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I. UVOD

Sledovani pfemény latkové, jeji rovné a jejich zmén pod vli-
vem nejriiznéjSich fyziologickych (vék, pohlavi, teplota, vyZziva,
apod.)i patofyziologickych (napf. riizna onemocnéni) podminek

Pokud chceme sledovat funkci organd av nich probihajici
preménu latkovou, stoji pfed nami pomérné slozity ukol, vyZadujici
vétSinou poruseni integrity organismu.

Pro sledovani premény latkové muzeme predné pouzit vysled-
ného, celkového ukazatele - napf¥. pfibyvani mnozstvi bilkovin, stej-
né mnozstvi glykogénu €i tuku v téle a pod. Uvedeny pristup je
v experimentu mozny tim zpasobem, Zze po uréité dobé ¢&i v uréitych
€asovych intervalech sledujeme hladinu uréité latky. Tato metoda
je omezena moznostmi stanoveni - vazkovym stanovenim, fotomet-
rickym stanovenim a podobné.

Pokrok predstavuje stanovovani ur€itych vychozich latek resp.
koneénych produktl v jednom oddile téla, ktery je pristupny i opa-
kovanym odbéram, tj. v krvi. Timto zpaisobem je mozZné nejen na zvi-
fecich modelech, ale i u €lovéka, stanovovat hladinu rdznych latek
- napf. glukézy, bilkovin a jejich frakci, podobné raznych lipidovych
latek. Stale vSak zGistavame na Urovni sledovani vysledkua, ale niko-
liv jednotlivych krokd téchto pFfemén, vétSinou v omezené mife ma-
Zeme sledovat skuteéné dynamiku déja. Tento pFistup ma vSak sta-
le svoji dulezitost, napf. dusikova bilance, tj. analyza pfivodu du-
siku a jeho vyluéovani.

DalSim rozvojem fyziologickych a biochemickych metodik se mu-
Zeme od Urovné celého organizmu dostavat na Uroven organovou
(studium izolovanych organt), bunéénou (tkanové kultury) az sub-
bunéénou, tj. az ke studiu reakciv bunéénych organech a jednotli-
vych enzymovych systémech.

Stale vSak setrvavame ve stadiu, kdy sice zname vstup a vystup,
nezname ale cely déj. Nemame moznost se podivat, bez poruSeni
integrity organismu, pod povrch - podivat se na €innost jednotlivych
organti a na prabéh jednotlivych preménnych pochoda v nich.

Proto bylo vZdy cilem védcu oznagit si néjakym zpasobem urg€i-
ty metabolicky déj a potom, podle tohoto zna€kovace, sledovat dal-
Si osud této latky, sledovat v dynamice i €éinnost a celkovy stav jed-
notlivych organti a pod. Tento poZzadavek dokonale splnily neradio-
aktivni a zejména radioaktivni izotopy prvku, které se G€astni v me-
tabolickych pochodech a slouéeniny témito izotopy ozna€ené.

Stejného principu Ize pouZzit i pro sledovani velikosti a funkce or-
gana.

V naSich skriptech chceme podat informaci o uZiti zejména radio-
aktivné znacéenych latek pro sledovani premeény latkové a jeji dyna-
miky, pro metabolismus dulezitych latek ¢i pro €innost jednotlivych
organt. Uziti radioaktivnich ¢&i stabilnich izotopt vSak neni jedinou



moznosti volby pro tyto Géely, proto vZzdy uvadime i hlavni alterna-
tivni metodiky.

Vzhledem k tomu, Ze specialisté ve srovnavaci fyziologii ¢asto
pracuji i ve zdravotnickych zafizenich, jsou uvadény v rliznych ¢a-
stech skript i paséze tykajici se moznosti stanovovani rdznych pa-
rametru latkové premény u ¢lovéka.

Predpokladame alespon bazalni znalosti o radiochemii, proto
jsou pFislusné teoreticke pasaze kratké a nékdy umysiné zjednodu-
Sené. Stejné tak skripta predpokladaji uréité znalosti z biochemie a
fyziologie resp. patofyziologie.

Ve skriptech si postupné probereme:

- zaklady o stavbé atom

- izotopy stabilni a radioaktivni

- druhy a podstata jednotlivych typt radioaktivniho zareni,

- pfirozené a umélé jaderné premény

- principy metod se stabilnimi a radioaktivnimi izotopy a mala hi-
storie jejich vyvoje

- zakladni podminky pro uziti RA izotopt - (vyroba téchto izotopt
a priprava znacéenych slou€enin)

- moznosti méreni rozpadu RA izotopt (hlavni typy pFistroja pro
méreni RA izotopl véetné vyhodnocovacich postupu)

- v dalSich €astech skript si v kostce probereme moZznosti metodik
vyuzivajicich RA izotopy pro sledovani éinnosti jednotlivych dtle-
zitych organti a funkci v organismu ato pristupy in vitro ain vivo

- podrobnéji si pak fekneme o RIA metodikach a o hlavnich meto-
dach ke sledovéani metabolismu

- nakonec si probereme priklady toho, jak Ize pomoci znaéenych l&-
tek sledovat ur€ité problémy premeény latkové

Il. ZAKLADY PRACE S IZOTOPY - RADIOAKTIVNIMI | STABILNIMI

Drive, nez si podrobnéji uvedeme jednotlivé moznosti sledova-
ni funkce organa a premeény latkové, je tieba si kratce zopakovat
nékteré Udaje o stavbé atomq, stabilnich i radioaktivnich izotopech
a o jadernych preménach. Pak si mlizeme jiZ fici o principech pri-
pravy takovych latek, které nam umozni sledovat, a to v prtibéhu
€asu (v urcité éasové dynamice) sledovat pochody latkové pie-
meény resp. funkce jednotlivych organt. Nakonec pak zbyva pro-
brani moznosti méreni pochodu, které to stanoveni umoZiuiji.

Nezbytné je rovnéz fici si néco o hygienickych problémech,
spjatych zejména s uzitim radioaktivnich (RA) izotopu.



I.1. Zakladni daje o stavbé atomt a jadernych preménach

) II.1.1. Zakladni pojmy
Uvodem si probereme €i zopakujeme nékteré zakladni pojmy:

MOLEKULY - nejmenSi ¢astice latky, které zachovavaji jeji slozeni
a chemickeé vlastnosti.
ATOMY - géstice, z nichz se skladaji molekuly. Pivodné se predpo-
kladalo, Ze jsou dale nedélitelné, postupné se prokazalo, ze maji
fadu dalSich €astic.
Pro za€éatek - pro pochopeni latky, kterou budeme probirat,
sta€i 3 za&kladni (zajemci o podrobnéjSi ataké spravnéjsi udaje
o stavbé atomu odkazuji na specialni skripta €i uéebnice, napf.
Navratil (1988). ZjednoduSenou predstavu o stavbé atomu viz obr.
¢ 1
MnoZstvi elektron@t = mnozZstvi protont = protonové éislo
- Z (dfive atomoveé €islo).
MnozZzstvi protont + neutronti = hmotnostni ¢islo - A (dfive
atomovéa vaha).
Priklady: vodik 1H1 1P+1E
helium 4He2 2P(+2N)+2E
lithium 7Li3 3PH+4N)+3E
P.... proton, E.... elektron, N.... neutron

Chemickeé vlastnosti neuréuje hmotnostni €islo, ale protonové
€islo. Stejné chemické vlastnosti maji tedy i atomy se stejnym
poctem elektronu (a tedy i protona), ale odliSnym poétem neutron(.

Atomy, které maji rozdilné hmotnostni €islo, ale stejné protono-
veé €islo, nazyvame - izotopy.

Priklady: vodik se vyskytuje ve 3 izotopech:

1H1 2H1 3H1
deuterium tricium



podobné uhlik - 12C6, 13C6, 14C6

Uvidime pozdéji, jak setyto izotopy dale déli podle toho, zda
podléhaji radioaktivhimu rozpadu €i nikoliv, tj. zda jsou stabilni
¢i radioaktivni (tj. takové, v jejichz jadie dochéazi k preménam).

Velice brzy po sobé byly koncem 19.tého stoleti uéinény dva
velké objevy: v r. 1895 byly objeveny tzv. Rontgenovy paprsky,
v r. 1896 pak Becquerelem radioaktivita. Becquerel zjistil, Ze
uranové soli vyzaruji zvlaStni paprsky, pronikajici éernym papirem
chranicim fotografickou desku pred svétlem. U€eni o radioaktiv-
nich prvcich bylo dalo rozpracovano slavnou Marii Curie — Sklo-
dowskou a jejim manzelem, Pierrem Curie, ktefi izolovali z urano-
vych soli dva nové prvky - radium a polonium.

Pri studiu nového zareni si polozili otazku : je toto zareni jed-
notné a jaka je jeho povaha - viz obr. €. 2.

Pronikavost jednotlivych typt zareni:

alfa - zareni : zachyceno papirem

beta - zareni : olovem o sile 1 mm €i hlinikem o sile 4 mm zachy-
ceno

gama - zareni : pronika dale pres tuto prekazku

Povaha jednotlivych typu zareni:

alfa - zareni : jsou to ¢éastice majici protonové €islo 2 a hmot-
nostni €islo 4 (jadra helia) - potvrzeno Rutherfordem

beta - z&reni : jsou to elektrony (zaporny néboj 1, hmota 1840
krat mensi nez jadro vodiku)

gama - zareni : jsou to elektromagnetické viny, fotony (atomy

zarivé energie, liSi se navzajem obsahem energie)

II.1.2 Pfrirozené jaderné premeény

Pfirozené jaderné premény patii do premén, kterym podlIé-



haji jadra atomu. Jadro podléhajici pfreméné muaze byt radioak-
tivni bud pfirozené nebo uméle. Jako pfirozenou radioaktivitu
bereme jaderné reakce, které se odehravaji bez zasahu ¢lovéka.

Pro jednotlivé zakladni typy jadernych premén uvadime nasle-
dujici priklady :

a) alfa - rozpad

Radium, uzaviené v hermetické nddobé tam vytvarelo dva prv-
ky, a to €astice helia aradonu. Jde tedy o alfa - rozpad, ktery lze
zapsat nasledujicim zplsobem:

226 4 222
Ra -- He + Rn
88 2 86

Muazeme udélat zaveér, Ze pfi alfa - rozpadu zjadra izotopu
vznika jadro jiného izotopu, jehoz protonové ¢islo Z bude mensi
o dvé jednotky a hmotnostni €islo A o 4 jednotky niZz8i nez vychozi
prvek.

b) beta - rozpad

Draslik (K) se rozpada odliSné, nez radium, ato na elektron a
na atom vapniku, jak ukazuje nasledujici vzorec:

40 40
K - e+ Ca
19 20

Z tohoto pfikladu mizeme vidét, jak probiha beta - rozpad:
kdyZ jadro s protonovym €islem Z a hmotnostnim ¢&islem A vy-
mrSti elektron, vznik& novy izotop, jehoZ Z je o 1 jednotku vétSi a
A je stejné jako u vychoziho prvku.

C) gama - rozpad

Castice (kvanta) vinéni nejsou nabita a jejich hmota je mala,
proto jadro pfi vyzareni neméni ani protonové €islo Z ani hmot-
nostni €islo A. Nedochazitedy - na rozdil od rozpadu alfa €i
beta - vlastné k jaderné preméné. Jadro, aby uvolnilo kvanta,
musi byt v excitovaném stavu a navrat kK normalnimu stavu je
doprovazem zarenim gama. ZmenSuje se pritom energie jadra.

V excitovaném stavu jsou jadra obyéejné po alfa éi beta roz-
padu, proto gama - zareni vétSinou doprovazi alfa €i betaroz-
pad.

[1.1.3 Umélé jaderné premeény
JiZz jsme si uvedli, Zze v pfirodé se vyskytujiizotopy s ne-
stalymi jadry samovolné se rozpadajicimi. Pokusy o umélou ja-
dernou preménu prirozené stalych jader byly nelspésné az do
r. 1919, kdy Rutherford po bombardovani jadra dusiku €astice-
mi alfa dosahl rozStépeni jadra tohoto prvku a jeho premény na



jiny prvek, kyslik.
14 4 1 17
N+ He--- H + O
7 2 1 8
Zdrojem alfa €astic bylo polonium, tedy radioaktivni prvek,
tyto éastice vyzarujici. Pozdéji byla obdobné jako dusik uZzita ji-
na lehka jadra prvku, napf. F, Si, S €i K.
VSechny umélé jaderné reakce probihaji ve dvou etapach:
- do jadra proniknou €astice alfa a tim vznikne nové prechod-
né jadro
- pfechodné jadro uvolnuje proton (€i jinou €astici) a méni se
Vv noveé jadro

19 4 18
N + He -— F
7 2 9
18 117
S H+ O
9 1 8

Vznik umélych radioaktivnich jader

Problém premény neradioaktivnich jader naradioaktivni vyre-
Sili az v r. 1934 Frederic a Irene Joliot - Curie (dcera a zet’ Marie
Curie).

27 4 30
Al + He---- lno+P
13 2 15
30 30
P - e+l(positron) +  Si
15 14

(positrony se liSi od elektron pouze znaménkem néboje, posit-
ron neni obsazen v jadre, vznika preménou protonud na neutron).

Uméle bylo ziskano postupné asi 300 stabilnich izotopt a 700
radioaktivnich.

[1.1.4 Princip uZziti metod s radioaktivnimi a stabilnimi izotopy
Po chemické strance existuji stejné vlastnosti stalych i radio-
aktivnich izotopa (maji stejné protonoveé ¢gislo!!). Chovéni radio-
aktivniho (RA)izotopu setedy nelisi, jeho pohyb v organismu
vSak lze stopovat tim, Ze zachycujeme zareni vzniklé pfijejich
jadernych preménach. Proto ndm RA izotopy umoziuji zkoumat
preménu latek, jejich zadrzovani v organismu (Iéky!) a pod.



Obdobné je uzivano v nékterych studiich i izotopt stabilnich,
jejich detekce se v3ak déje na zakladé jejich odliSné hmotnosti
(hmotové spektrografy).

.1.5 Historie uZziti RA izotopti v biologii a Iékarstvi

Izotopova (zna€ékovaci) metoda, ktera pozdéji umoznila pod-
robné a citlivé sledovat metabolické pochody, pochazi jiz ze za-
€atku 20- tého stoleti, jeSté pred l.svétovou valkou.Tato metoda
je spojena s Ustavem pro anorganickou a fyzikalni chemii ve Vid-
ni (pfi prvnim jejim uziti Slo o rychlost vymény atoma mezi pevny-
mi l[atkami a solemi) a se jménem Hevesyho.

AZ v r. 1923 byla metodika uzita ke sledovani zivych systéma,
opét Hevesym, ktery studoval pfijimani olova rostlinami. Hevesy
seiv dalSich letech se svymi spolupracovniky a jinymi autory sou-
stfedil na metabolismus olova, vizmutu, polonia a thoria - tedy prv-
ka s pfirozenymi RA izotopy.

Abychom neupfeli prioritu, pokud jde o sledovéni Zivych orga-
nism pomoci RA izotopu, tak jiz v r. 1904 byly provadény poku-
sy se zviraty pokud jde o ukladani polonia a radia (napf. London),
tyto studie mély vSak toxikologicky raz, neSlo tedy o sledovani
metabolismu téchto latek. Hevesy tedy ma skuteény primat pokud
jde o metabolicka sledovani.

DalSi rozvoj znaékovaci izotopové metody nastal v poloviné
tricatych let - umoznil to objev deuteriaa zejména objev umélé
radioaktivity. Tim bylo umoZznéno rozSifit studium z tézSich RA
izotoptl na lehéi, zapojené pfimo do metabolickych pochodi - H,
C,S atd. Je pfriznaéné, Ze opét se uplatnil jako prvni Hevesy - jde
0 prace s tzv. tézkym vodikem, deuteriem, pak nasledovaly préa-
ce s fosforem.

Pravy rozvoj izotopové metodiky nastal po Il. svétové valce.
Jaderny reaktor a cyklotrony umoznovaly produkci levnych radio-
nuklidd, zdokonaluji se méfici aparatury - od jednoduchych Gei-
ger-Mullerovych trubic se vyvijeji v poloviné padesatych let az
scintigrafické kamery.

V této dobé, tj. v padesatych létech, se rozbiha také uzivanii-
zotopui u nas - v r. 1951-60 vznikaji prvni biologick& a lékarska
pracovisté uzivajici izotopy - na CSAV, na VS, zejm. LF ajinde.

V sou€asné dobé se déla cekem, v€etné vySetieni in vitro, vice
nez 1 milion vySetreni za rok pouze nalékarskych ustavech, da-
ISi vySetifeni pak probihaji na biologickych, zemédélskych €i ve-
terinarnich pracovistich.



I.1.6 Radioaktivni rozpad
Rozpadem se mnozstvi RA atomu stale zmensSuje. Mnozstvi aktiv-
aktivnich atomu ubyva podle rozpadové rovnice:
Nt = delta No . lambda e

N ... po€et atomt (Nt v €ase t, No v ¢ase O)
delta ... zména

lambda... konstanta rozpadu v sekundéach
e ... zaklad pfirozenych logaritmt

Rychlost radioaktivni premény je tedy dana zménou pocétu ato-
mu, resp. mnoZstvi atomu rozpadlych za ur€itou dobu (sekundu) je
uamérné mnozstvi danych aktivnich atomua. Smysl pravidla je takovy,
Ze jestlize se z 10 000 atomu rozpadne za 1 sekundu 100, tj. 1%, pak
z 5000 atomu je to také 1%, tj. 50 atomu.

Pro kazdy RA izotop ma konstanta rozpadu jinou hodnotu, napf.
za 1 sekundu se rozpadé 1.35x10 na 11 atomu radia, 5.6x10 na 7 ato-
mu fosforu €i 1.29 x 10 na 5 atom sodiku.

Je nutno Fici si néco o pojmech, které RA rozpad charakterizuji :

Aktivita - poéet rozpadu za 1 sekundu; je tim vétsi, éim k vét-
Simu pocétu rozpadl za sekundu dochazi. Aktivita (A) zavisi na
mnoZzstvi latky (N) a na konstanté rozpadu:

A = N.lambda

Jako jednotka aktivity se uziva 1 curie (Ci), v preparétu, ktery
ma tuto aktivitu, dochazi za sekundu k 3,7 x 10 na 10 rozpadam
jader. V praxi biomediciny se uZivaji jednotky menSiato :

1 m Ci=1/1000 Ci = 3,7 x 10 na 7/sek.
1 u Ci =1/1000 000 Ci = 3,7 x 10 nad/sek.

V nasi literatufe se pouZziva jednotka Becquerel (BQ).

V preparatu, ktery mé tuto aktivitu dochazi k 1 rozpadu jadra
za sekundu. To by bylo zase pFiliS mala jednotka, proto se uZiva-
jijednotky o 3, 6 az 9 fadu vyS3si :

1Bqg =10na0 rozpadu

1 kBq =10 na 3 rozpadu
1 MBq =10 na 6 rozpadt
1 GBqg =10 na9rozpadu

Prepocéet: 1u Ci =37 kBqg
1m Ci =37 MBq 1Ci =37GBq



Specificka aktivita = aktivita 1 g RA latky, méfi se poétem rozpa-
da za 1 sekundu v 1 g RA latky nebo poétem Ci (Bq) v 1 g RA latky.

Poloéas rozpadu = €asovy interval, ve kterém se aktivita RA prvku
zmenSina 1/2 - viz obr. €. 3.

Vztah mezi konstantou rozpadu a poloéasem rozpadu : Cim vétsije
konstanta rozpadu, tim kratSi je polo€as rozpadu a naopak.

II.2 Priprava RA izotop a slou€enin

Pro jakoukoliv praci s RA izotopy je z&kladni podminkou pred-
né ziskani potrebného RA izotopu adale pak vyroba RA znaéené
slouéeniny vhodné pro sledovani uréitého pochodu v organismu.

I1.2.1 Priprava zna€enych izotop(
Radioaktivni izotopy mlzZzeme pfipravovat trojim zptsobem (Di-
enstbier a sp., 1989):
- v jaderném reaktoru
- v cyklotronu
- v generéatorech

a) V jaderném reaktoru (viz obr. €. 4) probihaFizena jadernare-
akce z jader pfirozenych RA izotopu (uran, plutonium).



Uvolnuji se pfi tom neutrony. Témi se pak bombarduji jadra
pfirozenych stabilnich izotopll a ziskavaji setak RA izotopy,
napr. 59Fe, 60Co, 75Se, 125Xe, 169Yb, 198Au.

Nebo dochazi k emisi 1 p €i alfa €astice a ziskava se prvek
o1l €i 2 mistavlevo v soustave, tak ziskavany 14C, 32S, 32P,
35Cl, 35S.

Kone€né izotopy vznikaji Stépenim uranu, tak vznika na pri-
klad 131J, 133Xe.

Vyhody : mozZno pfipravit vétSi mnoZzstvi, proto levné.

Nevyhody: nelze takto pfipravit vSechny izotopy, u fady prvka
je nizk& specificka aktivita.

b) V urychlovaéich €astic (cyklotron) - jadernym éasticim se udé-
luje vysoka kineticka energie (viz obr. €. 5).

Ziskava se tak 67Ga, 201Tl, 1237, 111In.

Vyhoda : vysoka spec. aktivita.

Nevyhoda: zpracovava se mensi mnozstvi prvku a vysledné pro-
dukty jsou proto drahé.
c) V generéatorech - v nejpouzivanéjSi formé jde o malou chromatog-
rafickou kolonku, kde je na vhodném sorbentu matefsky radionuklid
a z ngj se produkuje dcefinny (viz obr. €. 6).

Takto se ziskava napf. 99Mo, 99Tc (10-15 dnlit mozno uzivat),
113Sn, 113In (1/2 roku).



[1.2.2 Pfiprava zna€enych slouéenin

Pripravené radionuklidy jsou pak uzivany ke sledovani stavu
organti a premény latkové ve formé vhodnych znaéenych slouce-
nin. Tyto slou€eniny maji nahrazen bud’ jednotlivy atom radioak-
tivnim atomem (podobné to mohou byt skupiny atoma) nebo se
tvofi komplexy nékterych kationt RA prvka s raznymi slouéeni-
nami. Stejné jako latka bez RA izotopu se takto ozna€ena latka
chovéa pouze tehdy, kdyZ pFi jejim znaéeni nedochéazi ke zméné
struktury slouéeniny.

V jiném pfipadé vznika slou€enina, jejiz chovani mize byt dost
podobné chovani nezna€ené slouéeniny, existuji vSak uréité roz-
dily, které musime brat v tvahu.

Nej¢astéjSim zplsobem pripravy znaéenych slouéenin je che-
micka syntéza, pfi éemz jedna z komponent reakéni smési je ra-
dioaktivni. Pro dosazeni co nejvyssiho vytézku, omezeni ztréat ra-
dioaktivity i z hlediska bezpeénosti prace je nejvyhodnéjsi, aby
radioaktivni latka byla pouZzita co mozné ke konci reakce. Vyhod-
né rovnéz je, aby syntéza probihala jednostupnove.

Timto zplsobem se pripravuji zejména slouéeniny obsahujici
RA izotopy 3H,14 C,35 S, 75 Se, 99 Tc, 113(¢i 111) In.

DalSi moznosti je izotopova vyménna reakce, pfi které dochazi
k vymeéneé radioaktivniho atomu €i celé skupiny obsahujici radio-
aktivni atom za neradioaktivni ¢ast molekuly slou€eniny. Probi-
ha vzdy v jednom reakénim stupni a ziskané produkty jsou také
proto pfipravovany ve vysoké €istoté, zpracovava se pfitom i mi-
nimalni mnozstvi latky. Nevznikaji téZ vedlejSi produkty. Této me-
tody se uziva predevSim u halogénti -tj. 77Br a 131J - podobné je
uzivanai pro pripravu karboxylovych slouéenin znaéenych 13(€i
14) C.

V nékterych pFipadech je jedinou metodou volby biochemic-
k& syntéza, v ivahu pochopitelné pripada pouze u latek vyskytu-
jicich se v Zivych organismech.

Muze jit bud’ o enzymovou syntézu €i o celkovou biosyntézu.
V prvém pfipadé se uziva enzymu jako katalyzatort reakci pfiva-
déjicich RA latku do molekuly. V druhém je RA latka podana Zivé-
mu organismu aizoluji se pak znaéené latky vzniklé metabolic-
kymi pochody.

Muze jit napf. o mikroorganismy, které maji potfebny RA izo-
top v zivné pudé, ¢i jeizotop resp. jeho slou€enina aplikovana
jinym zpusobem (napft. peroralné spolu s potravou €i injekéné).
Pri celkoveé biosyntéze je specifickd aktivita vzniklych RA ozna-
¢enych slouéenin vétSinou pomérné nizka, protoze boénimi re-
akcemi vznika fada vedlejSich nepotfebnych slouéenin.

Zpusobem biochemické syntézy jsou pfipravovany zejména
57 Co €i 60Co - kobalamin, 75 Se - methionin ale i univerzalné



znacena 14C - glukdza, mastné kyseliny a podobné.

I1.3 Méfici a vyhodnocovaci postupy

Snad nejvétSirozvoj v oblasti studiis pomoci RA izotopl
zaznamenaly v poslednich desetiletich pravé pristroje méfici
(at’jiz in vivo ¢€i v extraktech tkani €i télnich tekutin) rozpad ra-
dioaktivnich jader. Uginnost méFeni takovych pfistroji se zvét-
Sila z pavodniho cca 1% na hodnoty blizici se takika 100%.

Nedilnou souéasti méricich aparatur (detektoril) se staly po-
Cita€e, které méreni zkvalitiuji a velice rychle vypo€tou nejen
vysledek, ale provedou fadu statistickych propoétt a hodnoce-
ni kvality stanoveni.

Detekci jaderného zareni se zabyva dosimetrie. Ta vychazi
prakticky pouze bud’ z ionizaéniho nebo excitaéniho u€inku za-
feni. Podle Navrétila (1989) patfi k jejim hlavnim Ukoldm méreni
aktivity radioaktivnich preparati (radiometrie) a méreni davky
ionizujiciho zareni (vlastni dozimetrie).

V zasadé mohou detekéni metody zahrnovat:
- tzv. proudové metody (napf. ionizaéni komory, GM trubice)
- scintilaéni metody (zejm. scintilaéni detektory)
- vizuélni metody (fotografické emulze).

[1.3.1 Historicky uvod

Detektory zareni, které byly nejdfive uzivany, byly na zakladé
vyuZziti ioniza€niho G€inku zareni:

a) lonizaéni komory jsou zkonstruovany tak, Ze ve vzduchovém
prostiedi jsou 2 elektrody, nabité uréitym nabojem. Plsobenim
RA zareni se vzduch stava vodivym a dochazi k vybijeni konden-
zatoru. Rychlost vybijeni (jina mozZnost : velikost ionizaéniho
proudu) je meérna intenzité zareni a celkovy ubytek je umérny
davce zareni, ktera proSla prostorem ioniza€ni komory.

