� kompenzovat dietou.    
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Mutace R395W zp�sobuje zám�nu argininu za tyrozin v pozici 395, což je podmín�no substitucí 
GGG�TGG v 9. exonu genu pro LDL-receptor. Tato mutace ruší restrik�ní místo pro 
endonukleaázu HpaII, takže normální alela po PCR a restrikci poskytuje fragmenty 137, 56 a 30 
bp, zatímco restrikce mutantní alely vede k zisku alel 167 a 56 bp. Uvedená mutace pat�í mezi asi 
dvacet nej�ast�jších mutací v LDL receptoru v �eské populaci.  

 

3. Materiál, metody 
PCR: molekulárn�-biologická metoda sloužící k amplifikaci fragment� DNA o definované délce, 
což umož�uje získat v krátkém �ase velké množství kopií p�íslušné sekvence a tím p�edstavuje 
východisko pro celou �adu dalších molekulárn�-biologických postup�. Metoda má t�i fáze: 1. 
denaturace DNA – odd�lování dvou �et�zc� DNA od sebe, 2. annealing – navázání ohrani�ujících 
oligonukleotid� (primer�) a 3. elongace – syntéza o�ekávaných fragment� DNA.  

Roztoky:  
 
H2O, reak�ní pufr obohacený o bovinní sérum albumin (RP+BSA)(10xkoncentrovaný), MgCl2 
(25mM), deoxynukleotid trifosfáty-dNTP (sm�s dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 10mM), primer 70 a 
71 (10mM), genomová DNA pacienta heterozygotního pro FH, jedince suspektního z FH a 
zdravého �lov�ka (asi 50ng/µl), Taq polymeráza (5U/µl). 
 

4. Postup 
 
a) Rozpis p�ípravy mastermixu pro PCR 
 

 na 1 vzorek 
(v µµµµl) 

na 3 vzorky 
(v µµµµl) 

1. H2O 13,3 40 
2. RP+BSA 2,5 7,5 
3. MgCl2 1 3 
4. dNTP 0,5 1,5 
5. primer 70 1,25 3,75 
6. primer 71 1,25 3,75 
7. DNA 5  
8. Taq 0,125 0,38 
PCR sm�s 20  
celkem 25  

  

Do 3 ozna�ených eppendorfek napipetujeme 5µl DNA zkoumaného vzorku (A), pacienta 

heterozygotního pro FH (B) a DNA zdravého �lov�ka (C). Vypo�ítané množství roztok� 1-6 pro 

3 vzorky uvedené v tabulce napipetujeme do zvláštní eppendorfky, nakonec napipetujeme roztok 
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8 a dob�e pipetou promíchejte. Z této sm�si odebereme 20µl a p�idáme k jednotlivým vzork�m 

DNA, vše dob�e promícháme. 

 

Eppendorfky s amplifika�ní sm�sí vložíme do amplifikátoru a spustíme uložený  program reakce: 

 

po�et cykl� denaturace 
(teplota/�as) 

annealing 
(teplota/�as) 

elongace 
(teplota/�as) 

1 95oC/5´ 62oC/1´ 72oC/1´ 

35 95oC/1´ 62oC/1´ 72oC/1´ 

1 95oC/1´ 62oC/1´ 72oC/5´ 

 
 
b) Restrikce amplifikovaného produktu p�íslušnou restriktázou 
 
Roztoky: H2O, restrik�ní pufr (10x), HpaII (8U/µl) 
 
 
Provedení: 
 
Rozpis restrik�ní sm�si: 
 

 1 vzorek (µµµµl) 3 vzorky (µµµµl) 

1.H2O 7,3 22 

2.restrik�ní pufr 2 6 

3.HpaII  (restrik�ní enzym) 0,7 2,1 

4.DNA (amplifika�ní produkt) 10  

celkem 20  

 
Do ozna�ených eppendorfek (A,B,C) napipetujeme 10µl DNA. Ve zvláštní eppendorfce 

promícháme roztoky 1-3 a sm�s rozpipetujeme do eppendorfek s DNA. 

Restrik�ní sm�s umístíme do termostatu (370C) na min. 2 hod. 

 

 
c) Elektroforetická separace produktu 
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Roztoky: 1xTBE pufr (p�íprava gelu a elektroforetický pufr), nanášecí pufr (bromfenolová 
mod�:ficol,1:1), etidium bromid  
 
Provedení: 
 
P�íprava 2% gelu: 2g NuSieve agarózy rozva�íme ve 100ml 1xTBE, po zchladnutí na 500C 

p�idáme 10µl etidium bromidu, nalijeme na misku s h�ebenem a necháme 30 minut ztuhnout, 

opatrn� vysuneme h�eben a gel umístíme do elektroforetické aparatury s 1xTBE pufrem 

Vzorky pro nanášení na gel smícháme s nanášecím pufrem na parafinovém filmu takto: 10µl 

vzorku+5µl nanášecího pufru, celý objem potom naneseme pipetou do kom�rek na gelu. 

 

Vzorky pro elektroforézu: 
 
1) DNA A (zkoumaný vzorek )   po amplifikaci 
2) DNA A     po amplifikaci a restrikci 
3) DNA B (jedince suspektního z FH)  po amplifikaci 
4) DNA B     po amplifikaci a restrikci 
5) DNA C (zdravého �lov�ka)   po amplifikaci 
6) DNA C     po amplifikaci a restrikci 
7) DNA      po kontrolní amplifikaci a restrikci 
 
 

Po nanesení všech vzork� p�ipojíme elektroforézu ke zdroji, zdroj nastavíme na 90-100V a 

necháme asi 30 minut elektroforeticky rozd�lit fragmenty DNA (DNA je záporn� nabitá, putuje 

ke kladnému pólu, p�i�emž se do ní navazuje etidium bromid, který v UV svítí oranžov�). Po 

skon�ení elektroforézy gel prohlížíme na UV transiluminátoru a výsledek vyfotíme. 

 

4. Výsledky 
 
Popis získaného elektroforeogramu ve vztahu k mutaci R935W v genu pro LDL receptor, popis 
délky jednotlivých alel.  
 
 

5. Záv�r 
 
Stru�n� popíšeme princip metody. Zhodnotíme, zda zkoumaný pacient byl/nebyl 

heterozygotem/homozygotem pro mutaci R395W v genu pro LDL a zd�vodníme pro�.  Podáme 

vysv�tlení výsledk� elektroforézy zaznamenaných na kopii fotografie. Zd�vodníme, pro� 
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heterozygotní pacient má po restrikci daný po�et fragment� DNA ve srovnání se zdravým 

jedincem a amplifika�ním produktem. 

 