Na principu ioniza€ni komory jsou zaloZeny pfistroje na urée-
ni osobni davky zareni u pracovnika, na méreni intenzity zareni
za stinicimi kryty. Dale jsou ionizaéni komory uZzivany pri kont-
role aplikovanych davek RA izotopi a kone€éné ke méreni akti-
vity radonu a jinych plynnych zari€a - viz obr.¢.7.



b) U Geiger-Mullerovy trubice (GMT) tvori obal jednu elektrodu
a drat uvnitF této trubice druhou elektrodu. Trubice je evakuovana
a naplnéna inertnim plynem o nizkém tlaku. Mezi elektrodami je
napéti nékolika set az tisic voltd. Kdyz vnikne €éastice pfi zareni do
do trubice, dojde ke vzniku napétového impulsu, ktery je dale re-
gistrovan - viz obr. €. 8.

G-M trubice se liSi podle toho, jaky typ zareni maji registrovat.
Pro vétSinu zari€l jsou to silnosténné trubice (aby jimi nepros-
lo zareni beta!) - kovové €i celosklenéné, tloustka stén je néko-
lik mm. Pro mékéi gama zareni (napf. 131J) maji GMT obalovou
elektrodu tvofenou nanosem tézkého kovu.

GMT pro méreni beta - zareni maji €ast povrchu zeslabenou —

maji okénko ze slidy - tak do trubice prichazeji €astice beta bez
podstatného oslabeni. Pro méreni aktivity beta - zari€d v tekuti-
nach se uziva nalevkovitych GMT. TlouStka okénka je v kazdém
pripadé odliSna u tvrdych a mékkych (napf. 14C, 35S) beta — za-
fich. Znacéné vysSSi uéinnost maji bezokénkové GMT, ve kterych se
preparat, jehoz velikost zareni mame uréit, dava pfimo do trubice,
ktera je proplachovana inertnim plynem.
c) Scintilaéni detektor je pak zaloZen na jevu, Ze zareni (zvlasté ga-
ma) pfi prichodu krystalem NaJ se stopovou pfimési Tl vyvolava
slabou€ké zablesky viditelného svétla- viz obr. €. 9. Ty se zachy-
zachytavaji katodou fotonasobi€e, na jeho vystupu se méni na ele-
ktrické impulsy. Scintilaéni detektory maji uéinnost radové desitky
% pro zareni gama a jejich rizné zdokonalené formy jsou zakladem
dneSnich gama mérica.



Pro beta zareni maji U¢innost fAdové mensi, na srovnatelnou €i
dokonce vysSi uéinnost ve srovnani se zari€i gama se u beta zaficu
dostaneme pomoci tzv. scintilaénich tekutin, které maji za zaklad
organickeé scintilatory (antracen, toluén, dioxan). Pouziva se jich
zejména pro mékké beta zéri€e, jako je 14C &i 3H ato tak, Ze se
pridavaji k mérenym vzorkdm do méricich nadobek.

Scintilaéni detektory se daji pouZzit i pro detekci alfa zare-
ni, obdobné jako pro gama zéafiée se pouziva ale scintilator,

v pfipadé alfa zari€l jde o ZnS s pFimési Ag.

d) Fotograficka detekce je zaloZena na z€ernani filmové emulze pfi
prichodu ionizujiciho zareni, pfi €éemz stupen z€ernani je zavisly
na intenzité zareni. O nékolik Fadud je pfitom hustota z€ernani
vyS8i pfi zareni D . Tato metoda je uZivana ke sledovani davky za-
feni, kterou pracovnik pouzivajici B - zafiée obdrzel pfi praci

s RA latkami.

Specialnim uzitim této metody je tzv. autoradiografie, kterou
zjiStujeme napf. distribuci radioaktivity ve tkani. RozliSujeme
prfitom makroautoradiografii a mikroautoradiografii. Napf¥. pfi
zjiStovani distribuce RA zlata v peritonealni dutiné podlozime na
nékolik hodin pod nemocného RTG film, obdobné zjiStujeme takto
aktivitu Stitné Zlazy po tyroidektomii - v obou pfipadech jde o mak-
roautoradiografii.

Pri mikroautoradiografii (tzv. histoautoradiografii) jsou his-
tologické rezy tkani, které obsahuji RA latku, pfekryty vrstvou
fotografické emulze. Po nékolika dnech aztydnech je preparat
s emulzi vyvolan. Pozorovani preparatu pod mikroskopem nas pak in-
formuje o stupni nahromadéni aktivity v jednotlivych strukturach
Fezu.

[1.3.2 Nékteré metodické problémy méreni aktivity
Nejdfive je tfeba si probrat nékteré zakladni pojmy spojené
s méfenim RA zareni (podrobnéji viz Dienstbier, 1989):

Pozadi - ¢éetnost impulst, které detekéni zafizeni zaznamenava
| bez pfitomnosti radioaktivniho zarice.
Dano zejména:
- pfirozenou RA materiala, z nichz detektory a a jeho stinéni zho-
toveny
- déle dano radiaéni slozkou:
-- radioaktivitou vzduchu (Rn)
-- z&fenim z povrchu zemé, ze zdi laboratofri
-- kosmickym zarenim
Podstatného snizeni pozadi lze dosahnout obklopenim stini-



cim materidlem - olovem, Zelezem, betonem - Ize ho takto snizit
az na 1/10.

Nezadouci impulsy je mozZno omezit téz tzv. diskriminaci (vy-
bér impulst, které maji byt zaznamenany!). Pozor na umisténi
detekénich aparatur v blizkosti uloZeni vysokych aktivit €i pré-
ce s nimi (tyka se i aparatur s RTG zarenim, betatrond a pod.).

Detekéni u€innost - pomér impulst zaregistrovanych a skute¢-
né dopadlych na detektor. Vyjadfuje se v procentech, zavisi na
energii éastic, narozmeérech a tvaru krystalu, na geometrickém
usporadani a pod. PFi scintilaénim méreni maze dosahovat az
90%, u GMT je G€innost o jeden az dva Fady nizsi (1-2%).

Casova rozliSovaci schopnost je charakterizovana tzv. mrtvou
dobou, tj. intervalem po prichodu jednoho impulsu, kdy detek-

tor neni schopen zaznamenat dalSi impuls. To znamena, Ze pfi

vysoké €etnosti impulst detektor zaznamenéava méné impulsa,

nez jich ve skuteénosti detektorem proslo. Za sekundu je detek-
tor schopen zaznamenat max. 10 na 4 impuls(, tj. 10 000 impul-
sq.

Energeticka rozliSovaci schopnost charakterizuje schopnost de-
tektoru odliSit od sebe zareni dvou energeticky blizkych zareni,
pohybuje se od 6 do 8%.

Geometrie méreni - celkové u€innost méreni aktivity je dana téz
vzajemnym usporadanim vzorku a detektoru. PFi in vivo mére-
ni dopada na detektor pouze ¢€ast vysilanych fotonf, s rostou-
ci velikosti krystalt je jich zachyceno vice, ale zaroven se zhor-
Suje energeticka rozliSovaci schopnost detektoru. Ve studno-
vém detektoru Ize dosahnout az 90% U€innosti, pfi rozptyleni v

kapalném scintilatoru je a€innost méreni jiz témeér 100%.

Chyba méreni: kazdé meéreni je zatizeno chybou, danou jednak
statistickym charakterem RA premén, jednak nestabilitou méfri-
ce.

smérodatna odchylka =druh&d odmocnina N
N ... pocet impulst

Chybu méfeni maZeme snizit bud prodlouzenim doby mére-
ni anebo sniZzenim pozadi. Statistick&d chyba méreni by méla byt
cca 1-2%, vzhledem k nestabilité pristroje a pod. se celkovéa chy-
ba méreni vSak pohybuje kolem 5%.



BliZSi pou€eni o vypoétu smérodatné odchylky, variaénich ko-
eficientdr a pod. naleznete ve specialnich u€ebnicich, napf. Roth
asp. (1962) ¢i pokud jde pfimo o oblast nuklearni mediciny, pak
napf. v Dienstbier a sp. (1989).

Vyhodnoceni idaja GMT é&i scintilaénich detektora se provadi
takto:

- spogéitanim impulst za uréitou dobu zjistime relativni aktivitu,
kterou porovnavame s udaji standard, aplikované aktivity, se zji-
Sténou aktivitou v jinych tk&nich a organech a pod.

- impulsy se integruiji - tj.€etnost impulsti prevadime na stejno-
mérné napéti a velikost aktivity posuzujeme podle vychylky mé-
fidla, resp. jeho zapisu

Automaticky Ize nastavit bud’ dobu, po jakou ma byt vzorek
méren, €i naopak pocet impulsu, ktery ma byt zméren a pfistroj
zaznamena dobu, za jakou se to stane. Je moZné pristroji pre-
depsat, Ze méreni se bude dit kazdé 2 minuty €i jiny interval.
Takto je mozné registrovat prabéh plynule probihajiciho déje,
at’ jiz ho sledujeme v roztoku - in vitro - €i v celistvém organis-
mu, tj. in vivo.

Ponékud odlisné problémy predstavuje méreni aktivity v ce-
lémtéle a v jeho €éastech nebo tzv. v roztoku, tj. v tekutinach izo-
lovanych z tkani, krve a pod. Proto si je probereme zvIast™- nej-
dfive méreni in vitro.

[1.3.2.1 Méfeni in vitro

Méreni aktivity tekutych preparatt (napf. krev, mog) se pro-
vadi vyhradné v nalevkové GMT. Tento zplsob se pouziva pro
beta zariée s vySSim energetickym obsahem, tj. napf. pro 32 P,
42 K, 86 Rb.

U €astic s nizSim energetickym obsahem (tzv. mékké beta
zari¢e) se znaéné uplathuje absorbce ve sténé poéitace. Pro-
to se uZivaji okénkoveé €i bezokénkové GMT resp. jeSté vice
scintilaéni detekce se scintilaénimi roztoky, do kterych se mé-
feny vzorek pfidava. Plati to predevSim pro méreni vzorki ob-
sahujicich 14 C a3 H. Pro 3 H - tricium - je to prakticky jediny
zpusob detekce.

Zareni gama je detekovano s maximalni uéinnosti ve scinti-
laénim pfistroji s krystalem z NaJ a Tl. U kapalnych vzorku se
uzivatzv. dutého krystalu, ktery méa vyhloubenu dutinu, do kte-
ré se zasunuje zkumavka se vzorkem - viz obr. €. 10.

Tekuty vzorek maze byt promérovan i pevnym krystalem bez
dutiny, vzorek je pak umistén v ur€ité vzdalenosti od krystalu.

Uéinnost méfeni je v takovém piipadé pochopitelné nizsi, nez



kdyZ vzorek je umistén pFimo v krystalu. Pro méfeni velkych ob-
jemu tekutin, ale i pevnych vzorka (napf. stolice), je mozno k mé-
feni celého objemu najednou pouZit klece ze 6 ¢i vétSiho poctu
GMT na méreni zareni. VSechny GMT méfi najednou a jejich vy-

sledky se séitaji. U&innost méfeni je pak srovnatelnas dutym
krystalem —viz obr. €. 11.

Pro méreni kapalinovych vzorkid se pouzivatéz automaticky
vzorkomeénié, ktery méa kromé stinéného studnového detektoru s
krystalem NaJ (Tl) a elektronické aparatury navic elektronické ob-
vody, které umoZznuji predvolit uréity rezim méreni vzorka.

retézovy
Vzorky se pred mérenim umist'uji do zasobniku viz obr.€.12
kazetovy
viz obr.€.13



on line
K pFistroji je pFipojen poé€ita€ (tj.pfimo u pfFistroje)
off line
(jinde, pak je nutné
vysledky méreni pre-
naset k pocitaéi, napf.
na disketach)

Vicedetektorovy systém - viz obr. €. 14.

Sklada se z uréitého poétu stejnych detektorl (12-16 i vice),
tvofenych studnovymi scintilaénimi krystaly, a fotonasobi¢i. Na-
jednou se méri napf. 12 vzorka, zpracovani vysledka zajistuje po-
¢itac, ktery také koriguje rozdilnou ué€innost jednotlivych detekto-
ra (maze se lisit az o 10%!).

Detektory s kapalnymi scintilatory pro méreni beta — zari¢a,
-viz obr. €. 15.

Vzorek se pfimichava do kapalného scintilatoru, ten podobné
jako jiné scintilatory (napf.scintilaéni krystal NaJ-Tl) prevadi ener-
gii ionizujiciho zéreni na zablesky viditelného svétla, které se re-
gistruji fotonasobi€i. Fotonasobi€e detekuji pouze impulsy od po-
zorovaného zéariée, zaznam o nich je veden do analyzatoru a do
pocitace. Pristroj m4, obdobné jako gama-méfrice, retézové €i ka-
zetové zasobniky, umoznujici automatickou vymeénu vzorka.

U nés jsou nejpouzivanéjSi nasledujici scintilaéni tekutiny :



-na béazi toluénu - napf.SLT 31 ¢&i SLT 41 - hodi se pro méreni
vzorkl rozpusténych v organickych rozpustidlech (tedy napf.
vzorku lipida)
- na bazi dioxanu (pripadné ve smési s dalSimi latkami) pro mé-
feni vodnych vzorkd, tyto scintilaéni tekutiny pojmou az 5-10%
vodné faze, specielni roztoky (Brayuav) ji pojmou jeSté vice, ato
az 25%

Pro specielni druhy méreni uzivany roztoky:
- schopné pojmout jeSté vétSi mnozstvi vody (na bazi TRITONU
X)
- scintilaéni gely (obsahujici polymetylkrylat €i polyakrylamid,
které uzivany pro praskoveé vzorky)

[1.3.2.2 Méfeni in vivo

Méreni aktivity beta zari€l se provadi (napf. po aplikaci 32
P) pomoci GMT na méreni beta , zejména tzv. okénkovymi tru-
bicemi. Tyto detektory mohou mit pfipadné i hodné malé roz-
méry (napf. pro méreni aktivity v oénim bulbu), éi jsou dokon-
ce jehlové, které Ize do tkdné zabodavat (nap¥. pro méreni ak-
tivity v mozkové tkéani).

Aktivita gamazariél se mlize méfit bud” celotélové ¢i nad
jednotlivymi organy:

s kapalnymi scintilatory
pacient lezi
- Celotélové poéitace neni posunovan

s vice zapojenymi GMT

viz obr. €. 16
se scint. detektory - pacient se
(s velkymi NaJ krystaly) posouva



V kazdém pripadé je nutné, aby celotélovy pogéita€ byl stinén
od zevniho zéareni, dale je tfeba pfipojeni fady fotonasobica. Or-
ganova méreni jsou provadéna prevazné scintilaénimi detekto-
ry s NaJ krystaly. Detektor je obloZen asi 5 cm olova s otvorem
umisténym proti krystalu. Uspofadani otvoru uréuje smérovy
u€inek detektoru, toto smérové stinéni se nazyva kolimaci.

Typy kolimatora - viz obr. €. 17.

- valcovy - méreni probiha ve valcovém prostoru, daném sténa-
mi otvoru, po stranéch je polostinovy prostor (ten Ize zmenSit)

- slozeny kolimator - se zmenSovanim priméru otvoru €i s pro-
dluzovanim délky kolimatoru klesa citlivost detektoru

- kénicky kolimétor - umoznuje citlivéjSi detekci uréité roviny

dané sklonem otvoru

Pri detekci aktivity nad velkymi organy se uziva otevienych
kolimatoru, které méri Siroky prostor. Topograficke zjistovani
rozlozeni aktivity se provadi naopak Uzce smérovanymi koli-
matory. Uzce smérovany detektor se pfitom pohybuje rovno-
mérné v fadcich nad sledovanou oblasti - pFistroji se pak Fika

gamagraf - viz obr. €. 18.

Impulsy z detektoru jsou v ur€itém daném pomeéru reduko-
vany atistény jako €arky, jejichz hustota podéava informaci o
rozlozeni aktivity v rdznych mistech, priklad vidime na obr. €. 19.



Pri hodnoceni gamagramu je nutno brat v ivahu, Zze kromé
aktivity sledovaného organu se méfi zaroven aktivita organt
nad i pod sledovanym organem.

U vétSiny in vivo stanoveni RA jde zejména o detekci zareni
vychazejiciho z téla po aplikaci RA latky a sleduiji:

- bud €asovy prubéh aktivity radiofarmaka (€i jim oznaéenych
metabolickych zplodin)

- nebo zobrazeni distribuce radiofarmaka v organu ¢i celém téle
(scintigrafické vySetreni)

a) Pohybovy scintigraf

Sklada se z:
- detektoru s kolimatorem
- mechanického zafrizeni, zajistujiciho pohyb detektoru nad télem
- elektronické aparatury
- zaznamoveého zafrizeni

Kolimatory se pouzivaji o razné rozliSovaci schopnosti pro raz-
né organy.

Od pohybovych scintilatorti se v sou¢asné dobé ve svété jiz us-
tupuje, divodem je jejich omezena citlivost a skuteénost, Zze mo-
hou pouze staticky zobrazovat.

b) Scintilaéni kamera - viz obr. €. 20.



detektor: elektronicka zobrazovaci aparatura:

aparatura:
osciloskop displej
(poé€ita€,
analyzator) zaznam se snima Pola-
- NaJ krystal roidem nebo béznym

s kolimatorem  fotoaparatem; (moz-
nosti zaznamu na RTG

fotonasobice film - micro dot

(dFive 19, nyni

i vice nez 75)

(Kolimator mnohaotvorovy: desitky tisic
otvord s paralelnimi otvory)

Koliméator konvergentni : ma vyssi u€innost
a umoznuje zvétSeni mensi plochy

divergentni : zachycuje velkou
plochu, napf. obé plice
s jednim otvorem (pin hole)

Celotélova scintigrafie - je mozna:
- postupnym zhotovovanim snimku (napf. kosti)
- s pfidatnym zafizenim - hybe se detektor
- hybe se lizko

Pripojeni poé€itaél umoznilo lepSi dynamickeé sledovani i hod-
noceni scintigrafickych zaznamu. Umoznilo také zcela nové prin-
cipy zobrazovani, napf. ECT (Emission Computed Tomomograph),
kterd umoZnuje zobrazit rozloZeni radiofarmaka ve 3 rovinach.

Vyskytuje se na dvou modifikacich:

- SPECT s béznymi zafri€i
- PET s positronovymi zafrici

Poéitae se v souéasné dobé staly nedilnou souéasti méricich
aparatur pfi uZiti RA latek in vivo i invitro. V ramci danych skript
skript neni mozné se podrobnéji zabyvat popisem funkce pogcitace
a jeho jednotlivych souéésti. Pro podrobnéjSi sezndmeni se s tou-
to problematikou odkazujeme na specialni monografie, napf. Lud-
vik (199I).

Pro potreby pracovnik, ktefi uzivaji RA latky ke sledovani lat-
kové premeény, je velice instruktivni prehled obsazen v monogra-
fii Dienstbier a sp. (1989).



Co umoznuje po€ita€ ve spojeni s detektory zareni :
- odpocet pozadi a "odfezani" jinych impulsti podobnych izotopt
- prepocet tzv. cpm (zaznamenanych rozpadt) na skuteény pocet
rozpadd (dpm); tedy prepoc€et s ohledem na G€innost méreni
- propoget primeért vzorka s upozornénim narozptyl €i chybné
vysledky
- sestrojeni standardni kfivky a vypo€et hodnot s ohledem na fedé-
ni a pod.
- statisticky vypoé€et skupiny vysledka, vypo€et chyby méreni atd.

I1.4 Zakladni Gdaje o riziku prace s RA izotopy a moznosti
ochrany proti nému

Pri praci s RA izotopy existuji v zasadé dvé moznosti ohroZeni
(Dienstbier a sp., 1989, Blazek a Hupka, 1989):
- vnéjSi kontaminace- ozareni vnéjSim zdrojem zéreni RA
- vnitini kontaminace (vnitini ozareni)
+ vdechnutim
+ s potravou €i pitim
+ vniknuti poranénou kizi a pod.

Dusledkem zevniho ozareni i vnitini kontaminace je absorbova-
na davka. Ta je definovana jako energie zareni absorbovana v obje-
mu latky o jednotkové hmotnosti.

Jednotka absorbované davky je 1 Gray (Gy), tj. 1 joul v 1 kg
hmotnosti.

Zalezi na expozici, resp. davce zareni (ta se udava v Siever-
tech - Sv). Nejvice jsou zevnim ozarenim ohroZeny gonady a kost-
ni diren, nejméné ruce, nohy (asi 15x méné). Pracovnici s izotopy
maji povoleny 10x vysSi davky - viz tab. €. 1 - proto rizikovy pfipla-
tek a dodatkova dovolena.



Méreni osobnich radiaénich davek
Ke zjisténi osobnich radiaénich davek se uzivaji alfa, beta
a RTG filmové dozimetry, které obsahuji 2 filmy:
- vysoce citlivy
- malo citlivy (havarijni)

V duasledku radiace muze dojit:
- ke vnitini kontaminaci (zejm.RA jodem, méné pak techneciem)
- ke kontaminaci povrchu

Pokud je radioaktivita pfitomna na povrchu pracovnich ploch,
na nekrytych €astech téla, na Satstvu a pod, jde o kontaminaci po-
vrchi. Z povrcht se pak muZe radioaktivni latka dostat do orga-
nismu, at’ jiZ cestou dychaciho Ustroji, zaZivaciho traktu &i pora-
nénimi v klizi - pak dochazi ke kontaminaci vnitini.

Existuje dvoji moznost, jak povrchovou kontaminaci méfrit:
- metodou stéru - plocha se otfe napf. vatou namoéenou ve
vodeé (pFip. jiné tekutiné ¢€i rozpustidle, podle toho, v éem je RA
latka rozpusténa). Pokud je povrch obtizné omyvatelny, mize do-
jit k velkému zkresleni; jinak jde o metodu velmi citlivou.
- pfimym mérenim, tj. pomoci mériél kontaminace. Tento zplsob
je nevyhodny pro zareni beta a pro mékké zareni. Citlivost u gama
zaricl je mozno zvysit scintilaénim krystalem.

Existuje i mozZnost pfimého proméreni kontaminace rukou, coz
je v radé laboratofi dalezité.

Radia€ni ochrana

Abychom zabrénili €i snizili moZznost kontaminace, existuje
fada prostredku:
- uzivani ochrannych odéva
- uzivani gumovych rukavic pfi préci
- z&kaz piti, jidla €i koureni nejen pfi praci ale i v mistnosti, kde
se s RA latkami pracuje
- ochrana vzdalenosti - napf.nebrat ampule se zéafri€i do rukou ale
zasadné do peanu, manipulatori a pod.
- ochrana €asem - omezit dobu, po kterou se s RA zarenim pracu-
je - vSe si pfedem pripravit resp. procvi€it bez RA zéfice
- ochrana stinénim - u zareni, zejm. se uzivd olovo o razné sile
podle toho, o jaky zéfi¢ jde
- ochrana praci v digestofi (zde napf. umistény metabolické klece
€i respirometr se zviraty) - odsavanije kombinovano pfipadné
s praci s pomoci manipulétort pfip. se stinénim

Specialni problém predstavuje ochrana pacientt, ktefi se pod-
robujiin vivo vySetifeni s pomoci RA latek. Obdobné jako u RTG
vySetreni jde o to, aby se snizily davky, které pacient pfijima,



aniz by byla ohroZena presnost stanoveni.

Nasledujici tab. €. 2 ukazuje limity zareni, které pacient ma-
Ze pfijmout.

Vyvoj v nuklearni mediciné jde smérem k takovym metodam, kte-
ré snizuji velikost davky, jiz je pacient vystaven.

Prehled hlavnich izotopti uzivanych pfi sledovani pfremény lat-
kové viz tab. €. 3.

DalSi tabulky obsahuji rozdéleni latek podle jejich RA nebez-
pe€nosti (uvadi tab.€. 4) ; resp. déleniradioisotopovych praco-
vist’ podle uzivanych mnoZstvi téchto latek (viz tab.€.5).



Nebezpeénost uréitého RA prvku zélezZi na jeho:
- polo€ase rozpadu
- typu a energii zareni
- tendenci hromadit se v nékterém organu

Je tfeba rozeznavat biologicky a radiochemicky polo€as. Uved*-
me si napf. 22Na a 24Na. Tyto izotopy sodiku maji rozdilné radio-
chemické polo€asy (22Na ma poloéas dlouhodoby) - ale jejich bio-
logicky pologas je u obou kréatky v dasledku vylu€ovani moéi.

Biologicky polo€as tfeba RA olova, stroncia, radia ale i vpniku,
je naproti tomu dlouhy, ukladaji se v kostech a pusobi tam az vz-
nik nadord. Plutonium se usazuje pfimo v kostni dfeni a z toho vy-
plyvaijeho mimoradné nepfiznivé pasobeni.

Pracovnici, ktefi dlouhodobé pracuji s RA latkami, se musi po-
drobovat pravidelnym preventivnim |ékarskym prohlidkam (nejmé-
né 1x ro€né), pfi kterych jsou zejmeéna posuzovény stav krvetvor-
by ataké imunitniho systému. PFi nékterych onemocnénich je pra-
ce s izotopy pfimo zakdzana; rozhoduje o tom pfislusny odborny lé-
kaF zdravotniho zafizeni.



11.3.3.8 Komeréni RIA soupravy (Kity)

Jsou dodavany jako souprava, obsahujici vSechny potfebné sou-
Casti.

Vyhoda: rychlé zavedeni dané metody do praxe, moznost porovnani
s hodnotami jinych pracovist'.

Nevyhoda: vysSi ndklady; proto se nékdy kupuji pouze nékteré sou-
Casti kita, dodavané zvlast, a €ast soupravy si pracovisté vyrabi sa-
mo.

Kity obsahuji soubor potfebnych substanci a reagencii na ur€i-
ty pocet analyz (vétSinou 100-200 stanoveni). Je priloZzen podrobny
popis metody, kit obsahuje i kontrolni vzorky. Doba pouzitelnosti
je omezena; jde o tydny - mésice, podle RA izotopu, ktery je radio-
indikdtorem i podle stability dalSich souéasti kitu. Vyroba komeré-
nich souprav prispéla k velkému rozSireni RIA metodik a také k je-
jich standardizaci.

Ani komeréni soupravy nemusi vSak byt zcela kvalitni - snizena
muze byt kvalita jednotlivych jejich slozek; tfreba pouze u ur€itych
Sarzi. Proto je nutné i u nich provadét pravidelné kontroly, at’jiz
centralni éi lokalni.

11.3.4 Popis nejuzivanéjSich RIA metodik

V praxi jsou uzivany zejména RIA metodiky pro stanoveni hla-
diny dulezitych I1ékd, hormond a dalSich biologicky dulezitych la-
tek. Cilem je co mozna nejrychlejSi stanoveni téchto latek, aby se
ziskaly podklady pro urychlené zahajeni €i zménu terapie. Stejné
dulezité je, aby se doplnila diagn6za ur€ité patologické poruchy
v organismu, na kterou jiz poukazovaly nékteré ukazatele stavu
(subjektivni a objektivni klinické projevy, vySetreni biochemicka a
klinick&d a pod.).

Proto je idedlnim pozadavkem, aby vysledek RIA stanoveni ob-
drzel lékar tentyz den; dle moznosti pouze za nékolik hodin. Vét-
Sina souéasnych RIA metodik tuto podminku spliuje, protoze po-
trebnéa inkubaéni doba je pouze 1-3 hodiny, takze celkova doba z-
pracovani vzorkt od pripadného zpracovani krve az po vyhodno-
ceni vysledkl nepresahuje 6-7 hodin. To je dualezité pro pripad-
nou zmeénu terapie jesSté tentyz den.

V konkurenci s nékterymi alternativnimi metodikami ma RIA
nevyhodu ponékud delSiho zpracovani; vyhodou naopak je vétsi
presnost stanoveni. Proto se i v nejblizSich létech s RIA metodi-
kami poéitd; neni nahodou, Ze se s nimi u nas pogcita jak v kon-
cepci nuklearni mediciny, tak i v koncepci klinické biochemie.

Obdobneé to plati i v jinych statech, at’jiz v Evropé €i jinde ve
svéte.

DuleZitou otazkou, ktera o uplatnéni ur€itych metod ve zdra-
votnictvi, ale i v zemédélstvi a pod., bude rozhodovat, je, kolik
dané vySetreni stoji. Proto je dualezité, kolik stoji kit na provede-
ni uréitého poétu stanoveni a jaké dalSi vydaje je nutné do ceny



vySetreni zapo€itat (zkumavky ¢€i Spi€ky na davkovacée, dalSi po-

tfrebné chemikalie €i roztoky, pfistroje a pod.). Z tohoto hlediska
ma znacény vyznam, zda jde o kit s beta zari€em, ktery pro mére-

ni vyZaduje jeSté pridani relativné drahé scintilaéni tekutiny €i ni-
koliv. Vzhledem k platiim pracovniktl u nas polozka vydaji na
mzdy je prozatim méné dulezité.

Ekonomické davody vSak nemohou byt jedinym rozhodujicim
fakorem; pokud je jednoznaéné presnéjsi stanoveni s pomoci be-
ta zaFiée (ktery nenarusuje strukturu dané latky), pak je mu nutno
dat prednost.

Jesté je nutno se zminit o tom, do jaké miry mtiZe byt pro pra-
covnika, ktery s RIA metodikou pracuje, nebezpeéné zareni RA
latky. Je nutno fici, Ze nebezpedi je zcela malé, protoze uzita ak-
tivita je minimalni, prakticky na hranici hodnoty pro RA zafi€.

Postupné si probereme nékteré hlavni typy RIA stanoveni a to
nejprve pro stanoveni hladiny dualezitych 1ékd, dale pak pro sta-
noveni vybranych patologickych stavi. Podrobnéji budeme pro-
birat vzdy poprvé uréity postup, u dalSich pak pouze odliSnosti.
Podrobné navody pak nalezneme v priloze.

11.3.4.1 Hladiny Iékt

11.3.4.1.1 Hladina cyklosporinu A (CyA)
vum (lék potla€ujici imunitu) , které je uzZivano predevSim pfi
transplantaci organt a pri fadé tzv. autoimunitnich onemocné-
ni.

Ve vSech téchto pripadech je dulezité znat prabézné hladinu
cyklosporinu v krvi, aby podle jeho aktualni hladiny bylo mozné
Vv pfFipadé potieby urychlené upravit davkovani tohoto Iéku.

Zpocatku byla stanovovana hladina celkového cyklosporinu,
tj. jednak vlastniho cyklosporinu, jednak jeho metabolitli. Toto
stanoveni celkového mnoZzstvi bylo umoznovano tehdejSim sta-
vem vyroby protilatek, které byly polyklonalni. S vyvojem mono-
klonalnich protilatek byla pak vyvinuta metodika stanovujici jen
samotny cyklosporin. Tento zptsob stanoveni v souéasné dobé
previada, proto ho uvadime podrobnéji jako jediny - v pFiloze je
pak obsazena i metodika na stanoveni celkového cyklosporinu
spolu s metabolity.

CyA-kit firmy INCSTAR, zna€. 3H (125I)
Odbeér krve :
Odbér se provadi do zkumavek s EDTA jako antikoagulantem.
Je lépe stanovovat v celé krvi, nez v plasmé. Vzorky, které ne-



jsou zpracovavany ihned, mohou byt uschovavany ve 4 stupnich
do 1 tydne, pii —18 stupnich Celsia do 6 mésicu.
SloZeni kitu:
- koncentrovany pufr- je tfeba doplnit destilovanou vodou do 150
ml (pufr A) a prida se 10% objemu plasmy kontrolni osoby, ktera
neprijima cyklosporin
- aktivni uhli - je tfeba pfidat 60 ml pufru A a dale 0,7 ml plasmy
bez cyklosporinu, promichat a ochladit
- standardy obsahuji 16 ng CyA v 1 ml 70 % vodného etanolu
- monoklonalni protilatky jsou lyofilizované - specifické
- nespecifické
k obéma se vzdy prida 10 ml pufru A
- kontrolni vzorky - jsou rozpusténé v 1 ml celé krve, jejich hod-
noty dosahuji cca 100 ug/ml a 400 ng/ml pro CyA s metabolity
- znackovaé - k 1 ml 3 H - CyA se prida 9 ml pufru
Priprava standard:
Standardy se fedi kontrolni krvi ze zakladniho roztoku:
100 ul koncentrované standardy + 0,9 krev = 1600 ng/ml
z toho 0,5 + 0,5 krev = 800 ng/ml
z toho 0,5 + 0,5 krev = 400 ng/ml
z toho 0,5 + 0,5 krev = 200 ng/ml
z toho 0,5 + 0,5 krev = 100 ng/mi
ztoho 0,5+ 0,5 krev= 50 ng/ml
ztoho 0,5+ 0,5 krev= 25 ng/ml
samotna krev = 0 ng/ml
Predpriprava standard, kontrol a vzorki:
50 ul + 950 ul metanolu, pak centrifugovat 5 minut pfi
1600 g. Déle pipetovat 50 ul supernatantu.
Pipetace:

Celkova aktivita (CA):
standarda O 50 ul + znaékovaé¢ 100 ul + pufr B 1050 ul

Nespecificka vazba (NSB):
standarda 0 50 ul + znaékovaé 100 ul + pufr B 550 ul

DalSi standardy :
totéz s tim, Ze 50 ul prislusné standardy, pufr B do 1600 ul + 50
ul protilatky

Kontrolni séra a vzorky :
totéz s tim, Ze uzijeme 50 ul kontrolniho séra €i vzorku

Inkubace:

Trva 2 hodiny pfi 40C (v chladniéce), pak 15 minut pFi 0-20 C
(miska s vodou a ledem). Pak se prida do vSech zkumavek (s vy-
jimkou CA) 500 ul aktivniho uhli. DalSi inkubace probiha v ledo-
veé lazni 12-15 minut.

Centrifugace:
Probiha 5 minut pfi 1600 g ve chlazené centrifuze.



Méreni aktivity:
Ze supernatantu se odebere 1 ml a pfida se 9 ml scintilaéni
Vypocet:
- udélat prameér duplikatt
- odegist od vzorka, standard a kontrol hodnotu NSB
- vypocist vazebnost nulového vzorku (Bo)
- udélat pomeéry % vazebnosti proti Bo

- vynést na semilogaritmicky papir
- odeé€ist hodnotu kontrolnich a neznamych vzorku
Hodnoty:
(doporuéené rozmezi)

U transplantace ledvin : 100 - 300 ng/ml pro hladinu samotné-
ho CyA (specifické protilatky) resp. 400 - 600 ng/ml pro hladinu
cyklosporinu s metabolity (nespecifické protilatky).

U transplantace pankreatu, jater a srdce se hladina CyA udr-
Zuje o néco vySssi; u pankreatu a jater kolem 200-300 resp. 800
ng/ml, u srdce 400 ug/ml pro samotny CyA a kolem 1200 ug/ml
pro CyA spolu s metabolity.

Pokud stanovovana hladina v plasmé, jsou hodnoty 2,5-3x niz-
Si.

Pozn. Recentné vyrabi firma INCSTAR prakticky pouze kity se
znac¢kovagéem 125J. Stanoveni je levnéjsi o to, Ze neni tfeba prida-
vat scintilaéni tekutiny, coz vzhledem k jejich vysokeé cené neni
zanedbatelné.

V souéasné dobé je také v praxi prozkuSovan stejné kvalitni
kit firmy IMMUNOTECH z CR, ktery je o dost levnéjsi.

11.3.4.1.2 Hladina digoxinu
(kit HUMA-LAB KosSice, SR ; znaceny 125J)

Mezi nejuzivanéjsi léky pri kardiovaskularnich nemocech patfi
digitalisové preparaty (Digoxin, Digitoxin, Lanatosid). Nebezpeéim
pro €innost myokardu je moznost predigitalizace, ke které dochazi
u 20% pacientd a umira celkem 4-5% pacientti. Pokud se predigita-
lisace nepozna, tak imrtnost pacientd je znaéné vySSi a dosahuje
je 50-100 %!

Potifebné by bylo méfit koncentraci digoxinu pfimo v srdeénim
svalu, tavSak koreluje s plasmatickymi hladinami. Proto se u ne-
mocnych provadi toto neprimé méreni hladiny digoxinu.

Stabilita:

PFi 2-8 oC vydrzi kit 6 tydnu; po rozpusténi 1 tyden pfi2-8 o C.
Vzorky se vzhledem k rozptylu doporuéuje délat v triplikadtech. Ne-
stanovuje se nespecificky vazana aktivita.



Pipetace:
1-3CA: 0,1 mlzna€kovace
4 - 6 NSB: 0.1 nulového séra + 0,1 pufr + 0,1 ml znaék.
+ 0,1 protilatka
7 - 24 standardy : 0.1 standardy + 0,1 pufr + 0,1 ml
znackovace + 0,1 protilatka
25- 27 kontrola : 0,1 kontrolniho vzorku + 0,1 pufr
+ 0,1 ml znaékovaé + 0,1 protilatka
28-100 vzorky (24 vzorkd!) : + 0,1 pufr + 0,1 ml zna€k.
+ 0,1 protilatka
Inkubace:
Probiha 60 minut pfi pokojové teploté.
Centrifugace:
Probiha 10 minut pfi 2000 g. Po centrifugaci nasleduje odsati
supernatantu a nakonec méreni aktivity v sedimentu.
Hodnoceni vysledka:
Moznost predavkovani pii hodnotach nad 2,0 umol.I-1.*

11.3.4.2 Hladiny thyreoidalnich hormont

11.3.4.2.1 Funkce Stitné Zlazy; jeji regulace a poruchy

Tvorbou hormontl ve §titné zlaze se vétSinou mysli tvorba jod-
thyroninovych hormont, v tomto organu se vsak vytvari i kalcito-
nin, o tom v8ak nebudeme hovofit na tomto misté, ale pfi probira-
ni kalciofosfatového metabolismu.

Tyroidalni buika produkuje bilkovinny nosi¢ - prethyreoglobu-
lin - ten se méni na thyreoglobulin nejodovany (TG). V pfitomnosti
dostateéného mnozstvi jodu se TG jodiduje a vznikaji z néj postup-
né vlastni hormony. K tomu je potrebny denni privod uréitého
mnoZzstvi jodu s potravou (kolem 200 ug); éast jodu se ziskava ta-
ké dejodaci thyreoidalnich hormont v periferni tkani.

Jod z plasmy je jodidovou pumpou do tkané Stitné Zlazy aktiv-
né koncentrovan (koncentrace jodu je ve stitné Zlaze proti plasmé
30x i vice zvySenal).

Vznikaji napred monojodtyrozin, pak dijodthyrozin, v dalSi fa-
zi se tvori vlastni hormony. Jde o thyroxin (T4), trijodthyronin (T3)
areversni T 3. Ve §&titné Zlaze vznika prevazné T4, T3 je vytvaren
v malém (asi 1-2 %) a r-T3 ve zcela zanedbatelném mnozstvi.

Hormony Stitné Zlazy se vazi z prevazné miry na transportni bil-
koviny, zejména globuliny (thyroxin binding globulin- TBG)-pou-
zeasiO5%T4resp. 0,3% T 3 jsou volné.

Denné je produkovano asi 100 ug T 4; stejné mnozstvi je ho za
normalnich podminek v prabéhu 24 hodin destruovano.



Regulace funkce stitné Zlazy
(viz Dienstbier a sp. 1989)
V regulaci thyreoidalni funkce se uplatiuji 3 zdkladni mecha-
nismy :
a) osa hypotalamus --- hypofyza --- Stitna zlaza
b) thyroidni autoregulace adaptaci na pFisun jodidu
c) periferni dejodacni systém

ad a) Funkce stitné Zlazy je pfimo regulovana hladinou hypofyzar-
niho thyreostimulaéniho hormonu - TSH. Proto je hladina TSH citli-
vym ukazatelem funkce Stitné Zlazy. Syntéza a uvolnéni TSH je sti-
mulovéana thyreotropin - relasing hormonem - TRH (thyreoliberin);
ktery vznika v hypotalamu a portalnim obéhem hypofyzy se dosta-
va do tohoto organu. Zpétnym regulatorem je hladina thyreoidal-
nich hormonu.
ad b) Vliv jodu je patrny pfi deficitu jodu; zvySuje se aktivita
jodové pumpy a dochazi k hyperplasii Zlazy (vole u alpskych kreté-
na!). Do jisté miry miZe nedostatek jodu kompenzovat i zvySena
tvorba T 3 na ukor T 4.
ad c) Vliv periferni dejodace se uplatiuje napf. pfi omezeni pfij-
mu potravy, zejm. sacharidd (pokles T 3, vzestup rT 3); uplatfiovat
se mohou i léky - napfF. betablokatory, které vedou k poklesu hla-
dinT 3.
Uginek thyroidalnich hormont

Uginek téchto hormont je zprostfedkovan vazbou na receptory,
uloZzenymi intracelularné (zejm. v jadru bunék). Receptory reaguji
hlavné s T 3, méné az viibec ne s T 4; proto T 4 byva nékterymi au-
tory povazovana pouze za prohormon. Cast Géinké thyreoidalnich
hormonu je zprostredkovana adrenergné - tato €ast je inhibovana
blokatory beta-adrenergnich receptora.

Ve vzacnych pripadech existuje na hormony Stitné Zlazy resis-
tence, tj. ani dostateéna hladina hormond nevyvolava plnou odpo-
véd’; pozorujeme pfitom zvySenou hladinu T 4, T 31 TSH.

[1.3.4.2.2 Hladina T 4

Hladina celkového thyroxinu (T ) je zakladnim parametrem pro
hodnoceni funkce Stitné zlazy, i kdyz vlastnim a€innym hormonem
je pouze jeho volné frakce. Hladina T4 je ur€ovana jeho sekreci,
transportem, metabolizaci a exkreci.

Pokud jde o sekreci thyroxinu, zvySuje se hladina pfi thyreoto-
xikOze a snizuje se u vétSiny hypothyredz. V Givahu je nutno vzit
kolisani hladiny transportnich bilkovin, coz vede ke zvySeni hla-
diny T 4, anizZ by byla zvySena €innost stitné zlazy, napf. u kon-
genitalniho nadbytku TBG (transport bilkovin), v téhotenstvi, pfi
jaternich lézich, v duasledku peroralni antikoncepce atd. Naopak



snizené hladiny T4 v disledku snizeni irovné TBG nachazime pri
kongenitalnim sniZeni hladiny TBG, pfi nefrotickém syndromu, pfi
podavani androgénti ¢i kortikoida a pod.

Variabilita hodnot T 4 je dale zvySovana variacemi dennimi €i se-
zénnimi. Proto je treba hladiny T4 vzdy korelovat s klinickym obra-
zem.

Stabilita souéasti kitu

V 2-8 oC 6 tydnt, po rozpuSténi 1 tydenv 2-8 oC, 4 tydny v
v -20 oC.

Hodnoceni vysledku

Hodnoty pod 45 umol.1na -1 nazna€uji velkou pravdépodobnost
hypothyerézy, nad 150 umol.1na-1 pak nazna€uiji velkou pravdépodo-
bnost thyreotoxikdzy (euthyreosa pfi hodnotach v rozmezi cca 50-130
umol.1lna-1, hraniéni hodnoty, tj. 30- 45 resp. 130-150 umol.I-na 1jsou
suspektni).

Plati vSak, Ze 15-25 % thyreotoxik6z ma normalni hladinu T 4

10-20 % hypothyre6z
5 % euthyre6z mé hodnoty patologické.

Pozn. Kromé RIA metody se stanovuje hladina T4 (i dalSich tyroi-
dalnich hormonu) fluorometricky, na pristroji ABBOTT.

[1.3.4.2.3 Hladina T3 (trijodthyronin)

Stitna Zlaza produkuje dva hormony, jejich stanoveni nezname-
na duplicitu stanoveni (viz ivod o €éinnosti Stitné Zlazy). Denné je
je produkovano 80-100 ug T 4, ten se z 8-90 % méni na uéinny T 3.

T 3 je 3.5x U€innéjSi nez T 4. Ur€ovani T3 ma svaj vyznam pri
diagnoze hyperthyredzy; pri ni se hladina T 3 zvySuje a to nejen
jen v dusledku zvySené produkce ve §titné zlaze, ale i p¥i perifer-
ni preméné T 4---T 3. Proto nezvySena (nejen snizend, ale i nor-

i normalni) hodnota T3 prakticky vyluéuje hyperthyre6zu (za zvy-
Sené hodnoty povaZzujeme vice nez 3,5 umol/ml).
Jinak vliv zménénych hladin TBG, variaci a pod. jako u T 4.

11.3.4.2.4 Hladina TSH

Thyreotropin (thyroid stimulating hormon - TSH) je glykopro-
teid produkovany prednim lalokem hypofyzy; jeho uvolnovani je
regulovano hormonem hypothalamu TRH (viz Gvod o funkci Stit-
neé Zlazy").

Ve zvySené mire je TSH produkovan za primarni hypothyredzy,
kdy v séru jsou nizké hodnoty thyreoidalnich hormona T4 (thyroxi-
nu) a T3 (trijodthyroninu).

Hodnoty - u zdravych (euthyroidnich) 0-6 mUI/I.

Pozn. RIA metodiky pro stanoveni thyreoidalnich hormonu zaéi-
naji byt v posledni dobé vytlaéovany alternativni fluorometrickou



metodikou (IMX), ktera ma vyhodu v rychlém stanoveni. U menSich
poctl vzorkd umozZnuje stanovit za dopoledne naraz vSechny tfi
(pripadné i dalsi) thyreoidalni hormony, zatim co RIA metodika TSH
vyZzaduje tri dny.

Rozdil v cené stanoveni sice existuje ve prospéch RIA metody,
rychlost stanoveni vSak vétSinou prevazuje ve prospéch metodiky
na IMx.

11.3.4.2.5 Zavéry o funkéni diagnostice Stitné Zlazy

Zasadné je tfeba vychazet z klinického stavu pacienta. Obvyk-
ly postup vySetreni je nasledujici (viz Dienstbier a sp. 1989):
- anamnéza + klinicky obraz
- periferni parametry: - tepova frekvence

- méreni systolickych intervalt
- €asového pribéhu reflexu Achillovy
Slachy

Pak aZz nasleduiji:
- cilena laboratorni vySetreni
1) Kdyz zakladnim testem je T 4

u hraniénich hodnot - u hodnot na vysSi hranici se stanovuje

naviciT 3
- u hodnot na dolni hranici se stanovuje
navic i TSH
2) Kdyz zakladnim vySetfenim je test TRH
- normalni vysledek vylouéi poruchu
- pf¥i patologickych hodnotach pak stanoveni
T4-T3-TSH
3) Kdyz zakl. vySetrenim je TSH
- pokud nizky : thyreotoxikéza
- pokud vysoky: primarni hypothyre6za

Doporuéené diagnostické postupy pro stanoveni funkce a poruch
stitné Zlazy:

Pro thyreotokikézu (hyperthyreo6zu) svédéi hladiny:
- T 4 : kdyZ hladina zvySena (nad 150 umol/l)
- T 3 : kdyzZ hladina zvySena (nad 3,5 umol/l)
- TRH test (aplikace 200 ug TRH jako bolu - naraz; peroralné podava-
me vzhledem k malé resorbci 400 mg); pak v pripadé patologickych
hodnot sledujeme hladiny TSH, pfip.T4 - kdyZ nestoupa za 20-30 mi-
nut €i dokonce klesa, jde o thyreotoxikozu

K diferenciélni diagn6ze se pak provadi akumulaéni testy radio-
jodem €i scintigrafie Stitné Zlazy.

Podezreni na hypothyredzu je tireba vidét tam, kde probiha lIééba
radiojodem €i byla provedena strumektomie, nebo u starSich lidi (te-



dy za situaci, kdy se da o€ekavat snizena funkce Sstitné Zlazy).
Jednotlivé parametry nasvédeéujici hypothyredze:

- TSH : kdyZz nalézame vysoké hodnoty (€asoveé predbiha pokles T 4!)

- T 4 : kdyz nalézame nizké hodnoty

- TRH : stimulaéni test maze potvrdit hypothyre6zu i tam, kde samot-

né nestimulované hodnoty TSH jsou v normalu. TRH test maze diag-

nostikovat i hypofyzarni deficit TSH (vrozeny €i po zasazich na hypo-

fyze)
Euthyre6za

Pokud je klinicky jasné, Ze Stitnd Zlaza je bez poruchy, neni nut-
né tento stav diagnostikovat. Stanoveni euthyredzy se provadi pou-
ze z divodl posudkovych, pred operacemi a pod.

UZiti RIA testl ke screeningovym vySetienim funkce Stitné Zlazy:

Laboratorni testy (T 4, T 3, TSH) nejsou uréeny ke screeningovym
vySetrenim - jedinou vyjimkou je screening kongenitalni (vrozené)
hypothyredzy.

K tomu U€elu se vySetfeni provadi mezi 1-7 dnem po porodu
(nékdy i z pupeénikové krve) stanoveni hladiny T4 mikrometodou;
pokud je zachycena nizka hladina T4, je na spadovém pracovisti
provedeno dalSi dopliujici vySetreni.

Vyznam tohoto screeningoveho vySetreni je v tom, Ze v€as za-
hajend Ié€ba hypothyredzy thyroidalnimi hormony zajisti normalni
vyvoj CNS a predejde se tak tézkym mentalnim postizenim v priibé-
hu dalSiho vyvoje.

[1.3.4.3 Hladina hormont hypofyzy
11.3.4.3.1 Predni lalok hypofyzy
a) Stanoveni TSH - jiz bylo probirdno u poruch stitné Zlazy.

b) Kit na stanoveni prolaktinu
(kit Imunotech Praha)

Stanoveni hladiny prolaktinu se provadi zejména pri diagnos-
tice poruch menstruaéniho cyklu, neplodnosti; dale v diferencialni
diagnostice nadora hypofyzy.

V plazmé je prolaktin v koncentracich pod 20 ng/ml; vysSi je
hladina v téhotenstvi a pfi laktaci za fyziologickych podminek;
patologicky jsou zvySené hodnoty u nékterych hypothyredz, typic-
ky pFi adenomech hypofyzy (sterilita, impotence).

Pozor na zvy3eni v disledku hypoglykémie (inzulin!) a dale pfi
testu TRH (viz obr. €.40).



c) Kit na stanoveni rtistového hormonu (GH, STH)
(vyrobce Imunotech Praha)

Fyziologické hladiny jsou do 5 ng/ml. Ke stimulaci GH mizZzeme
pouzit nap¥. hypoglykémie vyvolané inzulinem, argininem, gluka-
gonem. Snizeni zvySenych hodnot pak miizeme dosahnout naopak
hyperglykémii po podani glukdzy per os.)

ZvysSené hodnoty nalézame u déti, u dospélych pii akromegalii.
Snizeni pri poklesu funkce hypofyzy (resp. jejiho predniho laloku)
¢€i pri poruchach ristu - viz obr. €.41.

d) Kity na stanoveni hormonu stimulujiciho folikuly (FSH)
a luteinizaéniho hormonu (LH)
(vyrobce Imunotech Praha)

Jejich stanoveni se uplatfiuje zejména v gynekologické diag-
nostice. Nema diagnostickou cenu délat jednotliva stanoveni; vy-
Setreni provadét bud’ opakované v 15-30 dennich intervalech nebo
provést stimulaéni test.

Hodnoty v obdobi pred pubertou jsou nizké. V dospélosti koli-
saji u Zzen s menstruaénim cyklem; nejvysSi jsou pfi ovulaci.

U muzl nalézame hodnoty 5-25 FSH
6-30 LH -viz obr. é.42.



e) Kit na stanoveni hladiny ACTH
Jde o velmi slozité stanoveni, proto zajistén celostatni servis
na lll. interné VFN v Praze 2.
Normalni hodnoty jsou 12-55 pg/ml.

11.3.4.3.2 Zadni lalok hypofyzy
Hladina vasopresinu a oxytocinu se stanovuje pouze ojedinéle.
Hladiny - viz obr. €.43.

11.3.4.4 Hladina hormonti nadledvin

11.3.4.4.1 Kara nadledvin
- Kortizol - normalni hladina 160-550 umol/l rano, vyrazny pokles
odpoledne (24 hod. rytmicita). Priakaz nizSich hodnot kortizolu
v plazmé ukazuje na hypokortikalismus (pro priikaz hyperkortika-
lismu jina metoda nez RIA, méfeni odpadu kortizolu moéi, odpad
by nemél presahnout 170 umol/den).
- Aldosteron- kit ALDO-steron 125J - Imunotech Praha. Stanoveni
se provadi v séru av mo€i. Rano vleze hodnota okolo 200 pmol
na jeden litr, ve stoje se hodnoty zvySuiji - viz obr. €. 44.

I1.3.4.4.2 Dren nadledvin
Stanoveni katecholamint pomoci kitu CATECHOLA 3H REA kit
¢i pro stanoveni v moéi CATECHOLA 14C - oba kity dodava Imuno-
tech Praha.



Stanoveni adrenalinu a noradrenalinu se provadi zfidka RIA me-
todou, spiSe metodou HPLC a pod.

[1.3.4.5 Hladina hormont pohlavnich organt

- Testosteron: Tento hormon se tvofi ve varleti, v menSim mnozstvi
téz v kulife nadledvin a ve vaje€niku. Denné se ho tvofi 4-9 mg;
v plazmé je testosteron vazan na transportni bilkovinu.

Ke stanoveni se uziva napr. kit dodavany Imunotech Praha.

Hodnoty: 1-3 nmol/l u Zzen, 10-30 nmol/l u muzq.
- Estriol -(RIA GNOST Estriol - free Behring)

Tento hormon je produkovan placentou i plodem; pokles hladi-
ny indikuje komplikace gravidity.

Hodnoty: od 4 do 13 ng/ml - viz obr. €.45.

- Choriogonadotropni hormon (HCG)
Tento hormon vznika zejména v placenté, jeho hladina se prud-
ce zvySuje v prubéhu gravidity, zejména v prvnim trimestru.
Hodnoty stoupaji od cca 800 mU/ml aZ na 100-150 000 mU/ml,
po prvnim trimestru pak opétovny pokles na cca 15 000 muU/ml.

[1.3.4.6 Plasmaticka reninova aktivita (PRA)
(vyrobce Imunotech Praha - zna€eno 125 J)

Systém renin - angiotensin predstavuje jeden z dulezitych hor-
monalnich regulaénich systému pro homeostazu elektrolyta, obje-
mu a tlaku krve.

Zakladem je hormon renin, uvoliovany ledvinami. Ten zplisobu-
je preménu angiotensinogenu na angiotensin |.; ménici se na U¢in-
ny angiotensin Il. - viz obr. €. 46.



Vlastni G€inna latka - angiotensin Il.-pasobi vasokonstrik-
ci, stimulaci tvorby a sekrece aldosteronu v ke nadledvi-
nek a stimulaci sympatiku.

Stanoveni vlastniho u€inného angiotensinu Il. je obtizné,
proto se ur€uje snadnéji pristupny angiotensin I; tj. jeho
mnozstvi vzniklé in vitro v prlibéhu inkubace z angiotensi-
nogenu ve vzorku plasmy. MnozZstvi vzniklého angiotensi-
nu l. je pfimo Umérné mnozstvi reninu v plasmé.

Stanoveni PRA (z periferni éi ledvinoveé krve) lze uzit
ke studiu U€asti renin - angiotensinového systému v pato-
genezi hypertenze, v diagnostice poruch elektrolytové, ob-
jemové a tlakové homeostazy, v diferenéni diagnostice raz-
nych druhd hypertenze, k rozliSeni primarniho a sekundar-
niho aldosteronismu. Podminkou spravneé interpretace vy-
sledki jsou zejména standardni podminky odbéru krve.

Pozn.: Odbéry krve do vychlazenych zkumavek, obsahujici
EDTA (200 ul 4 % na 10 ml). Béhem celého zpracovani nes-
mi teplota vzorkul presahnout 2-4 o C; na tuto teplotu vychla-
zovat i ostatni souéasti kitu.

Normalni hodnoty do 2,0 ug/ml.

11.3.4.7 In vitro (RIA) diagnostika nadort

RIA diagnostika nadorti se zaklada na prukazu latek pro-
dukovanych nddorem v séru nemocnych. Vzhledem k ne-
patrnym koncentracim téchto latek umoznila jejich stanove-
ni pravé az RIA metodika.

Z nadorovych produktti se diagnosticky nejvice vyuziva
lidsky choriovy gonadotropin (HCG), alfa-fetoprotein (AFP)
a karcinoembryonalni antigen (CEA).

HCG
Fyziologicky produkovan pouze v prabéhu téhotenstvi.
Pokud se HCG prokaze u muze, jde o jednoznaény projev
maligniho nadoru varlat, u netéhotné Zeny pak o projev na-
doru délohy (nalézame také znaéné zvySené hodnoty, nad
150 000 muU/ml).

AFP, CEA (alfafetoprotein a carcinoembryonic antigen)
Kity fy Behring - RIAGNOST AFP resp. CEA; dale fy BIO-
MEDICA - viz obr. €. 47.



Jsou pfitomné v organismu pouze v obdobi embryonalniho
Zivota a po porodu rychle vymizi. V dospélosti pak nachazime
v krvi pouze nepatrné stopy CEA. AFP se v dospélosti objevu-
je u primarnich karcinomt jater, obdobné u nadort varlat.
Hodnoty CEA stoupaji zase u karcinomu Zaludku a strev.

Vyuziti AFP a CEA stanoveni v onkologické diagnostice

Hlavni vyuZiti RIA metodik neni v zakladni diagnostice ale
spiSe pfi zjiStovani t€inku Ié€by; pokud i po Ié€bé (operaéni
€i ozarenim) je hladina nadorovych produktt stale zvySena,
jsou pritomny metastazy (projeveni této zmény diagnostikova-
né RIA metodou predchazi jiné zjistitelné zmény a proto ma
vySetreni znaény vyznam!).

Pro diagnostiku a monitorovani Ié€by nadora prostaty je
uréenPSA 125J - RIA kit ADICO - viz obr. €. 48.

Pozn. V posledni dobé se na specializovanych pracovistich
uzivaji k diagnostice nadorti receptory a to jednak progeste-
ronoveé jednak estrogenove.

11.3.4.8 Poruchy glycidového metabolismu
Poruchy glycidového metabolismu v organismu jsou spja-
ty s poruchou funkce pankreatu a to jeho éasti endokrinni.
Endokrinni pankreas se sklada ze shluki bunék, vytvareji-
cich tzv. Langerhansovy ostrlivky.
Tyto ostruvky vytvareji prevazné (u ¢lovéka z 60-75%) hor-
mon insulin (tvofi se v tzv. B-bunkach), z 15-30 % glukagon



(vytvari se v tzv. A-bunkach). Asi desetina bunék L. ostrivki
vytvari hormon somatostatin - viz obr. €. 49.

Inzulin je jednim ze Zivotné dulezitych hormona, ktery zasa-
huje do intermediarniho metabolismu vSech Zivin, nejvyrazné-
jivS8ak do premény glycida, resp. do regulace stalé hladiny
krevniho cukru (glykémie).

Insulin se vytvari za pfitomnosti prislusného enzymu z tzv.
proinsulinu. Spolu s insulinem se v ekvimolarnim mnoZzstvi u-
volnuje z proinsulinu i tzv. spojovaci peptid-C-peptid. V pfipa-
dech, kdy by vzhledem k podavanému exogennimu insulinu
bylo obtizné stanovovat hladinu insulinu, stanovujeme radéji
pravé hladinu C-peptidu.

Obdobneé to plati pro pfipad, Ze by mnozstvi stanoveného
insulinu bylo zkresleno pFitomnosti cirkulujicich protilatek pro-
ti insulinu.

Fyziologickym antagonistou (protihrdéem) insulinu je druhy
pankreaticky hormon - glukagon. Zatimco insulin hladinu krev-
niho cukru sniZuje, glukagon ji naopak zvySuje; ma tedy hyper-
glykemicky uéinek. Hlavnimi podnéty pro zvySenou tvorbu glu-
kagonu jsou hypoglykemie (pokles hladiny krevniho cukru), hla-
dovéni a takeé privod aminokyselin.

Posledni uvedeny faktor - pfivod aminokyselin - ptisobi sti-
mulaéné jak na uvolnovani insulinu, tak glukagonu; proto je
napr. privod 10 % argininu infuzi uzivan u obou hormonu jako
stimulaéni test. Obdobné jako jsme uvadéli v pripadé jinych po-
ruch, at’ jiZz jde o myokard ¢€i Stitnou Zlazu, nemusi totiZ stanovo-
vani bazalnich hodnot insulinu €i glukagonu dat informaci o pfi-
padné porusSe organu. Az kdyZ organ vystavime ur€ité zatézi,
ktera ho donuti ke zvySené ¢innosti, mize se tato porucha pro-
jevit.

Insulin pasobi na celou fadu metabolickych pochodt — ovliv-
nuje transport latek (nejen glukodzy resp. dalSich monosachari-
du), jejich oxidaci i ukladani, ale také syntézu ribonukleové ky-
seliny (RNK) v jadru bunék €i hladinu cyklického adenosinmo-
nofosfatu (c-AMP).

Onemocnéni diabetes mellitus (DM) Ize charakterizovat jako
relativni deficit insulinu, ktery nestaéi zajistit utilizaci glukozy a
dalSich metabolitda ve tkanich. | kdyZ se stale uziva jeden néazev —



diabetes mellitus - a odliSuji se pouze jeho dva typy - I. a ll. — -
dohodli se recentné diabetologové na svétovém kongresu, Ze
ve skute€nosti jde o dvé onemocnéni, odliSnéa jak pokud jde o
patogenezi tak o 1é€bu.

Tak zvany DM I. typu je vZdy zavisly na dodavce exogenni-

ho insulinu (IDDM), protoze za tohoto stavu organismus nedo-
ké&ze produkovat bud’prakticky Zzadné nebo velmi malé (nedo-
stateéné) mnozstvi insulinu. Pankreas také neni schopen od-
povédét zvySenou produkci insulinu na glukozovou zatéz.

Naproti tomu u DM II. typu (NIDDM) zavislost na vnéjSim in-
sulinu nenachazime a v odpovéd’ na gluk6zovou zatéz muze-
me najit dokonce i vySSi produkci insulinu. Tento hyperinsuli-
nismus vSak nevede k poklesu glykémie v krvi. Uvedeny stav
muiZze byt zpisoben bud’ mensi periferni citlivosti na insulin, a-
le uvazovana je naopak i zvySena citlivost bunék L.ostravku
na glukdzu; pochopitelné v kombinaci s dfive uvedenou sni-
Zenou citlivosti perifernich tkani na insulin.

Diabetes mellitus maze vzniknout i druhotné a to pfi akro-
megalii, Cushingové chorobé, pfi feochromocytomu a take,
jako sekundarni efekt imunosupresivni Ié€by, pfi transplan-
tacich organa. Primarni defekt v sacharidovém metabolismu
muiZze byt vyvolan v téchto pripadech ristovym hormonem,
kortikoidy €i katecholaminy. Hyperinsulinemie pak je vlastné
kompenzaénim mechanismem na témito ptsobky vzniklou
glukézovou zatéz. Dusledkem hyperinsulinemie se tak maze
stat az vy€erpani rezerv L. ostravkil a nasledné selhani jejich
funkce.

Pri diabetu mellitu (DM) vznika hyperglykémie jako vysle-
dek zhorSeného transportu a vychytavani glukdzy ve svalech
a tukové tkani. Soucasné také poklesa transport a vychytava-
ni ve tkdnich u aminokyselin, zvySuje se hladina aminokyselin
v krvi a nasledné dochéazi k novotvorbé glukézy z aminokyse-
lin v jatrech (glukoneogenese).

Metabolické poméry pfi DM je mozZzno pozorovat na nasledu-
jicich obrazcich €. 50 a €. 51.



Vidime poméry za fyziologickych podminek, kdy se po pfivo-
du glycidu zesili vSechny cesty utilizace glukézy a naopak situa-
ci pri diabetu mellitu.

Pomoci RIA metodik mizeme stanovit prakticky vSechny pa-
rametry potiebné pro diagnostiku poruchy metabolismu glycida.

11.3.4.8.1 Hladina celkového insulinu

Stanoveni hladiny insulinu poméaha diagnostikovat hypo-resp.
hyperinsulinémii. SpiSe nez bazalni hodnoty, maji vyznam stimu-
lované testy (za 30-60 a 120 minut po podani glukozy, jidel razné-
ho slozZeni a pod.).

Tzv.clamp predstavuje zvlastni stimulaci po i.v. podané gluko-
ze. Sleduji se €asy napf. 4-6-10-20-30-40-60 min.pFipadné i za del-
§i dobu (10-ti hodinovy clamp).

Po jiné stimulaci (napf. p.o.glukézou) hladina insulinu stoupé-
pa asi na cca 50-60 uU/ml za 30-60 minut a pak opét poklesa. PFi
clampu je mozné pozorovat hodnoty insulinu az 1500-4000 ul/ml.
PFi insulinomu vétSinou nachazime vysoké hodnoty insulinu pfi
nizkych hodnotach glykémie. Hyperinsulinemie muze byt i pfi pre-
davkovani insulinu, v pokroéiléem téhotenstvi, pfi akromegalii, Cu-
shingové syndromu a pod.

Ke stanoveni hladiny insulinu je mozné pouzivat nékolik kitt -
anglického, polského a €eského. Kvalita polského kitu se znaéné
pohorsila. Anglicky kit fy AMERSHAM je velice kvalitni, ale vzhle-
dem k cené je spiSe pouzivan kit €éesky. PouZivano je i stanove-
ni fluorometrické na pristroji ABBOTT.

Normalni hodnoty

Normalni bazalni hodnoty 0-25 uU/ml. Po zatézi p.o. (napf. glu-
kosou) se dostavaji zvySené hodnoty po 30 resp.60 minutach (na
60-100 uj/ml) a pak opét hodnoty poklesaji priblizné k vychozi U-
rovni.

Pri diabetu se objevuje vrchol hladiny insulinu pozdéji, ale je
vySSi nez u zdravych osob. Hyperinsulinemie bez hypoglykémie
nachazime u insulinomu €i pfi predavkovani insulinu. Maze se )
také projevit v pokroéilém téhotenstvi, pii akromegalii, Cushin-
gové chorobé a pod.

11.3.4.8.2 Hladina volného insulinu

Pro néktera onemocnéni je dalezité znat nikoliv celkovou hla-
dinu insulinu, ale jeho volnou frakci. Jeho hladina se stanovuje
stejnym kitem jako insulin celkovy, rozdil je pouze v tom, Ze k
0,2 ml vzorku krve pfidame 0,2 ml PEGu (5g PEG do 15 ml puf-
ru). Dosazené vysledky pak nasobime 2x vzhledem k uvedené-
mu fedéni.

Nékteré dodavané kity pak stanovuji pfimo volny insulin.

11.3.4.8.3 Hladina protilatek proti insulinu
V krvi je pfitomno- zejména za uré€itych stavi - i uréité mnoz-



stvi protilatek proti insulinu, které mohou €éast insulinu vazat v
komplexu. MnoZstvi protilatek se kvantifikuje jako vazebnost,
resp. se stanovuje mnozstvi protilatek (relativni kvantitativni
odpoveéd’ pacienta na insulin; komplikace znaéeného a nezna-
€eného insulinu nastavé jen u pacientt Ié€enych insulinem).

11.3.4.8.4 Hladina C-peptidu
Insulin se vytvéfi z tzv. proinsulinu. Uginkem specifickych
enzymu se zaroven s insulinem uvolnfuje ekvimolarni mnozst-
vi C-peptidu (jednoduchy polypeptid tvoreny retézcem 31ami-
nokyselinovych zbytki).

Insulin je vyluéovan do v. portae (vratnicovy obéh), jatra
vstiebavaji asi polovinu insulinu pfrichazejiciho v. portae. To-
to mnozstvi je zavislé na koncentraci insulinu a glukézy. Pro-
toZe C-peptid je v jatrech vychytavan v konstantnim mnoZzstvi
(asil2 %), poskytuje sledovani C-peptidu spolehlivéjsi infor-
maci o sekreci beta bunék, nez samotny insulin.

Vypocet
Stanovuje se bud’ bazalni hodnota (na laéno)
nebo stimulovana hodnota
- po oralné podané glukéze za 0-30-60-120 minut
- po i.v. podané glukdze (clamp) - napf. za 0-4-6-10-20-30-40-
60-100-110-120 sekund
- po i.v. podaném glukagonu ve stejnych éasech

11.3.4.9 Poruchy kalciofosfatového metabolismu

11.3.4.9.1 Regulace hladiny vapniku v plasmé

Na regulaci hladiny vapniku v plasmé se podileji svymi hor-
mony zejména dvé endokrinni Zlazy a to pristitna téliska (pro-
dukuji parathormon) a Stitna zlaza (produkuje kalcitonin). Kro-
mé nich plsobi na metabolismus vapniku nadledvinkové kor-
tikoidy (glukokortikoidy) a také riistovy hormon predniho lalo-
ku hypofyzy.

Vapnik je v téle obsazen hlavné v kostech, kde se nachazi
ve dvou formach:
- snadno sménitelna zasoba
- pool stabilniho (pomalu sménitelného) vapniku

V plasmé je normalné obsazeno asi 5 mekv/l vapniku, kte-
ry je z€asti vazan na protein a z€asti je difusibilni. Vapnik plas-
my je v rovnovéaze se snadno sménitelnym vapnikem kosti.

Volny (ionizovany) vapnik v télesnych tekutinach je nezbyt-
ny pro normalni kontrakce svall kosternich a myokardu, pro
prenos nervového vzruchu i pro srédZeni krve. Vzhledem k vaz-
bé vapniku na plasmatické bilkoviny je dulezité stanovovat ve-
dle hladiny vapniku i hladinu plasmatickych bilkovin.

Vapnik je aktivné transportovan ze stfeva; tento pochod je
stimulovan vysokoproteinovou dietou a také ptisobenim vit. D.



V kdzi vznika z provitaminu D vlivem sluneé€niho svétla vit. D 3.
Ten se transportuje do jater, kde se méni na 25-OH vit. D 3 a po
transportu do ledviny na vlastni fyziologicky aktivni 1,25 dihyd-
roxy vit. D 3. Ten prostrednictvim stimulace tvorby RNA pusobi
zvySeni transportu vapniku. PFi deficitu vit. D tak dochazi k hypo-
kalcémii a porucham mineralizace kosti.

Pri nedostateéné funkci ledvin neni tento organ rovnéz scho-
pen vyrabét potfebné mnozstvi 1,25 - dihydroxy vit. D 3, coZ se
projevuje poruchou mineralizace. Naopak podavani velkych da-
vek vit. D 3 zvySuje hladinu vapniku v plasmé natolik, Ze to pfi-
spiva k Ié€bé nedostateéné funkce pristitnych télisek.

Existuji vzdjemné vztahy mezi hladinou vapniku, tvorbou 1,25
dihydroxy vit. D 3 a hladinou PTH - tvorba vit.D se zvySuje pfi po-
poklesu vapniku volného; tento U€inek je zprostredkovan PTH.

Rada onemocnéni se vyznaéuje poruchou kalciofosfatového
metabolismu a naslednymi kostnimi zménami. P¥i osteoskleréze,
ktera se vyskytuje u nemocnych s hypoparathyreosou, €i pfi me-
tastazujicich tumorech, nachazime zvySené mnozstvi kalcifikova-
né kosti. Naopak pfi osteoporoze, ktera se vyskytuje u nemocnych
s velkym omezenim pohybu €i pfi nadmérné sekreci glukokortiko-
ida, nachazime snizené mnozstvi kalcifikace kosti. Jako o osteo-
malacii hovorime v prFipadech poruchy prirtstani kostniho minera-
lu (kFivice).

Po vynéti pfristitnych télisek (parathyreoidektomii), at’ jiz zamér-
né (pri tumorech télisek nebo pri hyperparathyreoze) ¢i nechténé
(pri operacich stitné Zlazy), dochazi k poklesu hladiny vapniku v
plasmé; obvykle naopak stoupé hladina fosfatt. Velmi nebezpec¢-
na je hypokalcemicka tetanie (spasmus kosternich svalt, zejm.
kon€etin a laryngu). Tetanie mizi po injekci PTH resp. po podani
velkych davek vit. D. Pfi hypersekreci parathyreoidalniho tumoru
dochazi k hyperkalcemii a hyperkalciurii, souéasné dochazi na jed-
né strané k demineralizaci kosti, na druhé pak k vytvareni mnoho-
c¢etnych kostnich cyst (osteitis fibrosa cystica).

Pri vysoké hladiné vapniku v plasmé se inhibuje sekrece PTH
a vapnik se uklada v kostech. PFi nizké hladiné se sekrece PTH zvy-
Suje a dochézi k mobilizaci vapniku z kosti. Za stavli s chronickym
sniZzenim hladiny plasmatického vapniku (napf. chronicka nefropa-
tie) dochazi tak k sekundarni hyperparathyreose. Vylu€ovani kalci-
toninu se naopak zvétSuje pfi vysSich hladinach vapniku (viz obr.
€. 52), coz je pfirozené vzhledem ke skute€nosti , Ze kalcitonin je,
pokud jde o hladinu vapniku, antagonistou PTH.



Zajemce o podrobnéjSi informace o patogeneze i terapii poruch
kalciofosfatového metabolismu odkazuji na monografie z této ob-
lasti, zejména Sotornik a sp. (1992).

Z RIA resp. ostatnich RSA metod jsou pfi diagndze poruch kal-
ciofosfatového metabolismu uzivany zejména nasleduijici:

- stanoveni PTH

a) IRMA metoda dvou protilatek, pro stanoveni celého aminokyseli-
noveho fetézce PTH; umoZnuje pfi souéasném stanoveni hladiny
vapniku odlisit hypo-, eu- i hyperparathyreoidismus, zmény pfi re-
nalni nedostateénosti i pri obezité.

b) C-terminal PTH - pro stanoveni 65-84 aminokyseliny retézce PTH,
odlisi hypo-, eu- i hyperparathyroidismus.

- stanoveni kalcitoninu - uzivan zejména jako marker tumoru posti-
hujiciho C-bunky stitné Zlazy; jeho zvySené hladiny byly nalezeny

i u jinych nadort

- hladina 25 - OH vit. D 3 - pro zjisténi, zda nalezené hodnoty
uvedené formy D3 patii jeSté do normalniho rozmezi zdsobeni orga-
nismu timto vitaminem €i nikoliv

- hladina 1,25 - (OH)2 vit. D 3 - pro zjiSténi, zda nalezené hodno-

ty tohoto biologicky u€inného vitaminu patfi jeSté do normalniho
rozmezi; dale se uziva ke kontrole U€innosti podavanych preparatu
pokud jde o hladinu vapniku a fosforu

- hladina osteokalcinu - vzhledem k tomu, Ze hladina tohoto speci-
fického kostniho proteinu koreluje s aktualnim stavem kostniho me-
tabolismu, je osteokalcin citlivym ukazatelem kostnich onemocnéni

Postupné probereme vSechny tyto in vitro metodiky; zvIastni
pozornost bude pfitom vénovana dvéma metodikam, které zname-
naji ponékud odliSny metodicky postup a to stanoveni PTH a 1,25-
(OH)2 vit. D 3.

11.3.4.9.2 Hladina PTH
a) PTH (parathyroid hormon ALEGRO
Nichols Inst. Diagnostics, San Juan Capistrano, Ca., USA
Imunoassay pro kvantitativni stanoveni lidského parathormonu
v séru. Kit vystaéi na 100 zkumavek, tj. 18 zkumavek na celkovou
aktivitu, nespecifickou vazbu, standardy a kontroly a 82 na 41
vzorkt v duplikatech.

Princip metody

Jde o imunoradiometrickou metodu - IRMA - pro stanoveni celé-
ho aminokyselinového fetézce PTH. Metoda uziva dvé protilatky (ko-
zi) proti lidskému PTH, které jsou specifické pro dvé definované o-
blasti molekuly PTH. Jedna z nich vaze pouze prostredni ¢ast a C-
terminalni PTH (39-84); tato protilatka je navazana na plastické ku-
licky. Druha protilatka vaze pouze N-terminal PTH (1-34); tato pro-
tilatka je oznaéena 125J pro detekci.

Vzorek obsahujici PTH je inkubovan souéasné s kuliékou obsa-
hujici protilatku a s protilatkou obsahuijici 125J. PTH pfFitomny ve



vzorku je navazan na obé protilatky a vytvari "sendvi€ovy" kom-
plex, protilatka kuli€kové (39-84) --- PTH (1-84) ---125J -protilatka
(1-34). Pro detekci je potrebné vytvoreni tohoto komplexu s via-
stnim PTH, i kdyz kuli€kova protilatka vaze také stredni a C-ter-
minalni fragmenty. Kapacita kuli€kové (imobilizované) protilatky
je nastavena tak, aby nedoSlo k interferenci s neaktivhimi frag-
menty a to i pfi jejich vysoké koncentraci.

Na konci inkubace se kuliéka obsahuijici protilatku promyje,
aby se odstranily nenavazané komponenty a méfi se pomoci ga-
mameérice aktivita navdzana na pevné fazi. Protoze k vytvareni tak
zvaného "sendvi€ového' komplexu dochazi pouze v pfitomnosti
vlastni intaktni molekuly PTH, je aktivita komplexu pfimo umérna
mnozstvi PTH ve vzorku.

KFivka zavislosti radioaktivity na koncentraci se pripravi pomoci
standardnich vzork, které jsou zpracovany spolu s neznamymi -
koncentrace neznamych vzorku se pritom pfimo ode¢ita z této ka-
libraéni krivky.

Sbér resp. priprava vzork

Stanoveni PTH se déla v séru; prijatelné je i stanoveni v EDTA
plasmé. Pro stanoveni duplikatu je potfebné 400 ul séra. Vzorky
je treba centrifugovat (nejlépe v chlazené centrifuze); ihned déat
zmrazit do -200 C (pri pokojové teploté vydrzi pouze 2 hodiny; pfi
40 C 8 hodin; pfi -200 C 4 mésice a pfi -70 o C 11 mésicu).
Poznamky:

Je nutné poradné promichat vSechny reagencie jemnym trepa-
nim ¢€i vifrenim.

VSechny slozky kitu je tfeba skladovat pfi 2 - 8o C az do doby
uziti.

Standardy a kontroly po rekonstituci je tfeba dat nejprve do le-
doveé lazné na dobu 10 minut. Stejné jako vzorky je pak udrZzovat
v ledu aZ do doby stanoveni.

Standardy a kontroly uzit ihned po jejich pFipravé; zbyvajici
skladovat pri —20 o C; zde vydrzi po dobu 6 tydnua (s maximalné
tremi cykly roztati x zmrazeni).

Promyvaci roztok mize byt skladovan v pokojové teploté.

Postup:
- pipetovat 200 ul standardu (C-H), kontrol (J-K) €i vzorku
- + 100 ul zna€ené protilatky (B) a promichat na Vortexu
- + vzdy 1 kuli€ku s protilatkou (A) do zkumavky
- pokryt stojan se zkumavkami parafilmem a pod.
- inkubovat pfi pokojoveé teploté 220 C cca 22 hodiny

- pridat 2 ml promyvaciho roztoku a odsat €i dekantovat superna-
tant
- totéZ opakovat jesté jednou

v v w

- zmérit aktivitu na gamameériéi 1 minutu

Limitace metody
NejvysSi stanovitelné mnozstvi PTH je 1500 pg/ml, nejnizsi je



I pg/ml. Variace v obsahu bilkovin cca 25 % maji maly az zadny
vliv na hodnoty PTH. Redit je moZné vzorky mezi | 500 - 100 000

pg/ml.

Oéekavané hodnoty
Hodnota u 253 zdravych osob byla zjiSténa v rozmezi 10-65 pg/
ml.
U primarniho hyperparathyreoidismu jsou zvySené hodnoty 53-
1180 pg/ml (celkovy vapnik byl od 10,5 do 16,3 mg/100 ml).

Pri hyperkalcemii maligni jsou hodnoty vétSi nez 1 pg/ml az 22
pg/ml, hodnoty kalcemie pfitom 10,5 - 17,6 mg/100 ml. P¥i hypopa-
rathyreoidismu hodnoty 1-21 pg/ml; kalcium pfitom je mezi 6,3
- 8,5 mg/100 ml.

U chronické renalni nedostateénosti a osteitis fibrosa pokrogi-
Ié jsou hodnoty zvySeny v priiméru na vice nez 1033 pg/ml.

b) C - terminal PTH 125J RIA kit
INCSTAR Corp., Stilwater, Min., USA) - na 65 stanoveni

Jde o metodiku se zpozdénym pFidanim zna¢kovace, coz zvy-
Suje sensitivitu metody. Protilatka byla vypracovana proti hovézi-
mu PTH a reaguje na 65-84 sekvenci molekuly PTH. Pfi této RIA
metodé sevzorek a prvni protilatka inkubuji po 16-24 hodin pfi 2-8
o C. Pak se prida zna¢kovaé a znovu je inkubace 16-24 hodin pfi
2-8 0 C. Separace se dosahne pomoci druhé protilatky s PEG;
pak nasleduje opét 2 hodinova inkubace. Hladina PTH (stejné jako
standardy) se vyjadfuje v ng/ml.

O¢ekavané hodnoty
Normalni hodnoty: 0,44
Hyperparathyreoidismus: zvySené hodnoty PTH.
Hypoparathyreoidismus - snizené (az neméfritelné€) hodnoty.

Poznamky:

Pokud je to mozné, stanovujeme radéji metodikou Allegro celou
molekulu PTH.

Hladina PTH je zakladnim ukazatelem u postizeni poruch kalcio-
fosfatového metabolismu, proto je nezbytné tento hormon u kazdé-
ho nemocného, u kterého se objevuji uréité poruchy, skuteéné sta-
novit. Stejné tak stanovovat jeho hladinu opakované v prabéhu uréi-
té terapie, at’ jiz operativni ¢i konzervativni.

11.3.4.9.3. Hladina kalcitoninu
Calcitonin-Radioimmunoassay kit - Nichols Institute Diagnos-
tics, San Juan Capistrano,USA
Kalcitonin, polypeptidicky hormon s 32 aminokyselinami, je se-
cernovan predevsim C-bunkami titné zlazy (pavodné se predpokla-



dalo, Ze je secernovan v parathyroidni tkani!); z uréité €asti i mi-
mo Stitnou Zlazu.

Uéinkem kalcitoninu je sniZeni hladiny kalcia; inhibice resorp-
ce v kosti. Také podporuje clearenci kalcia a fosfatu moéi — po-
kud jde o fosfor, je synergistou parathormonu, U€inek na kost a na
vapnik v moéi je naopak antagonisticky PTH. Fyziologicky vyznam
jeho funkce v homeostaze vapniku v savéich bunkach neni dopo-
sud dobre prokazan, zejména u €lovéka.

Presto je RIA stanoveni kalcitoninu povazovano vétSinou bada-
teld za nejvhodnéjSi metodu pro uréeni diagnézy medullarniho kar-
cinomu §titné zZlazy (MTC). Tento karcinom postihuje C-bunky Stit-
né zlazy a tvori 5-10% vSech thyroidalnich karcinomi; maze byt
bud'to familiarni €i nikoliv. U familiarnich MTC je mozna €asna diag-
néza: koncentrace kalcitoninu na laéno jsou zvySeny, enormné se
zvySi jeho hladina po podani kalcia €i pentagastrinu. Tyto zmény
hladiny kalcitoninu se projevuiji drive nez klinické priznaky (kdyz ni-
koliv baséalni hodnoty, tak zcela ur€ité hodnoty po stimulacit).

Zvysené hladiny kalcitoninu byly také nalezeny u jinych nadora,
napr. plicnich éi mamarnich.

Na rozdil od jinych RIA kita uziva kit fy Nichols vysoce citlivé a
specifické protilatky a tak umoZiuje stanovovat i nizké hodnoty
(3 pg/ml u norméalnich osob).

Oc¢ekavané hodnoty u normalnich osob
Laborator vyrobce uré€ila 3-26 pg/ml u muza (u 41 muza), resp.
2-17 pg/ml u zen (u 56 zen).

Po stimulaci
pohlavi €as inflze pentagast. kalcia a pentagast.
zeny 1 min. 2-26 6- 82
2 min. 3-29 4- 94
5 min. 3-23 5- 76
muzi 1 min. 6-90 26 - 350
2 min. 10-84 32-350
5 min. 7-106 24 - 244

[1.3.4.9.4 Hladina 25-hydroxy vitaminu D3
Kit na stanoveni 25-hydroxy vitaminu D3 (znaéeno 3H)
(Nichols Inst.Diagnostics, San Juan Capistrano, USA)

Princip
Alkoholové extrakty 100 ul séra jsou inkubovany se specific-
kou protilatkou (vaznou bilkovinou) na vit. D a se zna€enym 25-
hydroxy vitaminem D3. Inkubace trva 3 hodiny a probiha pfi
4 o C. Pak se prida charcoal (aktivni uhli) a nasleduje dalsi 20
min. inkubace.
Pak jsou zkumavky centrifugovany pfi 40 C po dobu 20 min.



pfi 1500 g. Supernatant se dekantuje, do scintilaénich lahviéek
ty neznamych vzorku se porovnavaji s hodnotami standard. Vy-
sledky se vyjadruji v ng/ml séra.

Pramérné hodnoty
Vyrobcem byly stanoveny hodnoty kontrol (americké!) a to 45
ng/ml (16-74 ng/ml). Je vSak nutné udélat si kontroly vlastni.

NejmensSi zméfitelna hodnota: 2 ng/ml

11.3.4.9.5 Hladina 1,25 dihydroxy vitaminu D3
(Nichols Institute San Juan, Capistrano, USA

Kit posta€i na 65 zkumavek. K oznaéeni je uZzit 3H (tricium).
PFi metodé je nutné oddélit 1,25 - (OH)2 D od ostatnich lipidic-
kych latek (dfive byly potfebné opakované extrakce a precisto-
vani).

V metodé s uzitim Kitu je zapotrebi modifikovana extrakce
na C18 OH koloné; k 1 ml extraktu se prida specificky vazny
protein, po 1 hod. inkubace pak oznaéeny 3H - 1,25 (OH)2 D3.
Pak je opét 1 hod. inkubace a prida se charcoal. Po 30 min. in-
kubaci pfi 2-8 o C se zkumavky zcentrifuguji 20 min. v chlaze-
né centrifuze. K supernatantu se prida scintilaéni koktejl a zmeé-
i se aktivita. Vysledky se vyjadruji jako pg/ml. Je tieba korekce
na krok sloupcové chromatografie.

Provedeni

A) Extrakce
-1 ml (séra é€i kontroly) do zkumavek 13x100 mm + 50 ul reag.
K (zna€kovag)
- 2x promichat v pribéhu 10 minut
(po 50 ul také napipetovat do 2 scintilaénich lahviéek, pridat 10
ml scint. koktejlu = zaklad pro stanoveni recovery!)
+ 1 ml acetonitrilu, 30 sekund intenzivné michat
- centrifugovat 15 minut v chlazené centrifuze pfi 1300-15009g
- supernatant slit do zkumavek 13x100 mm, kde jiZ pFipraveno
0,4 ml fosfatového pufru o pH 10.5, promichat
- centrifugovat 10 minut pfi 2-8 0 C
- dekantovat do pripravenych C18 OH kolonek
B) Priprava kolonek pred pouzitim a vlastni extrakce

Postupné proplachovat nasledujicim zpasobem:
a) 5 ml hexanu

5 ml isopropanolu

5 ml metanolu

5 ml destilované vody
b) zapnout vyvévu a rychlosti 1 kapka/min. nechat protéci vzorky
C) vypnout vyvévu a promyt kolonu 5 ml vody

5 ml 70% metanolu ve vodé
5 ml 10% metylchloridu v he-



xanu

5 ml 1% isopropylalkoholu

v hexanu

d) vymyt 1,25 (OH)2 D 5 ml 5% isopropanolu v hexanu (pokud se
uZivaji stejné kolonky, promyt 5 ml isopropanolu a pak B-A)
e) vysusit eluaty N2 (30-45 minut) - eluaty mohou byt skladovany
1 tyden pfi—200C
f) vysuSene eluaty rekonstituovat 200 ul reagence D (standarda 0);
promichat, dvakrat po 5 minutach - rekonstituované vzorky je nut-
no dale zpracovavat do 30 min.
C) RIA provedeni

Hodnoty zdravych osob: 18-62 pg/ml, pramér = 39 pg/ml.

11.3.4.9.6 Hladina osteokalcinu
(RIA kit OSTEOCALCIN 125J INCSTAR Corp. - Stilwater, USA -
Sorin Fueter, Bruxelles, Belgie)

Osteokalcin - protein zavisly na vit. K - je jeden z nejdulezitéj-
Sich nekolagennich proteinua v kosti. Naléza se pouze v kosti a
pravdépodobné je produkovan osteoblasty. Predpoklada se, ze
hraje roli v mineralizaénim procesu a Ze je pod vlivem ostatnich 14-
tek regulujicich metabolismus vapniku, tj. kalcitoninu, PTH a vit.
D.

Hladina osteokalcinu pfi raznych kostnich onemocnénich je
specifiétéjSim ukazatelem nez alkalicka fosfataza (ta reaguje i na
zmeény Vv zazivacim ustroji, v jatrech €i v nadorech). Proto je os-
teokalcin specifickym ukazatelem kostnich onemocnéni.

Norméalni hodnoty
Vyrobce uvadi rozmezi 1,8 - 6,6 ug/ml; je vSak treba si udé-
lat vlastni kontroly!
Citlivost metody: 0,2 ug/ml.
Poznamky:
- je lépe stanovovat cely komplex vySe uvedenych regulaénich la-
tek kalciofosfatového metabolizmu, protoze to umoziuje jemné dife-
rencovat jak patologické zmény, tak i vysledek terapie
- v soucéasné dobé se pocet stanovovanych latek jesté dale rozsiril
o alkalickou kostni fosfatazu

11.3.4.9.7 TANDEM-R-OSTASE (HYBRITECH EUROPE S.A., Belgium)
IRMA pro méreni kostni alkalické fosfatazy (kostni ALP v séru

Lidské alkalické fosfatazy (ALP) katalyzuji hydrolyzu fosfatovych
estéri pri alkalickém pH. V séru jde predevsim o ALP kostni a jater-
ni.

O hladiné kostni ALP se predpoklada, Ze odrazi metabolicky
stav osteoblastl. Presné zjisténi kostniho metabolismu je dualezité



pro uréeni zavaznosti kostniho onemocnéni areakce na terapii.
UZziva se napf. pro hodnoceni osteomaléacie, primarniho hyperpara-
thyroidismu, renalni osteodystrofie, osteopordzy a kostnich metas-
taz.

Princip metody

Jde o imunoradiometrickou metodu (IRMA), ve které vzorky obsa-
hujici kostni ALP reaguji jednak na monoklonalni protilatku, kterou
jsou potazeny plastické kuliéky, jednak na monoklonalni protilatku
oznaéenou RA znackovaéem. Vytvori se komplex (sendvi€) tvoreny
protilatkou na pevné fazi - kostni nenavazanou znaéenou protilatku
a aktivitu komplexu mérime na gamameéfricéi. Z kalibraéni kfivky pak
odecéteme koncentraci ALP, kterd je pfimo Umeérna namérené radio-
aktivité.

Souprava je pro stanoveni ve 100 zkumavkach, tj. 43 vzorka !

Poznamky:

- pokud vzorky maji vice nez 120 ug/l je nutné je naredit nulovym
standardem a znovu stanovit

- promyti kuliéek je velmi dulezité pro presnost stanoveni !

- pro pipetovani zna€ené protilatky a promyvaciho roztoku mozno
uZit pipetoru, ostatni slozky pipetovat s vyménitelnymi Spi¢kami,
ty ménit po kazdém vzorku !

- rozsah stanoveni je limitovan po€tem vzorki, které mohou byt na-
pipetovany za 20 minut

- nepouzivat sklenéné zkumavky !

- nejlepsi vazba na protilatky pri teploté inkubace 2-4 0 C !

Interference
NEVADI: Hemoglobin a bilirubin do 500 mg/100 ml resp. 25
mg/100 ml
Triglyceridy do 1420 mg/100 ml
Proteiny v rozmezi 6-15,6 mg/100 ml
léky

Minimalni zméritelné mnozstvi 2 ug/l

Zaveér o RIA metodach

Bylo by mozné rikat jeSté fadu prikladl o uziti RIA metod,
kterymi muaZeme stanovovat fadu dalSich daleZitych latek (napf.
C-AMP, vitaminy, hladiny zeleza atd.). Odkazuji vSak na speciali-
zované publikace, informativni letaky jednotlivych vyrobct a pod.
Roéni informace vydava rovnéz referenéni RIA laborator v Ostra-
vé.

Pokud jde o priklady jednotlivych kit pro RIA ¢i ostatni RSA
stanoveni, jde skute€né pouze o priklady - v sou€asné dobé je na
trhu cela fada kit a pro jejich vybér je nutné uvazit jak jejich cit-
livost, tak i pracovni a ekonomickou naroénost.



. METODY S UZITIM RA LATEK

V zasadé lze pomoci RA latek provadét nasledujici vySe-
treni a sledovéni:
- lokaliza€éni gamagrafii
- funkéni organovou diagnostiku
- stanoveni biologickych objemi a metabolickych zasob
. stanoveni koncentraci biologicky u€innych latek (zejm. po-
moci RIA a dalSich in vitro metodik)
- vlastni metabolicka sledovani, tj. sledovani ur€itych pocho-
du premeény latkoveé za podminek fyziologickych i patofyziolo-
gickych

Postupné si probereme tyto pristupy, pfi éemz hlavni po-
zornost budeme vénovat pristupam uzivanym ve fyziologii, tj.
od stanoveni biologickych objemt po€inaje a vlastnimi meta-
bolickymi sledovanimi konée. Priklady uziti téchto metodik
pro metabolické studie budou probrany podrobnéji, v posled-
ni éasti skript.

[1.1 Lokalizaéni gamagrafie a funkéni organovéa diagnostika

Tyto metodiky jsou uzivany zejména v lékarstvi, biologove
fyziologického zaméreni je budou s nejvétsi pravdépodobnos-
ti pouzivat spiSe vyjime€né. Proto se o nich zminime jen krat-
ni mediciny, napf. Dienstbier a sp. (1989) ¢i Blazek a Hupka
(1989).

[1l.1.1 Lokalizaéni gamagrafie

Pokud se vybrana znaéena latka selektivné hromadi v uré€i-
tém organu, Ize tento organ zobrazit zd&znamem gama zareni
nad povrchem téla. Tento zpasob zobrazeni se nazyva gama-
grafie nebo scintigrafie.

Z gamagramu lze hodnaotit velikost, tvar, uloZeni a pfipadné
zmény struktury organu.

Toto zobrazeni je odliSné od rentgenového zobrazeni. Zatim
co rentgenovy snimek vznika na zakladé rozdilné absorbce pa-
prska vysilanych RTG lampou, pfi gamagrafii v sobé vySetio-
vany organ hromadi vice €i méné radioaktivni latku.

Pokud zmény v organu neméni absorbci RTG paprsku, ale
méni funkci organa, dava gamagrafie presnéjsi vysledky. Totéz
pochopitelné plati naopak, obé metodiky se navzajem doplnu-
ji (vidime to z jejich porovnani za stejnych stavla organismu).

Lokaliza€ni gamagrafie se uplatiuje pri sledovani funkce raz-
nych organu, ale zvlastni uplatnéni naléza v onkologii (umoznu-
je najit ohraniéené nadoroveé lozisko).



l11.1.1.1 Lokaliza€ni gamagrafie ledvin

Jako zna€ena slouéenina se vyuziva napr. merkaheptonat €i
dimerkaptosukcinat, jako radioindikator v obou prFipadech 99Tc.
Tyto slouéeniny se podaji i.v. (aktivita cca 100 MBqQ), sleduje se
hromadéni v parenchymu ledvin. Pfi naruSeni funkce ledvin ku-
mulace probiha delSi dobu (2-4 hodiny).

PFi normalni funkci je distribuce radioaktivity v ledvindch ho-
mogenni. Pokud nalezneme mista s nizsi aktivitou, nasvéd¢u-
ji loziskovym procesam (viz obr. €.21). Pomoci gamagramu mu-
Zeme hodnotit i velikost organu.

[11.1.1.2 Lokaliza€ni diagnostika jater

Ke statickému zobrazeni jater pomoci zna€enych slouéenin
se vyuzivaji bunky retikuloendotelového systému (RES), které
jsou ve tkani jater rovnomérné rozlozeny. Pro RES je vhodny ja-
ko zna€ena slouéenina nejspiSe radiokoloid, napf. sulfurkoloid,
opét znacéeny 99 Tc. Ten se asi z 90% nahromadi v jatrech a z-
bytek nalézame ve sleziné.
ter, kdy se také zvySuje kumulace ve sleziné, u velmi tézkych
poruch nachazime aktivitu i v kostni dreni (viz obr. €. 22).

Podana aktivita je cca50 MB(q . Vypadky radioaktivity (tzn.



mensi aktivitu) nalézame pfi raznych loziscich, véetné onko-
logickych.

[11.1.1.3 Lokaliza€ni diagnostika patologickych loZisek v myo-
kardu
Jako radiofarmakon se podava chlorid thalny, zna€eny 201
TI. VétSinou se vySetruje myokard po zatézi (napfr. bicyklolovy
ergometr), podava se cca 80 MBq chloridu 201 Tl. Zobrazeni
se provadi 15-30 minut po aplikaci, potom za 2 a 4 hodiny (viz
obr. €. 23).

[11.1.1.4 Lokaliza€ni thyreologicka diagnostika
Plavodné byl ke sledovani stitné zlazy uzivan prakticky vy-
hradné tzv. akumulaéni test, pri kterém se sledovala aktivita
nad Stitnou Zldzou za 8-24-48 hodin po podani radiojodu - tj.
jodidu znaéeného 131 J (viz obr. €. 24).

Gamagraficky se da Stitna zlaza zobrazit ve vrcholu kiiv-
Ky pFi akumulaénim testu, nebo po i.v. podani 20-40 MBq per-
pertechnatu 99 Tc.

Tento zplsob vySetieni je pro pacienta vyhodnéjsi, sleduje
se hromadéni po 30 minutich. 1zotop ma kratky poloéas, tak-
Ze radia€ni zatéz je mala. Ze stejného divodu se v soucéasné
dobé k zobrazeni uziva i kratkodoby izotop jodu — 123 J.



Priklad zobrazeni - viz obr.¢. 25.

[1.1.1.5 Lokalizaéni diagnostika nadort skeletu

Po podani metylendifosfonatu — 99 Tc se tato zna¢ena latka za
nékolik hodin nakumuluje v celém skeletu. Jako loZiska vyznacéujici
se zvySenym hromadénim aktivity (pozitivni loziska, horka mista)
se zobrazuji osteogenni nadory.

Pri gamagrafickém zobrazeni se i.v. podava cca 500 MBq uvede-
né znaéené latky a po 3-4 hodinach se provede zobrazeni (viz obr.
€. 26).

[11.1.1.6 Lokaliza€ni diagnostika nadorti mozku
Zatimco zdrava mozkova tkan ma velice omezeny prestup z krve

do mozku, je tato bariéra porusena v nddoroveé tkani. Tu se také ra-
diofarmakon muize hromadit v intracelularnich prostorech, zatimco
normalni mozkova tkan ji prakticky nevychytava.

Jako nejvhodnéjsi radiofarmakon se pouZziva pertechnat—99 Tc
a to v davce cca 300 MBq , méfi se po 1 hodiné. Protoze pertechne-
tat se vychytava také ve stitné Zlaze, jak jiz bylo uvedeno, blokuje
se jeji éinnost chlorigenem. Zobrazeni mozku viz obr. €. 27.



[11.1.1.7 Lokalizaéni diagnostika nadorti pomoci 67Ga

| kdyZ se pomoci 67 Ga pozitivné zobrazuji loZiska rtizné etio-
logie, pouziva se uvedend metodika se znaéenym galiem v nék-
terych pripadech, zejm. u lymfomi a bronchogennich karcino-
mu, jako jedna z hlavnich metod.

Aplikuje se i.v. cca 1 MBq citratu - 67 Ga/kg hmotnosti, gama-
magrafie se provadi za 48 hodin.

Priklad viz obr. €. 28.

Vedle lokalizaénich gamagrafickych metod se RA slouée-
nin v klinice uziva i v jinych metodikach; odkazuji na specialni
publikace jako Dienstbier a spol.(1989) "Diagnostika metodami
nuklearni mediciny" €i Blazek a sp. (1989) "Radiologie a nukle-
arni medicina.

[11.1.1.8 Alternativni zobrazovaci metody
Kromé rentgenologickych metod jsou pfi zobrazovani orga-
nu hlavnimi konkurenty sonografie, vypoéetni tomografie a
magneticka rezonance.

a) Ultrazvukové vySetreni (ultrasonografie, echografie)

Ultrazvukové vySetreni snad ani neni tfreba podrobné vy-
svétlovat, presto ale alespoi néco o principu této metody. K
diagnostice se uziva ultrazvuku o frekvenci 1-10 MH. S vyjim-
kou Dopplerovské metody trva impuls 1-100 ms. Zdrojem ul-
trazvuku jsou tzv. piezomaterialy, které pasobenim stfidave-
ho proudu vysilaji ultrazvukové viny. Pfi dopadu ultrazvuko-
vych vin slouZi piezomaterialy jako prijimac.



Ultrazvuk prochazi hmotou a je ji rozptylovan, absorbovan
i odrazen zpét. Sila odrazu zavisi na rychlosti ultrazvukovych
vin a na hustoté tkané. Tato metodika se velmi rychle ujala pfi
vySetrovani kardiovaskularnich poruch, dale pfi zjiStovani po-
ruch funkce ledvin a gastrointestinalni trubice. Zvlastni pouzi-
ti ma v gynekologii a porodnictvi, kde umoZiuje vySetrovani i
v prubéhu gravidity, bez nebezpeéi ohrozeni plodu, jaké pfi-
chazi v tvahu pri rentgenovych vySetrenich €i pri uZiti RA la-
tek.

Napf. v kardiologii nas informuje echokardiografie v raz-
nych aspektech I1épe nez RTG vySetieni. Pomoci ultrazvuku
vSak muzeme vySetrovat i mozek (echoencefalografie), s u-
Zitim ultrasonotomografie organy bricha a panve, stitnou zla-
zu, prsy ap.

Ultrazvukové pristroje jsou vyrabény v fadé typu, odliSnych
i podle organd, jejichz ¢innost maji sledovat. Priklad takové-
ho pristroje viz obr. €. 29.

b) Vypoéetni tomografie (Computer tomography - CT)

Tento zplisob rentgenové diagnostiky spojuje diagnostiku
pomoci Rentgenova zareni, schopnou zhotoveni fezu prislus-
nym organem priblizné za 5 sekund s poéitaéovym zpracova-
nim téchto feza do komplexniho zobrazeni (autor CT Houns-
field byl za jeji objev vyznamenan Nobelovou cenou v roce
1979). Timto zplisobem zobrazuje CT i mékké tkané, jako je
mozek, slinivka, slezina, ale také jatra, ledviny €i svalstvo.

Vypoé€etni tomograf (viz obr. €. 30) ma nasledujici hlavni
Casti:

- posunovatelny vySetrovaci stul

- vlastni prFistroj s vysoce vykonnou rentgenovou lampou a
detektory (vSe opét pohyblivé)

- rentgenovy generator

- stoly operatora a vyhodnocovaci, napojené na pocita¢



Zobrazeni CT je mozné zaznamenat bud’ na disketu nebo jako
fotografie na plochém filmu (obrazky z monitoru lze prefotogra-
fovat na RTG filmy).

Indikace CT jsou velmi Siroké, protoze pri tomto vySetieni Ize
zjistit takové patologické procesy, které se liSi svoji denzitou od
okoli.

c) Magnetickéa rezonance (MR)

Struéné o principu magnetické rezonance : Atomova jadra
s lichym poétem protonu (nebo neutrontl) maji tzv. spin, tj. ota-
Ceji se kolem vlastni osy. Nejjednodussi jadro, které se takto
chova, je jadro vodiku. Jadro se otaci podél své osy nejraznéj-
Simi sméry; to se vSak méni, kdyZ se jadra atomu nachéazeji v
silném magnetickém poli. V tomto pripadé probihaji totiz osy
otaéeni ve sméru magnetického pole, tedy rovnobézné. Cim je
magnetické pole silnéjsi, tim je rovnobézné usporadani os do-
konalejsi.

KdyZ na tuto rovnovahu pasobime stfidavym magnetickym
polem a to vysokofrekvenénim, dojde k tzv. precesi, tj. osa ota-
€eni se vychyli a pohybuje se jakoby po plasti pomysinéeho ku-
Zele (jadro i osa se tedy pohybuji jako détska kaca). Kdyz pres-
tane vysokofrekvenéni impuls puasobit, vraci se jadro do rovno-
vazného stavu. Na civce, ktera predtim byla zdrojem vysoko-
frekvenéniho impulsu napéti, se vytvari rezonanéni signal.

Doba, po kterou se obnovuje rovnovazny stav, tj. kdy se o-
sy ota€eni vraceji z vychyleného stavu, se nazyva relaxaéni do-
ba. Sklada se z T2 - tj. interval od vypnuti impulsu k zaé¢atku na-
vraceni se os ota€eni jader a T1 - interval, kdy se osy vraceji z
vychyleného do rovnovazného stavu. T2 je vzdy kratSinez T1
a oba €asy charakterizuji vySetrfovanou tkan.

Tak napf. pankreas ma T1 290 ms, T2 60 ms - jatra T1380 ms
a T2 40 ms. Tyto organy s nadorovymi metastazemi zvysuji hod-
notu T1 - pankreas na 840 ms a jatra na 570 ms.

V praxi se uziva pfi MR zjist'ovani pravé Tla T2. K tomu, aby
se rezonance z urcéité vrstvy téla, z ur€itého organu zobrazila,
slouzi tzv. gradientoveé civky, které vyvolaji vzestup magnetické-



ho pole ve sméru os X, y a z. PFi zapojeni gradientové civky doj-
de k precesi vzdy pouze v jedné roviné. Kromé zjistovani T1 a T2
se dale méri hustota jader, zejména vodiku.

Pristroj MR mtiZe zhotovit obrazky bud’ T1 a T2 ¢i hustoty pro-
ton(, nebo komplexni obrazek. Cim vicekrat se méreni opakuije,
tim je vysledny obrazek dokonalejsi; proto jedno vySetfeni na MR
trva desitky minut az hodinu.

Geometricka rozliSovaci schopnost MR je horsi nez se dociluje
u modernéjSich vypoétovych tomografii (CT). LepSi vysledky nez
CT dava naproti tomu magnetickd rezonance u vySetieni lebky, at’
jiz zadni jamy lebeéni ¢i spodiny lebeéni. Velkym pfinosem mag-
netické rezonance je, Zze bez podani kontrastni latky je vidét tepny
a jednotlivé oddily myokardu. DalSi vyhodou MR je, Ze beze zmény
polohy nemocného je mozné mérit ve tfech rovinach lidského té-
la. Pomoci NMR Ize také méfit i rychlost krevniho proudu.

Zarizeni MR tvoFi magnet, v ném je tunel pro vySetfovaného,
dale vodivé civky pro homogenizaci statického magnetického po-
le, dale civky gradientové a vysokofrekvenéni. Civky jsou chlaze-
ny vodou €i vzduchem, magnet tekutym heliem a dusikem. K zafi-
zeni dale patfi vysoce vykonny fidici poé€ita€, obrazovy poéita€ a
kamera (viz obr. €. 31).

Magnet sdm o sobé vazi kolem 10 tun, stinéni kolem néj - ze
Zeleznych plata - pres 20 tun. Sténa, strop a podlaha vlastni vy-
Setfovny maji dalSi stinéni, z médénych desek. Pofizovaci nakla-
dy jsou velice vysokeé - nékolik desitek miliénu, drahy je i pro-
voz (zkapalnéné plyny!).

Nebyl prokdzan zadny Skodlivy vliv tohoto vySetreni, pouze
prohrati jako u diatermie; je mozné opakovat vySetreni. Nelze
vySetfovat nemocné, ktefi maji kov v téle (kardiostimulatory,
hifeby v kostech, alei kov v zubnich protézach). Pro vySetieni
kosti neni MR pfili§ vhodnd, protoZe kosti obsahuji malo vodiku.

Toto vSe se tyka MR jako zobrazovaci metody, kromé toho se za-
¢ina vyuzivat i jako spektroskopickeé vysSetreni napf. sodiku, fosfo-



ru €i uhliku. Po dalSim rozvoji téchto spektroskopeckych vySet-

feni mohou byt obohaceny i dynamické metabolické studie, pro které
prozatim jsou jedinym metodickym pFistupem RA latky. JiZ v soucas-
né dobé se tohoto zplasobu uziva ke sledovani zivotnosti transplan-
tovaného Stépu.

[1.2 Stanoveni biologickych objemu

Principem metod, pomoci nichz stanovujeme biologické objemy,
je to, Zze rtizné latky zaujimaji v organismu vzdy ur€ity prostor. Pro
néktere latky je prostorem cely organismus (napf. pro vodu), u jinych
je to uréity organ, u dalSich napf. intravazalni prostor a podobné.

| kdyz uzivame obecnéjSi pojem latka, vétSinou jde o metabolit, tj.
o produkt latkové premény. Takovou latku oznaéime vhodnym RA
izotopem, pfi €emz pro stanoveni objemu je dualezité, aby se v uréo-
vaném prostoru rychle rozptylil. Nutnou podminkou je pochopitel-
né i to, Ze v prlibéhu stanoveni se oznacena latka ani nerozklada ani
neprechazi do jiného prostoru.

V zasadé jde o tzv. princip zied'ovaci analyzy (viz obr. €. 32)
Neznamy objem - V na obrazku - uréujeme pomoci porovnani kon-
centrace (= radioaktivity) zna€eného indikatoru pred podanim do
organismu a po rozptyleni v uréovaném prostoru. Plati, Ze souéin
objemu a koncentrace v obou téchto situacich je shodny. Potom
tom také musi platit, Ze neznamy objem - V - se vypoc¢te znasobe-
nim objemu indikatoru podilem plivodni a nalezené radioaktivity.

[1.2.1.Studie télesnych tekutin
Vice nez 60% télesné vahy tvofi voda, ktera je obsaZena ve
dvou oddilech:
- intracelularni tekutina - vnitfni prostredi bunky



- extracelularni tekutina - z toho mensSi €ast tvori krev, nejvétsi
€ast pak intersticialni tekutina

[11.2.1.1 Stanoveni celkové télesné vody

Pavodné bylo uzivano ke stanoveni celkové télesné vody tzv.
tézkeé vody, tj. vody se stabilnim izotopem vodiku, deuteriem.

V souéasné dobé se vyhodnéji uziva tritiové vody (3 H20), t;.
vody, ve které je obsaZen RA izotop vodiku, tricium. Stanoveni je
jednoduché - vySetfované osobé se poda 1 ml této vody a za 24
hodin se z diluce tricia v plasmé uréi volum celkové télesné vo-
dy.

Neni nutno zavadét korekci na ztraty vody mogéi a jeji prijem,
protoZe se voda z téla vylouéi spolu s tritiovou vodou ve stejné
koncentraci, jako je ve vSech ostatnich tekutinach.

[11.2.1.2 Mnozstvi extracelularni tekutiny (ECT)

Pod pojem ECT fadime tu €ast télesné vody, ktera neni v bun-
kach, ale mimo né, tj. v plasmé, v interstitiu, v pojivové tkani, ce-
rebrospinalni tekutiné, v travicim Ustroji a pod.

Plavodné se uzivalo k jejimu stanoveni velkych molekul inuli-
nu, ktery se distribuuje prakticky jen v plasmatickeé a interstici-
alni tekutiné.

Z radioaktivnich prvka se uzival RA izotop sodiku - 24Na. To-
to vySetreni se provadi tak, Zze se peroralné poda 1 MBg NaCl a za
24 hodin se odebere 20 ml heparinové krve. Béhem této doby se
sbird mo¢€ a v pFipadé prajmu i stolice.

Vzorky krve a moé€e se pak proméruji bud’ jako B - zareni v na-
levkovitych GMT é€i ve studnicovém scintilaénim krystalu jako ga-
ma zareni (pfevazné se pouziva méreni jako gama zarenit).

Vypo€itava se napred mnoZstvi 24Na v téle po 24 hodinéch ja-
ko specificka aktivita podaného roztoku x jeho objem bez speci-
fické aktivity mogi X jeji objem.

Dale mazeme vypogitat tzv. distribuéni sodikovy prostor.
Ten vypoéteme nasledujicim zplsobem :

mnoZstvi 24Na v téle po 24 hod.
distribuéni sodikovy prostor =

specif.aktivita 24Na v plasmé

Vysledkem je objem tekutiny v ml, ve kterém je sodik v téle
distribuovan. Pomoci 24Na jsou zjiStovany objemy o néco vyssi,
nez je skuteénost, vzhledem k tomu, Ze sodik zéasti pronika pres
bunéénou membranu.

Proto se ve stejném usporadani uziva stanoveni tzv. chlorido-
veého prostoru, zjiSténého pomoci RA izotopu 82 Br. Dosazeny



vysledek pak nasobime faktorem O.9 (tim korigujeme vysledek o
tu éast bromidu, ktera pronika do erytrocytl resp.se vaze na plas-
matické bilkoviny).

VySetfované osobé je mozné podat najednou 3 H20 a Na 82Br
a stanovit tak vedle sebe celkovou vodu i ECT.

[11.2.1.3 Stanoveni objemu krve

PFi uréovani objemu télesnych tekutin je ddlezitou sloZzkou rov-
néz uréeni objemu cirkulujici krve. To provadime zejména pomoci
radioaktivnim jodem znaéeného (125J i 131 J) albuminu.

Priprava izotopu

Znaceny sérovy albumin (o aktivité 1 MBq) se rozpusti ve 100
ml fyziologického roztoku. Z toho se odebere 10 ml, pfida se 1990
ml deionizované vody. Dale se odebere 5 ml = STANDARD. Akti-
vitu standardu pak zméfrime ve studnicovém krystalu.

Stanoveni objemu krve

DalSich 10 ml pfipraveného izotopu je i.v. injikovano paciento-
vi. Po 15 min. provedeme odbér 8 ml krve z druhé ruky (do odbé-
rové zkumavky pridavame heparin!), odpipetujeme 5 ml této kr-
ve a méfFime na studnicovém krystalu 5 minut = VZOREK.

Ve zbyvajicim vzorku krve uréime hematokrit.

Vypocet

aktivita standardy x 200
objem krve vml =

aktivita vzorku krve

masa €éervenych krvinek = objem krve x hematokrit
objem plasmy = objem krve x masa ¢ervenych krvinek.

[11.2.1.4 Mnozstvi intracelularni tekutiny
MnozZstvi intracelularni tekutiny (ICT) neni izotopovymi ani ji-
nymi metodikami postizitelné a volum ICT se stanovi odeétem
ECT od celkoveé télesné vody.

[11.2.2 VySetieni poruch tvorby éervenych krvinek
Toto vySetreni provadime pomoci chloridu €i citratu s RA izo-
topem 59Fe; jeho poloéas rozpadu je 45 dnt.
Provedeni
VySetfovanému se odebere krev v mnoZzstvi cca 50 ml; centri-
fugaci se ziska asi 25 ml plasmy.
Odebereme 3 ml ke stanoveni plasmatického Zeleza; ke zbyt-



ku plasmy se prida 700 kB 59Fe. Plasma se inkubuje 30 minut pri
pokojove teploté; béhem této doby se Zelezo navaze na volnou ka-
pacitu transferinu. Pokud by vySetfovana osoba méla tuto kapaci-
tu plné obsazenou, napr. pri intenzivni terapii preparaty Zeleza, je
potiebné uzit plasmu zdravého darce.

Intravendzné se pak vySetfované osobé poda tato zna¢ena plas-
ma av intervalech 10-20-30-45-60 a 90 minut se odebiraji vzorky
krve. Tak se ziska obraz o rychlosti obratu plasmatického Zeleza.

Z kiivky na semilogaritmickém papire v zavislosti na €ase pak je
moZné odegist polo€as uniku Zeleza z plazmy (je 60-120 minut). PFi
stavech charakterizovanych zvySenou poptavkou po Zeleze (ane-
mie z nedostatku Zeleza) se tento polo¢as zkracuje; pri snizeni tvor-
by erytrocytu v kostni dieni se polo€as naopak prodluzuje.

Za 24 hodin je mozZzno zaéit méfit in vivo ato nad kfiZzovou kos-
ti, jatry a slezinou a to po dobu nékolika dnu.

Nad k¥izovou kosti je maximum mezi prvnim a druhym dnem
u zdravych jedincli po poéateénim prudkém zvySeni; nad jatry €i
slezinou je toto maximum méné vyrazné. Pokud tvorba erytrocytu je
v kFizové kosti snizena, maze zvySeni nad jatry €i slezinou naopak
prevazovat.

DalSim uzivanym parametrem je sledovani vzristu radioaktivity
v €ervenych krvinkach po dobu 12-14 dna; po této dobé jiz aktivita
dale nestoupda. ProtoZze je znama podana davka Zeleza, je mozné
hodnotit, kolik z podané radioaktivity se inkorporovalo do krvinek.

Koeficient utilizace Zeleza u zdravého jedince dosahuje az 95%
- poruchy krvetvorby se projevuiji snizenim tohoto indexu.

[11.3 Radioimunoanalyza (RIA) a dalSi obdobnéa stanoveni
in vitro

[11.3.1 Radioimunoanalyza (RIA)

Predpokladem RIA stanoveni je, Ze sledovana substance ma an-
tigenni vlastnosti. Imunizaci vhodného zvirete se pripravi proti da-
né substanci protilatka. Kdyz k ni pfidame sérum se substanci, do-
jde k reakci a vytvoreni komplexu antigén (substance) + protilatka
(specificky vazebny reagens). Vztah antigen x protilatka je defino-
van vazebnou kapacitou protilatky; ta je konstantni - viz obr. €.
33. V pripadé radioimunoanalyzy soutézi o vazna mista na proti-
latce jednak neznaéeny antigén Ag, jednak znaéeny antigén Ag+.

RIA metodika je fazena do SirSiho pojmu radiosaturaéni analy-
zy (RSA), tj. souboru mikroanalytickych metod, kterymi je mozné
stanovovat s pomoci RA izotopu fadu biologicky G€innych latek



(napf. hormona, ale i Iékd a pod.). Z metod RSA je RIA historicky
nejstarsi ale také stale nejuzivané;si.

Prvni prace s RIA metodikou jsou z konce padesatych a zaéatku
Sedesatych let - Dr. Yallowova dostala v roce 1977 za tyto prace
Nobelovu cenu. Za€atek je v pracech Bersona a Erskina spolu s Yal-
lowovou. Berson v r. 1959 popsal tuto metodiku pro stanoveni inzu-
linu, Erskin v r. 1960 pro stanoveni thyroxinu.

Dnes je stanovovano metodikou RIA vice nez 500 latek, poéet
vzorku jen v mediciné je na svété stovky miliont za rok.

Ve srovnani s jinymi postupy, dfive pouzivanymi pro stanoveni
biologicky u€innych latek ma RIA metodika nasleduijici vyhody:

- vysoka specifi€nost; umoznuje stanoveni i v komplexu latek

- velka citlivost - 10-12 ug i méné

- vysoka presnost

- moznost polo- €i vétSi automatizace; moznost zpracovani velkych
sérii vzorku

Zakladem RIA je imunochemicka reakce antigenu se specifickou
protilatkou €i protilatkami, probihajiciin vitro v pritomnosti radio-
indikéatoru.

Jde tedy o reakci specificka protilatka---neznaéeny antigén
--- zna€eny antigén.

Cim je vétsi koncentrace prirozeného (neznaéeného) antigénu v
analyzovaném vzorku, tim mensi koncentrace zna€eného antigénu
muZze byt navazana na vazebnych mistech specifické protilatky a na-
opak. Klasicky zpuasob Yallowové a Bensona je zalozen na principu
kompetice znaéeného antigénu (Ag+) a nezna€eného antigénu (AQ)
0 vazebna mista omezeného mnozstvi protilatky (Ab):

Ab + Ag---- AgAb
Ab + Ag+---- Ag+Ab

Po dosazeni rovnovahy této konkurenéni (kompetitivni) reakce
zustava €ast antigénu volna, nenavazana na protilatku. Pomoci vho-
dné separaéni metody se oddéli tento volny antigén od komplexu
Ag-Ab a zméri se aktivita jedné prFipadné obou frakci.

PFi optimalni volbé koncentraci zakladnich substanci a reakénich
podminek klesa podil vazané radioaktivity s rostoucim obsahem ne-
aktivniho antigénu (tj. uréované latky) ve smési. Kalibraéni zavislost
ziskame pomoci sady standardnich roztokt o znamych koncentra-
tracich ur€ované latky.

Za predpokladu identické imunoreaktivity radioindikatoru a uréo-
vané latky Ize pak z kalibraéni krivky stanovit koncentraci uréované

latky - viz obr. €. 34.



[11.3.2 DalSi analytické metody, jejichz zdkladem
je kompetiéni princip

Kromé radioimunoeseji je kompeti€ni princip zakladem nékolika
dalSich RSA analytickych metod:

- Kompetiéni vazba na proteiny (CPBA) vyuZziva specifické vazby li-
gandu (analyzované latky) na proteiny; tato vazba nema antigenni
povahu; nejde tedy o imunochemickou reakci.

Timto zplsobem se stanovovala a z€asti stale stanovuje hladi-
na thyroxinu ¢&i steroidnich hormont. Jako radioligand se uzivaji
plasmatické proteiny, napf. globulin. Ve srovnani s RIA ma CPBA
horsi specifiénost a mensi citlivost.

- Radioenzymova analyza (REA) - jako vazné ¢inidlo ke stanoveni
biologicky u€innych latek se uzivd enzym; znaéena biologicky u€in
na latka je radioindikatorem. Uziva se méné nez RIA metody; uZiti

napfr. pro stanoveni katecholaminti (kit Catechola - Imunotech Pra-
ha).

- Radioreceptorova analyza (RRA) - vyuziva jako specifické vazné
¢inidlo tkanové receptory (membranové ¢i cytoplasmatické) a jako
radioindikéator je vyuzita znaéena sledovana latka (ligand). Vyhodou
je skute€nost, Ze touto metodou je ur€ovana skute€éna biologicka

aktivita, tj. pouze vlastni latky, nikoliv jejich metabolity i prekurzo-

ry

Tato metoda je proto vysoce specificka a citliva. Nevyhodou je
technicka naroénost. Uziva se vSak ike stanoveni pritomnosti
(ano-ne) a koncentrace receptort (steroidni receptory p¥i nado-
rech, napf. ca mammy).

- Imunoradiometricka analyza (IRMA) - na rozdil od RIA je RA lat-
kou oznagena protilatka. Rozvoj této metody je spjat s pouzitim
pevnych nosi€tl, na které jsou protilatky navazany a s pouzitim
tzv. monoklonalnich protilatek.

Nej€astéji je uzivana tzv. dvoumistna (two site) IRMA, s dvéma
protilatkami proti riznym antigennim variantam téhoz antigénu.
Jedna protilatka je vazana na pevnou fazi, druhd slouzi jako radi-
oindikéator. Obé protilatky jsou v nadbytku, po probéhnuti reakce
se jejich prebytek odstrani promytim.



Vysledkem reakce je "sendvi€" tvoreny antigénem obklope-
nym obéma protildtkami. Radioaktivita sendvi€e je pfimo Uumér-
na obsahu uréované latky v reakéni smési. Koncentrace se ur-
€¢uje pomoci sady standardnich vzorka (vzestupné kalibraéni
kFivky).

Metoda 3 protilatek (two site sandwich): protilatka mezi dveé-
ma antigény - viz obr. €. 35.

Vyhodou IRMA je vysoka specifiénost a citlivost, kratSi inku-
baéni €asy. Zna€eni protilatek je méné choulostivé nez znaéeni
tivita €i aktivita neohrozi spolehlivost metody.

IRMA se uziva zejména ke stanovovani antigénti a protilatek
u hepatitid, ke sledovani nadorovych antigéna a dalSich biologic-
ky dudlezitych latek (napf. PTH, inzulin a pod.).

[11.3.3. Zakladni podminky RIA metod

K tomu, aby prislusna RIA metoda davala adekvatni vysledky, je
zapotrebi splnéni nékolika podminek:
1) Je nezbytné, aby odpovidala chemicka €istota, zejména hlavnich
komponentd RIA reakce, tj. protilatek (ty navic musi byt co mozna
i maximalné specifické), standard a zna¢ené latky. Nutna je pocho-
pitelné dobré kvalita vSech uzitych substanci, ne pouze hlavnich.

Pokud je k RIA stanoveni uzita firemné vyrabéna souprava (kit)
€i jeji sougasti, méla by tato podminka byt splnéna bez probléma.
V pripadé, Ze je vyvijena vlastni RIA metoda, je tomuto aspektu ne-
zbytné vénovat maximalni pozornost jako primarni podmince Us-
pésnosti RIA metody.
2) Je tifeba stanovit optimalni koncentrace jednotlivych substanci
i presné podminky jednotlivych kroka daného stanoveni. V pripa-
dé firemné dodavanych kit by méla byt splnéna i tato podminka.
Drive nez prikroéime k sériovému stanovovani, je vSak tfeba pro-
zkouset, zda vyrobcem udavané podminky i kontrolni hodnoty od-
povidaji.

Na druhé strané neni mozné bezdlvodné ménit poméry mezi
substancemi, inkubaéni dobu a dalSi udavané (a ovérené!) podmin-



ky; vedlo by to ke zkresleni vysledki. Proto pripadné zmény déla-
me az po dohovoru s vyrobcem Kitu.
3) Velice podstatnou sloZkou je separace volné a vazaneé frakce ;
chyba v tomto kroku metodiky muze zcela znehodnotit vysledky.

Tak jako v jinych €éinnostech, vyZzaduje i prace pri RIA meto-
dach jednak ur€itou zruénost, jednak zkuSenost s biochemickou
a laboratorni praci viibec a s touto metodikou zviasté. Nékteré me-
tody jsou pritom jednodussi, tj. maji mensSi po€et ukonu, resp. ne-
maji slozité mezistupné (napfr. stanoveni digoxinu), jiné jsou slo-
ZitéjSi a vyzaduji rizné metodické kroky.

Postupné si probereme jednotlivé podminky Uspésnosti RIA sta-
noveni, které je nezbytné dodrZzovat v zajmu spravnych vysledku
a tim dobré diagnozy resp. kontroly odpovidajici |é€by.

[11.3.3.1 Protilatky

Jsou to vysokomolekularni sérové bilkoviny, patfici obvykle
do imunoglobulind - IgG. Jejich molekulova vaha je cca 160 000.
Tvori se v lymfocytech jako odpovéd’ organismu na podani ur€itych
latek, vyvolavajicich imunologickou odpovéd imunogéna. Vhodnymi
imunogény jsou polypeptidy s molekulovou vahou nad 4 000.

Z toho vyplyva, Ze nizkomolekularni latky a latky nebilkovin-
né povahy je nutno navazat na vhodné nosné bilkoviny (albumin,
tyreoglobulin a pod.). Tyto konjugaty se pak uZivaji k imunizaci
a k pripravé protilatek. Po Uspésné imunizaci se ziskaji antiséra,
obsahuijici fadu raznych protilatek. Je nutno provést kontrolu kva-
lity ziskanych protilatek, jejich pripadné preciSténi a kone€né
testovani jejich afinity, specificity, titru.

Afinita protilatky k antigénu se vyjadruje pomoci konstanty
K; tato konstanta ukazuje reaktivitu protilatky s antigénem pfi-
padné stabilizaci komplexu antigén-protilatka. Velikost konstan-
ty je dllezita pro citlivost RIA metodiky; ¢im vySSi je hodnota K,
tim citlivéjsi je prislusna RIA metoda.

Specifiénost - schopnost minimalné interferovat s jinymi lat-
kami. Je zavisla na heterogenité:

antiséra vzorku
(pFibuzné latky, prekurzory,
metabolity, fragmenty)

je treba:
izolovat vlast- izolovat interferuijici
ni latku latky

Titr antiséra - je takové redéni, pri kterém je antisérum schop-
no vazat jisté mnozstvi uréovaneé latky, pfipadné znacéené latky.



Antisérum pripravené imunizaci obsahuje protilatky proti vSem
antigennim determinantdm daného antigénu, ale bohuZzel také vée-
tné nezaddoucich kontaminant. Afinita antiséra je tedy souéet afinit
jednotlivych protilatek a afinita proti nezadoucim primésim muze
byt vysoka a tak vyrazné zkreslovat vysledky. Podle zplisobu pfip-
ravy mohou protilatky byt:

- polyklonélni - znaéné heterogenni, i kdyZ je uZzito €istych imu-
nogént; jejich priprava neni zcela reprodukovatelna;

- monoklonalni - homogenni, v identické kvalité ( jednotlivé klony
v mediu rostoucich bunék produkuji stejné protilatky!) jich je
mozné pripravovat neomezené mnozstvi.

Dosud pripravené monoklonalni protilatky maji ve srovnani
s polyklonalnimi zpravidla nizsi afinitni konstanty, jsou vSak
velmi €isté a proto vhodné i pro IRMA metodu.

[11.3.3.2 Radioindikatory

Latka, ktera je ozna€ena RA izotopem, musi spliiovat nasledu-
jici poZadavky:
- vysoka specificka aktivita
- vyhovujici radiochemicka ¢éistota
- dobra schopnost vazby na protilatku (stejn& jako u neznaéeného
substratu
- neménnost béhem stanoveni

Nej€astéji uzivanymi radionuklidy jsou 125 J,3 H,14 C.

Postup pri pripravé RA indikatoru:
- oznaéeni (napfr. jodace 125J)
- izolace ze smési - zejm. chromatografickymi metodami pfip. repu-
rifikace po skladovani
- testovani vlastnosti
- kontrola kvality

Radiochemicka €istota - charakterizuje obsah radioaktivnich
necistot (napr.poSkozené molekuly, volny jod anorganicky a pod.).
Ke stanoveni se pouZzivaji chromatografie, elektroforéza atd.

Imunoreaktivita - nejdilezitéjSi charakteristika radioindikatoru
pro RIA; vyjadfuje jeho schopnost vazat se na specifickou proti-
latku. ZkousSi se stanovenim podilu vazané aktivity ve vzorcich
s nadbytkem specifické protilatky a s nulovou koncentraci nezna-
€¢ené uréovane latky.

Podil vazby kvalitniho radioindikatoru by nemél byt pfilis niz-
§i nez 100% (nevyhodou tohoto zplisobu stanoveni je velka spo-
treba protilatky!). Pro u€ely IRMA se jako radioindikatory uzivaji



velmi €isté specifické protilatky, zejména IgG, znaéené 125J. Ty-
to molekuly jsou vétSinou znaéné vétsi, nez antigény uzivané v
RIA.

Lze do nich zavést nékolik atomu 125J a tim dosahnout vyso-
ké mérné aktivity, coz je hlavni predpoklad vysoke citlivosti IR-
MA metody.

Pro Uplnost je tfeba dodat, Ze kromé radioindikatort se ke
stanoveni biologicky ué€innych latek pouzivaji i neradioaktivni
(stabilni) izotopy. Ty jsou zékladem Fady dulezitych metod jako
enzymoimunoanalyzy (ELISA), fluoroanalyzy (TDx), luminis-
cenéni analyzy, metaloimunoanalyzy. Tyto metody mohou mit
rovnéz vysokou citlivost,a umozniuji také automatizaci.

Da se o€ekavat, Ze tyto alternativni metody se budou postup-
né rozvijet a do ur€ité miry budou vytlaéovat RIA metody. Za-
tim je vSak jejich uréitou nevyhodou ve srovnani s RIA metoda-
mi vétSi finanéni naro€nost (tj. ceny potrebnych pristroji i Kitd)
a také vétSinou mensi citlivost.

U jednotlivych skupin metodik, se jeSté o nékterych alterna-
tivnich metodikach zminime.

[11.3.3.3 Standardy

Predpokladem pro uZiti standardu v dané RIA metodé je jeho
identita s uréenou latkou, zejména pokud jde o imunologickeé vla-
stnosti. Na tom je zaloZeno RIA stanoveni resp.vypoéet hladiny ur-
¢ované latky (porovnani efektu za identickych podminek u vzorka
a u standardd o znamé koncentraci, napf. na aktivitu komplexu a
pod.). Jako standard je uzivan velmi éisty, homogenni a stabilni
substrat uréované latky. Jednodussi biologicky aktivni latky
(napf. hormony Stitné zlazy, steroidy ¢€i rtizné Iéky) jsou dostupné
v €isté formé, vysledky Ize proto vyjadrovat v jednotkach hmotnos-
tnich €i v jejich latkové koncentraci.

Komplikovanéjsi je situace u latek slozitéjSich, napf.u polypep-
tidovych hormontl. Ty byvaji méné ¢isté (obsahuji pfimési prekur-
soru, metabolitt, latek pFibuznych a pod.). Vlastni jejich stanove-
ni je potom zatizeno vétsi chybou, zejména pri sou€asné hetero-
genité polyklonalnich protilatek. Proto je nutnd kontrola metodik
u téchto latek, v€etné uzivani referenénich (napr. WHO) standar-
rodnich jednotkach aktivity, tak jako je uzivano doposud nékdy
napr. u inzulinu.

Je treba uréovat imunologickou identitu standardu a uréované
latky; zkouma se u standardu i vzorku pfi nékolika koncentracich
(dosazeno fedénim!). Pokud existuje imunologicka identita, pak
koncentraéni zavislosti standard a vzorku jsou obdobné; svédéi



pro nii shodné vysledky po rizném Fedéni po pirepoctu - viz obr.
€. 36.

11.3.3.4 Optimalizace podminek stanoveni

Predné je nutna standardizace podminek odbéru; jinak je ob-
tizné az nemozné porovnavat vysledky. Tato standardizace zahrnuje
zejména nasleduijici faktory:

- pfiprava pacienta - dieta pred odbérem,

- klid na lazku urcité obdobi pred odbérem

- doba odbéru v zavislosti na dennim rytmu vyluéovani ur€ované
latky (vétSinou rano)

- technika vlastniho odbéru - nejéastéji se uziva vendzni krev;
pokud neprovadime stanoveni v celé krvi je treba oddélit pred
vlastnim stanovenim, napf. centrifugaci, plasmu
Pri vétSiné stanoveni vadi hemolyza. MlZze dochazet také k en-

zymové destrukci latek - zejména pri skladovani - pak je nutné

uziti vhodnych antikoagulancii (heparin, EDTA a pod.).

Lipemicka (ikterickd) séra rovnéz mohou komplikovat stano-
veni (zakal zhorSuje U€éinnost méreni). Aby se zabranilo zkresleni
vysledkd, je nékdy nutné pridani inhibitord rozkladu; zpracovavé-
ni v chladu a pod.

Pokud neni mozné okamzité ¢i rychlé zpracovani vzorkt aje
nutné delSi skladovani, pak je nejlepsi pri teplotach kolem -18 C.
Stejné je vSak potFebné poéitat s tim, Ze je omezena doba, po kte-
rou je mozné urcité latky presné stanovit; tato doba je u rliznych
latek rozdilnd a je udavana u kazdé metodiky.

VhodnéjSi nez zjiStovani bazalnich hladin uréitého hormonu
jednorazové je stanovovani vice hodnot po rtizné dobé po zatézi
(napf. u inzulinu, plasmatické reninové aktivity aj.).

Kontrolni vzorky - ke kontrole kvality vysledka:
- intralaboratorni
- mezilaboratorni.

Kontrolni vzorky maji byt svymi vlastnostmi co nejblizsi analy-
zovanym vzorkam; proto se pFipravuji smichanim vhodnych jiz



stanovenych vzorkl smésna séra (rozpipetovavaji se na obje-

my pro jedno pouZiti). Je mozZno je pfipravit i z nulovych sér pfi-
danim zndmého mnozZstvi dané latky. Kromé toho jsou k dosta-

ni i komeréni kontrolni séra s deklarovanymi koncentracemi. PFi
pocate€énim testovani (a pak prabézné) je tireba uréovat prameér-
nou hodnotu a rozptyl téchto kontrolnich vzorki, stejné jako je-
jich dobu stability.

Ostatni pouzivané chemikalie nesmi vyvolavat zkrizené reak-
ce ¢i nespecifické efekty a tim zkreslit vysledky analyzy. Proto
zalezi takeé - a to vyrazné - na €istoté uzivanych chemikalii.

Je tieba vybrat optimalni kombinaci a koncentrace potreb-
nych substanci, vhodnych metod a usporadani. Cilem je dosa-
Zeni maximalni spravnosti a presnosti vysledkua, v pozadova-
ném rozsahu koncentraci, za minimalni dobu a s minimalnimi
naklady.

Presnost a citlivost stanoveni zavisi na nasledujicich fakto-
rech:

- sklon kalibraéni zavislosti
- pfesnost méreni RA
- koncentrace uréované latky (profily presnosti)

Pro optimalizaci podminek RIA metodiky je tedy tfeba zajis-
tit kromé optimalizace objemu a sloZeni reakéni smési (prede-
vSim koncentraci specifické protilatky a radioindikatoru) také
vhodnou volbu podminek inkubace. PredevSim jde o jeji dobu
a teplotu.

Teplota: inkubace pfi niZSich teplotach snizuje velikost inku-
baéniho poskozeni radioindikatoru a umoznuje dosazeni vysSi
citlivosti. DelSi inkubaci se naopak zvySuje moznost posSkozeni
radioindikatoru. Mezi teplotou a délkou inkubace existuje nepfi-
my vztah : ve vySSich teplotach je doba analyzy zkracena.

Nékdy je pouzivana i tzv. sekvenéni technika - napred prein-
kubace neznaéeného antigénu s protilatkou, pak az pridani ra-
dioindikatoru. Tento postup ma vliv na tvar kalibraéni kfivky i

na citlivost metody - viz obr. €. 37.



[11.3.3.5 Metody separace

V zasadé je pfi RIA metodé nutné od sebe oddélit volnou a va-
zanou frakci, tak aby mohla byt mérena radioaktivita jedné z nich
¢i separované mohly byt méreny obé tyto frakce.

Separace by méla:

- byt kvantitativni a davat reprodukovatelné vysledky
- mit stejnou U€innost pro standardy a analyzované vzorky
- byt rychla, jednoducha a levna

NejstarSim zplsobem separace je chromatoelektroforéza, ktera
byla pouZita jiz Yalowovou a jejimi spolupracovniky pfi prvnich
RIA sledovéanich.

Nej€astéji je vSak uzivana metoda vychytavani €i vysrazeni
s naslednou centrifugaci. Jedna z frakci se prevede do pevné faze,
napf. volny antigén pomoci vhodného sorbentu - aktivni uhli
- a pevna a kapalna vaze se pak oddéli centrifugaci. Obvykle je po
centrifugaci mérena aktivita kapalné faze, tj. vazané frakce. Me-
toda vychytavani na sorbent je v3ak €asoveé zavisla a proto muze
byt zdrojem chyby.

Nékdy se do pevné faze prevadi komplex antigén - protilatka;
pouziva se pritom nespecifické precipitace pritomnych proteint €i
gamaglobulind. K tomu G€elu jsou uzivany anorganické soli (napf.
siran amonny ¢i sodny), organicka rozpustidla (etanol, aceton).
Nejéastéji je vSak uzivan tzv. PEG (polyetylénglykol); méfi se pak
aktivita precipitatu uvedeného komplexu. Je treba davat pozor na
moznost zkresleni vysledkd v dasledku vysoké nespecifické vazby!

Hodné se pouziva specifické precipitace pomoci druhé (preci-
pitaéni) protilatky, ta se vaZze na komplex antigén - protilatka
atim ho srazi. Opét se méfi radioaktivita srazeniny. Mlze byt
pouzito ve varianté, Ze komplex prvni a druhé protilatky je prida-
van v suspenzi, éi Ze druhd protilatka je vazana na pevnych nosi-
¢ich. Vyhodou je vétsi citlivost metodiky, nevyhodou jsou naopak
vySSi ndklady a vétSi €asova naroénost metodiky.

Perspektivni jsou imunosorbenty a separace na pevneé fazi (na
ni maze byt vdzan antigén, protilatka i druha protilatka); tento
pFistup umoZznuje lepSi separaci a automatizaci. Vyhodou je nizka
nespecificka vazba a tim mensSi moznost zkresleni vysledkt , nevy-
hodou je pomalejsi priibéh reakci a naroéna priprava imunosorbenta.

V soucasné dobé jsou kromé sorbenta ve formé zkumavek, kuli-
¢ek, mikro€astic uzivany magnetické mikro¢astice jako imunosorben-
ty; separace pak probiha v magnetickém poli.

[11.3.3.6 RIA analyza - provedeni
Postup pri RIA metodé Ize tedy shrnout takto:
a) odbér, zpracovani a skladovani vzorka
b) priprava roztoka resp. Uprava vzorka pred stanovenim



c) davkovani roztoku a vzorka do zkumavek
d) inkubace (pfipadné opakované)
€) separace - viz predeSlou stranku
f) méreni radioaktivity
g) vypocet a vyhodnoceni vzorki.
Pokud jde o odbér a dalSi zpracovani vzorka, resp. dalSi pri-
pravu reagencii, liSi se u jednotlivych metod a proto tyto Gdaje
uvadime pFimo u popisu téchto metodik.

ad c) Davkovani reagencii

Problémem je provedeni velkého mnozstvi - vétSinou nékolika
set - pipetaci malych objemu; prevazné 50-100 ul (ale i menSich
objemi) do reakénich zkumavek. Toto je hlavni zdroj chyb; pfitom
neni nutné pipetovat absolutné spravné mnozstvi ale pipetovat s co
mozna nejmensi chybou stale stejné mnozstvi.

K tomuto Uéelu se uziva:
- sklenénych pipet (ale pres hadi¢ku!)
- stikacek
- mikropipet s ménitelnymi (€i nastavitelnymi) nastavci
- ruéni i automatické davkovaée

UzZivana davkovaci zafizeni je treba kontrolovat:
- vizualné
- kontrolou presnosti

Nejvyhodnéjsi k tomuto U€elu je gravimetrickd metoda (s des-
tilovanou vodou; jeji ur€ity objem vazime na analytickych vahach),
fotometricka €i s uzitim RA latek. Spravnost by se méla pohybovat

Vv rozmezi 1-2%, pfesnost cca 1%.

ad d) Inkubace
Inkubace v nizSich teplotadch se provadiv chladni€kéch €i
chlazenych boxech; ve vysSich teplotach v termostatech pritokovych
¢€i trepacich laznich s regulaci teploty. Pri Fradé metod se uziva
tzv. laboratorni teploty, tj. kolem 25 stupniu Celsia.

ad f) Méreni radioaktivity

Principem je méreni RA za stejnych podminek. Jako detektory
se uzivaji:
- pro méreni gama zariéa studnové detektory (125 J) €i vicedetek-
torové mérice pro 12-16 €i vice vzorkl najednou
- pro beta zéariée v souéasné dobé prakticky pouze automaty s moz-
nosti méfrit vétsi po€et vzork (fetézovy €i kazetovy zasobnik)

Mikroprocesory pfi tom v obou pfipadech umoznuiji fizeni pro-
cesu méreni a automatizaci vypoétu i hodnoceni vysledku.

Kontrolu stability méreni provadime mérenim za pomoci kont-
rolniho zdroje zareni (etalon 129 J). Provadi se nejméné 1x denné



a rovnéz béhem méreni kazdé série vzorku.

PFesnost méreni zavisi na poétu namérenych impulst. Proto re-
lativni chyba klesa se zvySenym mnozstvim impulst a naopak pres-
nost méreni za téchto podminek vzrasta. Dualezita je tedy i doba
meéreni; méla by byt takova, aby naméreny pocet impulst se pohybo-
val od 1000 do 10 000 impulst (pak je statisticka chyba méreni
mezi 1-3%).

ad g) Vyhodnocovani vysledka

Pavodné byly uzivany pouze manualni (ruéni) grafické metody,
pii kterych se sestrojovala kalibraéni kfivka z jednotlivych ka-
libraénich bodu; z kfivky se pak odecitaly hodnoty analyzovanych
vzorku - viz str. xx . Je to pomérné pracny zpuasob, znemoznuijici
pFitom vypogcitavat nékteré parametry, dulezité pro kontrolu stabi-
lity metodiky, stejné jako uZivat statistické metody zpracovani
vysledka.

Proto je v souéasné dobé prakticky vyhradné uzivano poé€itaco-
vé vyhodnocovani, které optimalné prolozi kalibraéni zavislost,
vylouéi chybné vysledky, provede kontrolu kvality a validity vys-
ledkd a presné vypocte hledanou koncentraci.

[11.3.3.7 Kontrola kvality RIA metodik

Podle Zavady a sp. (1989) ma kontrola kvality RIA metodik
splhovat nasledujici hlavni Ukoly:
- vybér optimalnich metodik a komerénich vyrobka; naopak eliminaci
metod nekvalitnich - tuto Ulohu spliuje vybérova kontrola
- unifikaci a standardizaci uzivanych metodik, v siti RIA labora-
tofi - centralni garanéni kontrola (tyto oba ukoly ma na starosti
referenéni RIA a RSA laboratof pro CR).
- kontrola rutinnich stanoveni a kritické posouzeni vysledki ana-
lyz se v kazdé laboratofi provadi individualné

Ukoly referenéni laboratofre:

- centralni vybérova kontrola
- ovéreni novych postupt
- doporuéeni k zavedeni metody do praxe; zkouSi se vzdy nejméné
3 Sarze; nékolik laboratofi najednou provadi zkouSeni (centralni
garanéni kontrola pro vybrané metodiky
- pribézna a dlouhodoba kontrola kvality prace laboratofi v siti
RIA pracovist’

Referenéni laboratofr je v Ostravé; vede ji Dr.BartoS. V novém
usporadani éeského zdravotnictvi tato laborator funguje za finané-
ni nahradu, kterou jednotlivé laboratore plati.



Lokalni kontrola, to je kontrola, ktera by méla probihat
v rdmci kazdé laboratore. Zahrnuje dvé hlavni slozky:
a) lokalni ovérovaci kontrola je uréena k ovéreni nové metodiky,
k uréeni normalnich a patologickych hodnot
b) lokalni rutinni kontrola reprezentuje pribézné kazdodenni
a dlouhodobé sledovani spolehlivosti vysledku

Pro provadéni lokalni kontroly vySel metodicky pokyn, kterym
by se mély vSechny laboratore provadéjici RIA metody Fidit.

Sledované parametry pfi lokalni kontrole

Pri RIA metodikach jsou sledovany nasledujici parametry:
- celkova RA vzorku: je zadkladem pro vypoé€et dalSich parametru
- podil specifické vazby : blank (samostatné rozpustidlo, napf.
plasma) bez pfidavku uréované latky
- podil nespecifické vazby : blank bez specifické protilatky
- tvar kalibraéni krivky: mozno sledovat vizualné, pomoci smérnice
krivky ¢€i podle interceptd - nej¢astéji se uziva |50 (snizeni
mnozstvi radioaktivity o 50%)
- citlivost: nejmensi detekovatelné mnozstvi odliSitelné od nulo-
vého standardu
- pfesnost stanoveni: souhlas vysledkl soubéZné zpracovavanych
replikata (du-tri-tetra-penta atd.); vétSinou se vyjadruji v % va-
riaénich koeficientd; ¢im jsou vysSi, tim je pfesnost mensi
- sledovani hodnot kontrolnich vzorki: zpravidla 3 kontrolni vzor-
ky at’ jiz komeréni nebo vlastni pripravené
- validita : souhlas s klinickym stavem a s Udaji v literature

Otazky kazdodenni kontroly presnosti laboratorni prace jsou
pravidelnou souéasti prace kazdé laboratore, stanovujici hladiny
latek dalezitych pro organismus. Pfedné proto, Ze pouze za pred-
pokladu spravnosti vysledkl muze laborator prispét k diagnostice
i kontrole Ié€by pacientd. DalSim davodem je i to, Ze takové labo-
ratore, které dodavaji nestandardni vysledky, se v souéasné konku-
renci laboratori stanou malo seri6zni a proto bude klesat pocet
vzorkl, které budou dostavat ke zpracovani.

V soucasné dobé dochazi k tomu, Ze sice stoupa pocéet raznych
laboratornich vySetreni, stoupaji vSak také kapacitni moznosti la-
boratofi v dusledku modernizace techniky. Proto je také pravdépo-
dobné nutné povazovat sou€asny vzestup poé€tu laboratori provadéji-
cich tataz stanoveni pouze za do€asny.

To povede - a tento proces jiZ také za€al - ke zvySeni konku-
rence a ke tlaku na tato laboratorni pracovisté, aby se od ostat-
nich odliSila, zejména kvalitou vysledki a cenou. Je nutné zduraz-
nit obé tato hlediska, protoZze sniZeni ceny vySetreni pfi snizeni
jejich presnosti a kvality by vedla k opaénému vysledku, tj. ke
sniZeni poptavky po sluzbach takovéto laboratore.



Proto je tak dulezité, aby v laboratofich zpracovavajicich
klinické vzorky byla disledné a trvale dodrZovana uréita pravidla,
zajist'ujici dobrou kvalitu vysledki. To jsou pravé zasady SLP, je-
jichz neustalé dodrzovani k zajisténi trvalé kvality vysledki ve-
de. Jejich principem je nékolikastupnova kontrola prace jednotli-
vych pracovniki i pracovnich postuptl. Stejné dualezita je i pravi-
delna kontrola funkce pfistroji a dokumentace (nejlépe pfimo zapi-
sy jednotlivych pfristroja!) vSech vysledki. Pro kazdou provadénou
metodu je nutné mit tzv. SOP, tj. zavazny standardni operaéni pos-
tup.

Cely proces zavadéni SLP do vSech naSich laboratofi je zatim
na sameém za€atku. V nejblizSi dobé se vSak da oéekavat, Ze labora-
tofe RIA budou musit mit (obdobné jako na odd. klinické biochemie,
hematologie, pro kontrolu Iékl a pod.) akreditaci. Prvnim krokem
k jejimu ziskani je udéleni certifikatu spravné laboratorni praxe
(SLP, anglicky GLP), ktery je vzdy udélen pro uréity typ prace,
napfr. klinicka biochemie €éi hematologie, zkouSeni 1éki, laborator-
ni nuklearni mediciny a pod.

Napred (prvni 2 roky) je vydan na omezenou dobu (napf. na dva
roky). Po dalSi kontrole pak je vydan certifikat na neomezenou do-
bu, ktery je platny pro vSechny zemé OECD.



lIl. UZITi 1ZOTOPU PRI SLEDOVANI METABOLICKYCH POCHODU

Aplikace izotopu pfi sledovani €innosti organt ¢€i jejich uziti v
RIA metodach, pro ur€eni hladiny latek, jinymi metodami obtiz-
né ¢i méné presné zjistitelnych, prinasi nesporné mnoho pfinos-
ného. Prava doména izotopu lezi vSak jinde. Zobrazovani orga-
nt umoZnuji téZ nékteré dalSi metodiky - od rentgenovych, NMR
(nuklearni magneticka rezonance) az po ultrazvukové. Stejné to
plati o RIA (a podobnych dalSich metodach s uzitim izotopt)-ty
rovnéz maji konkurenci v alternativnich metodikach - od chro-
matografie az po ELISA atd.

Zatim vSak nejsou izotopové metody srovnatelné nahraditel-
né pokud jde o moznost sledovani metabolickych pochodu a je-
jich dynamiky, a to na vSech arovnich - od urovné celého orga-
nismu, pres organovou, tkanovou, bunéénou Uroven aZz na Uro-
ven jednotlivych enzymovych soustav. Prozatim neexistuje al-
ternativni metoda tohoto sledovani, ato dynamického, schop-
na tohoto sledovani na stejné dobré urovni. Da se vSak pred-
pokladat, Ze takovouto metodou bude perspektivhé schopna
se stat, alespon v nékterych oblastech, NMR spektroskopie.

Bylo by Skoda zlistat pfri uziti izotopt ve fyziologii pouze pri
sledovani funkce organu €i stanoveni hladin dalezitych latek,

i kdyZ se tak, bohuzel, v praxi v podstatné mire doposud déje.

Proto si postupné probereme principy metabolickych studii
a hlavni priklady moznosti pristupu sledovani premény latko-
vé hlavnich Zivin pomoci zna€enych RA latek. Nejprve tuto pro-
blematiku probereme obecnéji, tj. uvedeme priklady moznos-
ti sledovani jednotlivych metabolickych cest, potom pristou-
pime k moznostem studia vétSich problému pomoci znace-
nych slouéenin.

1.1 Kinetika déjt v zivych organismech

Jesté koncem tricatych let se vérilo, Ze latky v bunce se
vytvori béhem jejiho rastu a az do té doby, nez je bunka po-
Skozena €i zni€ena, v ni uvedené latky setrvavaji nezméné-
né. Od pocatku 40-tych let se ale za¢alo prokazovat, Ze sloz-
Ky Zivého organismu jsou v dynamickém stavu, tzn.ze napr.
sacharidy, tuky, ale i enzymy a p. jsou prubézné odbourava-
ny a nahrazovany jinymi, nové vytvorenymi. Dochazi tedy k
metabolickému obratu (turnover), ktery je mozné sledovat
pouze pomoci indikatord, tj. latek oznaéenymi radioaktivni-
mi, v nékterych pfipadech i stabilnimi izotopy.

Rychlost obratu neni ve vSech organech a u vSech latek
stejna - obecné plati, Ze u metabolicky aktivhich komponent
je rychly obrat, strukturalni slozky pak maji obrat pomaly.



Nejjednodussi pripad je, kdyZ radioaktivni indikator Ize
do organismu vpravit najednou (v jednom okamziku) - jde o
tzv. bolus.

Priklad: zna€ena glukdza, i.v. podana, se smisi s neznace-
nou glukdzou v organismu a jeji specificka aktivita stale kle-
s4; tento pokles je exponencialni s €asem a polo€as obratu
se pak da vypoé¢itat jako polo€as rozpadu RA izotopu.

Nékdy se musi indikator "vyrobit" v jiném organismu—izo-
lovat ho a pak az podat dalSimu organismu.

Priklad: Psim byl podan cystein zna€. 35S a lysin zna-
€¢eny 14 C, za 24 hodin jim byla izolovana krev. Z krve jsou
separovany bilkoviny a dalSimu psu je podana dvojité zna-
€ena bilkovina — viz obr. €.52,

V €asovych intervalech je odebirana krev resp. plasma, je
provedena izolace gamaglobulinu a aktivity 35 S i 14 C jsou sle-
dovany v prabéhu 0-60 dna. Pokud nebyla podana vlastni zna-
¢ena latka, ale jeji prekursor, ma tento déj jiny prabéh - viz obr.
€. 53.

Napied se z prekursoru vybudovava dana latka; dochazi k vze-
stupu aktivity. Pak je prekurzor spotrfebovan a zna€ena latka se
postupné odbourava; v této fazi dochazi k poklesu aktivity.

Je mozné studovat i otazku, zda néjaka latka je €i neni prekur-
sorem ur€itého produktu. Pokus udélame tak, Ze sledujeme jed-
nak ¢éasovou krivku latky, o které predpokladame, Ze je prekurso-
rem, jednak predpokladaného produktu - viz obr. €. 54.



Vidime, Ze u prekursoru je napred patrny vzestup, pak pokles, za-
tim co u produktu se projevuje pozdé;jSi vzestup a pokles od okam-
Ziku, kdy se obé krivky protinaji.

[1.1.1 1zotopové metabolické studie; zakladni tdaje

Izotopové metabolické studie jsou pro uziti izotopt v biologii a
hraditelna. Postup téchto studii je takovy, Ze do organismu apliku-
jeme latku, jejiz metabolismus hodlame studovat, ve znaéené for-
mé. Po uréité dobé pak izolujeme metabolity této latky a mérime
jejich radioaktivitu.

Oznaé€eni muze probihat delSi dobu, pFipadné se privod znace-
né latky opakuje. Pokud oznaé€eni probih&d kratSi dobu, tak musi
mit aplikovany zna€kovaci preparat vyssi specifickou aktivitu. Mo-
hou byt pouzity i molekuly latek dvojité zna€enych (napf. 14 C a
3H,14Ca32P ¢i3Ha32P). Kombinovat je mozné i radioaktiv-
ni a stabilni izotopy.

Ukoné€eni zna€eni se dosahuje v pripadé bunék ¢i tkani fixaé-
nimi roztoky €i zmrazenim (pFip. v kombinaci s odstranénim pfi-
stupu RA izotopu - tj. nahrazeni kultivaéniho media se znaéenym
izotopem novym neaktivnim mediem). V pokusech in vivo se zna-
€eni neukoné€i usmrcenim zvirat; tkané i po smrti organismu zu-
stavaji uréitou dobu jesté Zivé. Proto je tfeba urychlené proveést
také preparaci a fixaci (zmrazeni) tkani; jinak by vysledky byly ve
vétSi €i mensSi mire zkresleny.

Podavani RA latek zviratdm
Pro sledovani absorbce se uziva nasledujicich zplsobu:
- peroralné (p.o.)
s potravou (potravu slabé navlhéit, aby nedoSlo k jejimu rozpra-
Senil)
s vodou
v kapslich
Zaludeéni sondou (méné fyziologické ale presnéjsi!)
- intraperitonealni (i.p.) aplikace



- nitroZilni (i.v.) aplikace
- subkutanni (s.c.) aplikace.

l11.1.1.1 Radiorespirometrie
Sleduje se vydechovani 14 CO2 ze znaéeného prekursoru oz-
nacéeného 14 C. Jak vypada zafrizeni pro vétSi zvirata (zejm. sav-
ce), viz obr.€. 55.

[11.1.1.2 Metabolicky obrat (turnover)

Veskeré slozky organismu jsou v dynamickém stavu, to zna-
mena, Ze v raznych tkanich jsou tyto latky stale nové vytvare-
ny, zatim co jiné molekuly stejnych latek jsou odbouravany.

Metabolicky aktivni komponenty tkani maji rychly obrat, kom-
ponenty strukturalni maji obrat pomaly.

Sledovani obratu latek je mozné bud’pomoci vliastni znae-
né slou€eniny (napf. 14 C-glukdzy €i bilkovin znaéenych 14 C,
35 S apod.) ¢i jejiho prekursoru. V tomto pripadé pozorujeme
napred vzestup aktivity (to se vytvari vlastni latka) a pak pripad-
né po néjaké dobé konstantni irovné jeji pokles.

Z €asovych zmén specifické aktivity mtzeme ur€it, zda uréi-
té latka je €i neni prekursorem druhé latky. Tuto problematiku
jesté budeme podrobnéji probirat v dalSich ¢astech skript.

[1.1.1.3 VySetieni resorbce tukda a mastnych kyselin

K vySetieni resorbce tuki se pouziva tukd s nenasycenymi
mastnymi kyselinami (nejéastéji triglycerid s kys. olejovou—tri-
olein), které maji navazan v misté dvojné vazby radiaktivni 131
J (resp. 125 J). Pokud jde o vySetieni resorbce mastnych kyse-
lin, uziva se obdobné zna¢ena olejova kyselina.

Znaceny triolein se poda peroralné (u lidi spolu se Sleha¢-
kou €i mlékem, u zvirat s tukem, ktery je sou€asti jejich stra-
vy, napf. s lojem).

Pred vySetfenim je tfeba standardizovat po nékolik dnt pFi-
jem tuk (u lidi na 100 g tuka denné, u zvirat Gmérné jejich nor-
malnimu pfijmu). K eliminaci pripadnych regulaénich zasaht



Stitné zlazy je podavan Lugoliv roztok (roztok jodu), ktery €in-
nost thyreoidey zablokuje. V prabéhu nékolika dnti se pak sle-
duje jednak neresorbovany zbytek ve stolici, jednak resorbo-
vana €ast v krvi.

Provedeni u pacientt

VySetfovany pacient vypije nalaéno emulsi trioleinu, ktera
obsahuje 370 kBg 131 J. Stolice se sbira 3 dny a zmérena akti-
vita se prepoéte na % podané davky (nad 3% je vysledek sus-
pektni, nad 4,5% jiZ je prokadzana porucha resorbce tuk). Po-
kud jsou sledovany zmény v krvi, pak se po dobu 8 hodin ode-
bira krev a stanovuje se v ni aktivita.

Zpomaleny rast aktivity v krvi indikuje poruchu resorbce,
proto se aktivita objevuje pomaleji v krvi - viz obr. €. 56.

Stejnym postupem se provadi i stanoveni resorbce 131J — ky-
seliny olejové. Toto vySetieni mize odliSit primarni poruchu re-
sorbce (stejné postihuje triglyceridy jako mastné kyseliny) a po-
ruchu sekrece pankreatu (proto jsou neutralni lipidy vétSinou
neresorbovany, zatim co volné mastné kyseliny se vstrebavaji
normalné). V tomto pripadé stanovujeme aktivitu spiSe v krvi
nez ve stolici.

[1.1.1.4 VySetieni bilkovinného metabolismu

A. Resorbce bilkovin

Obdobné jako resorbci tukid je mozné sledovat i resorbci bil-
kovin a to pomoci sérového albuminu, znaéeného 125 J, 131 J
(pFip. aminokyselin €i jinych bilkovin €i jejich frakci). Metoda je
zatizena pomérné zna¢nou chybou, zejména v dasledku moz-
nosti odsStépovani volného znaéeného jodu z bilkovinné mole-
kuly. Problémem se mlze rovnéz stat poruseni molekuly bilko-
vin pfi jodaci.

B. Obrat bilkovin
O poruchéach tvorby bilkovin v téle a o jejich ztratach muze-
me ziskat zakladni informaci z vySetreni hladin krevnich bilko-
vin a také z relativniho poméru bilkovinnych frakci (zejm. albu-



min a globulin). Snizena koncentrace bilkoviny v krvi vSak jes-
té nemusi nutné znamenat poruchu v jeji tvorbé €i jeji zvySené
ztraty. Je treba ziskat informace o preméné bilkovin, napf. o
sménitelném mnozstvi bilkovin, o jejich distribuénim prosto-
ru, obratu a pod.

SniZzena produkce bilkovin se vyskytuje pfi jaternich poru-
chach (snizeni syntézy v jaternim parenchymu) a pfi nedosta-
teéném privodu aminokyselin.

Zvyseni produkce bilkovin pfichazi pfi myelomu, zvySené
ztraty bilkovin u nefrézy a u enteropatii.

Obrat bilkovin je sledovan pomoci 131J-albuminu. Je nut-
né pouzivat albouminu ¢erstvého a jodace provadét tak, aby
molekula albuminu obsahovala maximalné 2 atomy jodu (jinak
neni zaru€en stejny metabolismus zna€eného albuminu a albu-
minu v organismu).

Provedeni:

Je aplikovano i.v. 1500 kBq 131J lidského albuminu, za 20
minut se provede prvni odbér a pak dalSich 8-10 dnu je sledo-
vana aktivita v krvi. Z krivky je mozné odecist polo€as mizeni
albuminu (u zdravych lidi je to 18-22 dnti, pFi poruse metabolis-
mu bilkovin pouze 3-5 dnti) - viz obr. €. 57.

Zaroven je mozné shromazdovat stolici a mo¢€ a zjist'ovat
v nich vylouéenou aktivitu. Z rozdilu podané davky a vylouéené
aktivity je mozno urc¢it retenci bilkovin.

Pomeér aktivity v plasmé a aktivity retinované bilkoviny vyne-
seny do grafu nam pak ukaze vyrovnani koncentrace albuminu
mezi intravaskularnim prostorem a celkovym distribuénim pro-
storem. Z toho je mozno vypoéist celkovy distribuéni prostor,
po vynasobeni zjiSténou koncentraci albuminu pak i celkové
mnoZstvi vyménného albuminu v téle - viz obr. €. 58.



Z poméru dennich ztrat albuminu znaéeného a jeho denni reten-
ce je mozné vypodéist jeho denni obrat.
Pozn.: Aby se zabréanilo zpétné resorbci odStépeného RA jodu ve
strevé, podava se vySetrovanym osobam ¢i zviratam nékolik dnt
po 5 ti hodinach ur€ité mnozstvi iontoméniée. Na néj se odStépeny
jod navaze a nemuze pak zkreslovat vysledky.

C. Ztréaty bilkovin stolici (porucha strevni stény)
Provadi se pomoci 51 Cr - albuminu. Chromat sodny znaéeny

51Cr je pevné navazan na albumin. Za normalnich podminek pouze
malé mnoZstvi 51 Cr albuminu prostupuje cévnimi cestami do gas-
trointestinalniho traktu. Proto test, pfi némz se i.v. aplikuje 51Cr
albumin a po 4 dny se sleduje aktivita ve stolici, odliSi nefyziologic-
ké (patologicke) ztraty albuminu stolici.

Provedeni:
- udélat kontrolni odbér stolice pred aplikaci (24 hodinovy vzorek)
- injikovat i.v. 51 Cr albumin o aktivité 1500 kBg (1000x naredénou
aktivitu uzit jako standard)
- odebrat 24 hodinové vzorky stolice za 24-48-72-96 hodin
- zméfit bud’homogenni alikvot nebo na celotélovém mériéi ce-
I1é vzorky

Vypoget:

% exkrece = akt. stolice - pozadi

standarda - pozadi

Hodnoceni:
Exkrece mensi nez 1% znamena fyziologické ztréaty.

[11.1.1.5 Sledovani premény glycidu

Pro sledovani premény uhlovodana se uziva zejména glukdza,
zna€ena 14 C €i 3 H. Prizna€eni 14 C je glukdza znagena na prv-
nim, resp. Sestém uhliku nebo je znaéena na vSech uhlicich, tj. uni-
verzalné (pripravena in vivo oznaéenim). Sleduje se pfFitom jak pre-
ména glukdzy na jeji metabolity (laktat, glycerol, alanin atd.), tak je-
ji oxidace. V pripadé znaéeni 3H se uZziva zejména glukdzy znace-
né na prvnim, tretim, étvrtém a Sestém uhliku.

Jako priklad uziti zna€ené glukdzy ke sledovani mechanismu
hypoglykémie je moZno uvést praci Chenga a Kalanta (1970) - viz
obr. €. 59.

Pro uréeni turnoveru glukézy s uzitim znaéenych substrata
existuje fada modelll, vychazejici jak z jednoduché bezkompart-
mentové analyzy, tak z 2 €i vice kompartmentovych modelt.

Pro doplnéni jesté informaci, Ze izotopova technika, napf. s tri-
ciem znacenou glukézou, miize byt uzita i v kombinaci s euglyke-



mickym klempem pfi sledovani metabolizace glukézy za stavi
normo- a hyperinsulinémie.

Nékolik slov k tomuto pokusu: Skupinu tvorilo 45 zdravych o-
sob ve stéfi cca 40 let (23 m, 22 7). Hladovéli pres noc, pred vlast-
nim stanovenim 1/2 hodiny lezeli v klidu. Pak podana zna¢ena glu-
kdza (ozna€ena na Sestém uhliku) do infuze; podana radioaktivita
odpovida mnozstvi cca 10 uCi na osobu, za dalSich 15 minut prida-
na do infuze 1-14C - palmitova kyselina, navazana na lidsky albu-
min. Po 75 minutach se pak odebiraly v 5-ti minutovych intervalech
vzorky krve.

Ke stanoveni objemu plasmy se do infuze pridal za 60 sekund
125 J - lidsky albumin a za 15-25- a 35 minut se odebiraly vzorky
krve. Ke sledovani vlivu rastového hormonu €i insulinu se po 5ti
odbérech 5ti minutovych - tj. za 95 min.- pridal jeden ze sledova-
nych hormond.

Na obr. €. 60 vidime vliv stoupajiciho mnoZstvi insulinu na pfi-
tokovou a odtokovou rychlost plasmatické glukozy - pritok se
stoupajici davkou poklesa a narusta jeji odtok. Zatim ponecha-
me stranou pravou €ast obrazku, k té se jeSté vratime.

Na dalSim obr. €. 61vidime vliv podaného insulinu - 0,05 U na
kg hmotnosti - na inkorporaci glukézo-6-fosfatu znaéeného 14 C
do glycerolu (spodni ¢ast obrazku) - resp.14 C - palmitové kyse-
liny do mastnych kyselin. NepferuSované éary ukazuiji vliv insuli-
nu.



Pouze o néco mladsi je Svycarska prace na 9 pacientech z Cu-
rySské nemocnice (Kelter a Frosch, 1972). Opét Slo o pacienty cca
40 let staré. Intraven6zné do kubitalni Zily byly injikovany 14 C xy-
lit - 14 C sorbit - resp. 14 C fruktéza - v davce 0,5ga 1,5 uC/kg. Po
5- 10-15-20-30-45-60-90-120 a 180 min. byly provedeny odbéry kr-
ve. Nasleduijici obr. €. 62 ukazuje krivky u xylitu a sorbitu.

U metabolismu glycidu (stejné jako proteinti) se pfi studiu je-
jich pfremény uziva vedle radioizotopul i stabilnich izotopa, napfr.
2 H, 13 C, 15 N; ke stanoveni je v tomto pripadé potiebny hmoto-
vy spektrograf, tj. zafizeni dostupné pouze na malém poétu pra-
covist’ u nas, presto odkazuji napr. na praci Veiva a sp.(r. 1977),
ktera se touto problematikou zabyva.

11.1.1.6 Sledovéani tukového metabolismu

Mastné kyseliny zna€ené 14C byly pouzivany ke sledovani tu-
kového metabolismu jiz od Sedesatych let. V praci Chenga a Ka-
lanta (1970), kterou jsem jiZ citoval pokud jde o sledovani meta-
bolismu glukdzy (viz obr. €. 61), byl sledovan zaroven metabolis-
mus palmitové kyseliny, znaéené 14 C, ktera byla pridana do in-
fuse za 15 minut po glukdze. Sledovany byly jednak koncentra-
ce jednak specifické aktivity volnych mastnych kyselin a mast-
nych kyselin v plasmatickych triglyceridech.

SlozZitou otazkou je sledovani invivo syntézy lipidd, at’jiz
mastnych kyselin €i cholesterolu. K tomuto Uéelu se uzivala Fa-
da zna€enych prekurzort, at’ jiz jde o acetat, mevalonat, ale i o
pyruvat €i glukdézu oznacené 14 C.

Problémem je zde otazka poolu uvedenych substrata v téles-



nych prostorech a tim i otazka velikosti diluce znac¢kovace v rtiz-
nych kompartmentech organismu. Tyto problémy nejsou pouze
s triciovanou vodou, jak jiz bylo popsano Dietschem (1953), pri
uziti velkych davek aktivity 3 H20 vSak vyvstavaiji jiné problémy
a to s exspiraci znaéené vody a pod.

Kineticka data o cholesterolu mohou byt ziskana po aplikaci
znaceného cholesterolu. Priklad mazeme vidét napr. v praci Go-
odmana a sp. (1983), ktefi sledovali krivky specifické aktivity po
i.v. aplikaci 14C-cholesterolu (cca 1800 kBq). Obrat cholesterolu
je pak sledovan po dobu 30-40 tydna. Autori uzili tfi kompartme-
ntového modelu, v jinych studiich jsou tyto modely jeSté slozitéj-
Si.

Na nasledujicich dvou obrazcich €. 63 a €. 64 mizeme vidét
kFivky obratu (turnoveru) cholesterolu. Pokusy byly provadény v
Izraeli u dvou dobrovolniki, ktefi se vyzna¢ovali poruchami pre-
meény lipoproteind - konkrétné u nich chybély betalipoproteiny.

Kazdy z obou dobrovolnikd dostal i.v. cca 900 kBq 14 C - cho-
lesterolu a v €éasovych intervalech az do 30-40 dnt po podani se
odebirala krev a stanovovala se v ni aktivita. Vysledky studie se
porovnavaly s vysledky dosazenymi u 82 osob - z€asti normoli-
pidemickych, z€asti hyperlipidemickych (bud’ zvySena hladina
cholesterolu, nebo triglyceridt €i obou frakci najednou).

U obou osob byl nalezen pokles specifické aktivity choleste-
rolu na 1% za 140-190 dnu (osa x - dny), zatim co u normalnich
0sob v pruméru az za 254 dnd. Touto metodou je tedy mozné
stanovit denni obrat cholesterolu presnéji a snaze nez stanovo-
vanim produkta degradace cholesterolu, tj. neutralnich steroi-
dua a Zlu€ovych kyselin ve stolici.



Po i.v. aplikaci 14C- palmitatu se ozna€i po jaternich triglyce-
ridech (TG) takeé lipoproteiny o velmi nizké hustoté (VLDL), je-
jichz metabolizaci je mozné analyzovat pomoci multikompart-
mentového modelu. Je mozné i oznaéeni VLDL pomoci konti-
nudlni infuzi podaného 3 H - glycerolu, coZ pro sledovani kine-
tiky pFedstavuje interpretaéné mensi problém.

[1l.2 Experimenty in vivo

Experimenty na celém zvireti maji pochopitelné vyhodu v po-
rovnani s experimenty in vitro a to v tom, Ze nejsou nijak ovlivné-
ny moznymi artefakty pri prezivani tkani. Naproti tomu je ale in-
sledovanych resp. kontrolovanych déju se miize uplatnit cela fada
dalSich faktoru.

Nevyhodou stopovacich experimentt in vivo u €lovéka ¢i zvire-
te se vSak muze stat jejich zna€na nakladnost, protoze potiebna
aktivita znaéeného metabolitu, kterou aplikujeme, je vzdy fadové
€i 0 nékolik rada vyssi nez v experimentech in vitro.

Pokusy na malych laboratornich zviratech, kdy se podavaji az
kBq (tj. stovky uCi), jsou jeSté cenové prijatelné, neumoznuji vSak
vétSinou opakované odbéry vzorku krve, coz je pfi dynamickych
sledovéanich podstatné. Tento problém se proto obvykle feSi tak,
Ze se vzdy pouZiji jednotliva zvirata (nebo skupiny dvou aZ Sesti
zvirat) v riznych sledovanych €asovych intervalech.

[1.2.1 Zpasob aplikace zna€ené slouéeniny

Stopovaci latka maze bytv pokusech in vivo podavana (viz
i str. OO) peroralné, intravendzné nebo intraperitonealné. V prv-
nich sledovanich byla znaéena slouéenina homogenné rozptyle-
na v potravé experimentalnich zvirat. Tento jednoduchy zpusob
vSak nedovoluje zmeéfit celkovou podanou aktivitu s dostate€énou
presnosti.

Proto se v sou€asné dobé ¢asto podavéa zna€ena aktivita per-
oralné sondou do Zaludku v presné stanoveném volumu. Nefyzi-
ologicky zplisob podavani je tak vyrovnan presnosti stanoveni
pfFivodu izotopu.

Aplikace intraperitonealni je velmi éastd zejména u malych
laboratornich zvirat. Jeji provedeni je velmi jednoduché, je si
ale nutné uvédomit uréité omezeni této aplikace. Intraperitoneal-
ni cestou je totiz mozné podavat pouze slou€eniny velmi malé
molekulové vahy, které se z peritonea vstrebavaji rychle a obje-
vuji se v krevnim fe€isti s velmi malym zpozdénim.



Intraperitoenalni aplikace se €asto pouziva pro preferenéni
oznaceni epididymalni tukoveé tkané nebo branice. Uved'me zde
priklad uziti této aplikace:

Porovnali jsme intraperitonealni podani znaéeného acetétu-
1-C14 s jeho intravendzni aplikaci a to tak, Ze jsme méfrili aktivitu
exspirovaného CO2 (vzniklého z 14 C - acetatem ozna€eného ace-
tylCoA a naslednou oxidaci v Krebsové cyklu). Z obr. €. 65 je pa-
trné, Ze pfi intravendzni aplikaci je aktivita CO2 maximalni v nej-
kratSim méreném ¢éase (v intervalu 0-5 minut) a pak klesa.

Naproti tomu pfi intraperitonealni aplikaci dosahuje aktivita CO2
maxima az ve druhém intervalu (5-10. minut) a pak aZ klesa podob-
né jako po podani intravendznim.

Casovy rozdil a posun kfivek CO2 pfi i.p. aplikaci vyjadfuje z-
pozdéni zplisobené presunem znaéeného acetatu z peritonea a
dosazeni homogenni distribuce v extracelularni tekutiné.

Aplikace intravendzni je u malych laboratornich zvirat tech-
nicky pomérné naroénym ukolem. Je ale zaroven nejvyhodnéj-
Sim zpusobem, protoze zaru€uje nejpresnéji definované pod-
minky pro ozna€eni metabolitu v pfesné vymezeném prostoru.

Podame-li zvireti zna€enou slouéeninu jednorazové, mame bé-
hem nékolika vtefin zajiSténou homogenni distribuci v krevnim
reciSti a miZzeme tedy povazovat v €ase nula podanou aktivitu
skute€né za stoprocentné obsazenou v krevnim recisti.

Jinym prikladem jednorazové intravendzni (i.v.) aplikace je
oznaéeni plasmatickych volnych mastnych kyselin palmitatem-
C14, kdy pokles aktivity zna€eného palmitatu v éase je mozné
analyzovat multikompartmentélni analyzou. O tomto pfipadu
budeme jeSté podrobnéji hovorit.

Intravendzni aplikace znaéené slou¢eniny muaze byt také kon-
tinualni a zvySenim konstatni rychlosti infuze Ize docilit rovnova-
hy mezi odsunem a pfisunem zna€eného metabolitu do krevniho
recisté.



[11.2.2 Znaéeni syntézy acetatem

Jako priklad experimentu s jednorazovym intraperitonealnim po-
danim acetatu zna€eného RA izotopem 14C Ize uvést méreni rychlos-
ti syntézy retézce mastné kyseliny s pouzitim acetatu-1-C14. Acetat,
ktery se z peritonea dostane do krevniho recisté, se ve velmi krat-
kratké dobé rovnomeérné distribuuje v extracelularni tekutiné. Od-
tud pak vstupuje do bunék vSech organu, kde dochazi k syntéze mas-
tnych kyselin.

V pokuse in vivo jsme nejdFive chtéli zjistit, po jak dlouhou dobu
je acetat-C 14 k dispozici ke znaéeni vSech metabolickych cest.

Sledovali jsme dynamiku vydychaného C 1402 v kratkych €aso-
vych intervalech po jednorazové aplikaci stopového mnozstvi
acetatu-1-C14.

Jak je vidét z obrazku €. 66, poklesa aktivita expirovaneho CO2
exponencialné s éasem a to ve dvou fazich. Obé faze jsou v semilo-
garitmickém vyjadreni linearni, prasecik obou pfimek je asi ve 40.
minuté, priéemz pomér rychlostnich konstant je 4:1.

Tomuto obrazu odpovida aktivita acetatu v celkovém plasmatic-
kém volumu, kterou jsme zjistovali jako aktivitu vSech ve vodé
rozpustnych metabolitd. Aktivita acetatu v séru klesa rovnéz expo-
nencielné az do 30.-40. minuty. V této dobé se méni rychlost mize-
ni aktivity z krevniho re€isté.

Z obou vysledku Ize uzavfit, Ze podany zna€eny prekursor je
k dispozici pro zna€eni poolu acetyl CoA do 30.-40. minuty po
i.p. aplikaci. V dalSim ¢éase se pool (hotovost) dvouuhlikatych
fragmentd pro zna€eni acetyl COA méni pouze nepatrné a je do-
plhovan katabolismem dfive oznaéenych metabolita.

V souhlase s touto predstavou vymizeni podaného acetatu z ex-
tracelularni tekutiny je pribéh aktivity celkovych mastnych kyse-
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tézu mastnych kyselin (viz obr. €. 67).



Aktivita dosahuje svého maxima ve 30. minuté po aplikaci; po-
dany znaéeny acetét je tedy k dispozici 30-40 minut po i.p. podani
ke znaéeni syntézy mastnych kyselin. Pro méreni rychlosti jejich
syntézy s pouzitim zna€eného acetatu in vivo je tfeba uzivat zvi-
fata ccav tomto intervalu. Pokud neni tato podminka dodrzena,
jsou vysledky méreni syntézy mastnych kyselin ovlivhény jednak
katabolismem zna€enych mastnych kyselin, jednak presunem
zna€enych mastnych kyselin mezi organy.

PFesun znaéenych mastnych kyselin z jater do tukové tkané je
patrny z obr. €. 68. Zna€ené mastné kyseliny vzniklé v jatrech
jsou ve formé lipoproteini odsouvany do depotni tukové tkané.
Kvantitativné odpovida pokles aktivity jaternich lipidd mezi 30. -
120. minutou zhruba pfirastku v tukové tkani. Rovnéz skuteénost,
Ze aktivita plasmatickych lipiddi je nejvysSi ve 30. minuté, odpovi-
da nasi predstaveé o redistribuci mastnych kyselin krevnim reéis-
tém v tomto ¢ase.

[11.2.3 Utilizace glukézy 14C

Glukoza, jejiz molekulova vaha je podstatné vyssi nez moleku-
lova védha acetatu, a kter& ma mnohem komplikovanéjsi trans-
port z extracelularniho do intracelularniho prostoru, nemtze byt
podavana intraperitonealné. NejvhodnéjSim zplsobem aplikace
je jeji peroralni podani sondou do Zaludku.

PFi sledovani osudu takto podané glukdézy je nejlepsi informaci
sledovani dynamiky vydychaného CO2. Jeho aktivita se prudce
zvySuje v kratkém €ase po podani sondou a pak dosahuje maxi-
ma mezi 60. a 120. minutou po aplikaci, pak klesa az do 4. hodiny
(viz obr. €.69).

V dalSim €ase je pokles podstatné pomalejSi. Znaéena glukoza,



ktera je po podani transportovana slozitou cestou az k mistu oxi-
dace (event. stopovani anabolickych cest), je dostupna v intervalu
0-4 hodiny. V tomto intervalu je také oxidovano 80% z celkové oxi-
dované glukdézy z 8 hodinového intervalu. Po intervalu 4. hodiny je
expirovan znaéeny CO2 vznikly predevsSim oxidaci dfive oznace-
nych metabolitd a zna€eni CO2 je podstatné nizSi nez v predeSiém
intervalu do 4. hodiny.

Pro méreni poméru mezi oxidaci glukdzy a jeji utilizace jako
netukového prekursoru pro syntézu mastnych kyselin jsme zvo-
lili praveé tento interval a zabijeli proto zvirata 4 hodiny po aplikaci
glukézy-C 14. Mérili jsme jednak aktivitu expirovaného CO2, jed-
nak aktivitu mastnych kyselin v celkovém karkasu, v jatrech a epi-
didymalni tukové tkani.

[11.3 Experimenty in vitro

PFi pokusech in vitro inkubujeme €asti tkani v inkubaénim me-
diu, ve kterém je obsaZzena kromé inkubaéniho roztoku (napf.
Krebs-Ringer fosfatovy pufr - KRF) radioaktivné znacena latka.
Znacena latka je pochopitelné riizna podle toho, jaké metabolic-
ké pochody sledujeme; jde napf. o gluk6zu 14 C, acetat-14 C, ne-
bo mastné kyseliny znaéené 14C a pod.

U nékterych tkani mizeme pouzit pfimo jeji extirpovany kousek,
dostateéné tenky (aby byl zaruéen homogenni prisun Zivného me-
dia do tkané) a pritom natolik kompaktni, aby se v prabéhu inku-
bace neporusil. V jinych pFipadech délame pomoci Ziletky v drzaku
tenké tkanové rezy. Prvni z uvedenych zplasobi mizeme nap¥. po-
uZit u branice, epididymalni ¢i perirenalni tukové tkané, rezy tkani
délame napf. u jater.

Priklady in vitro experimenta:
- Ke sledovani tvorby mastnych kyselin a dalSich lipidovych frakci
se uziva acetéat-1-14C, pridavany do inkubaénich bani€ek (viz obr.
€. 70 v mnozstvi 2 uC na vzorek. Inkubaéni doba je 60sekund, in-
kubace probiha pfi 370C a s O2 jako plynnou fazi.



Po skonéené inkubaci jsou kousky tkané z media vybrany,
oplachnuty, osuseny na filtraénim papiru, pak jsou homogenizo-
vany.

Z homogenatu jsou pak extrahovany lipidy metodou dle Folcha
(1957) dvacetinasobkem chloroform - metanolu v poméru 2:1. Pak
se k tomuto extraktu pridaji 2 dily 2% KH2PO4 na 10 dilt extraktu.

Alikvot chloroformové €asti extraktu je potom pomoci tenko-
vrstevné chromatografie (TLC) na silikagelu rozdélen na fosfolipi-
dy, mono-,di- a triglyceridy, cholesterol a volné mastné kyseliny.
Tyto frakce byly pak metodou kapalné scintilace zméreny.

-Oxidace acetétu-1-14C byla sledovana pfi inkubaci tkanovych

(na priklad jaternich Fizka) v KRF, pfi 370C, po dobu 60 minut.
Vydychany CO2 byl vychytavan v 50% alkoholickém roztoku mo-
noetylaminu. Aktivita byla mérena po rozpusténi alikvotu roztoku
ve scintilaéni tekutiné.

- Esterifikace mastnych kyselin je sledovana s palmitat-1- 14C
Vv jaternich fezech.

Zaveér: Je si treba uvédomit, Ze in vitro sledovani nemusi odrazet

pomeéry v intaktnim organismu, kde existuje regulace pomoci hor-
mont i CNS. SpiSe je testovana moznost reakce organismu v da-

ném pochodu nez jeji skuteéna velikost.

[11.4 Metabolické problémy a zptisob jejich feSeni

Pouzitim znaéenych slouéenin se fada biologickych disciplin
posunula na zcela jinou kvalitativni Groven. Zejména v poslednich
cca 30 letech ma jak kvalita tak kvantita ziskanych experimental-
nich dat vzestupnou tendenci. To je zplisobeno jednak rozsirenim
palety komeréné vyrabénych slouéenin, dale pak rutinnim pouzi-
tim dokonalych automatt pro scintilaéni detekci mékkého beta
zareni C1l4aH 3.

Hlavnim diivodem pak je objeveni fady novych separaénich me-
tod.

Pouziti zna€enych metod skryvéa vSak v sobé Uskali spoéivajici
v tom, Ze aplikaci RA znaéené slouéeniny, izolaci sledovaného me-
tabolitu a zmérenim jeho aktivity u jakéhokoliv vzorku lze ziskat
pomeérné jednodusSe Fadu experimentalnich €isel. To vede k tomu,
Ze kvantita vysledkll ze stopovacich experimentl vzrista zavrat-
nou rychlosti, ne vzdy jde ale o kvalitativné nové informace.

[11.4.1 Porovnani rychlosti stejné metabolické reakce
u raznych skupin zvirat
al
A B
a2



Méfili jsme rychlost syntézy triglyceridi a fosfolipidli v jatrech.
Jak triglyceridy tak fosfolipidy vznikaji esterifikaci volnych mast-
nych kyselin transportovanych z krevniho re€iSté do hepatocytu.
Po prechodu celularni a mitochondrialni membranou a aktivaci
mastnych kyselin na acyl-CoA muze byt mastna kyselina utilizo-
vana dvéma alternativnimi cestami a to jednak oxidaci, jednak
esterifikaci - viz obr. €. 71.

Je znamo, Ze utilizace mastnych kyselin beta oxidaci je akcen-
tovana hladovénim. Polozili jsme si otazku, zda sou€asné s oxida-
ci mastnych kyselin neni zménéna i jejich rychlost esterifikace.

Syté a 48 hodin hladovéjici krysi samice byly dekapitovany a
Z jejich jater byly pfipraveny tkanové fezy. Rezy byly inkubovany
10 minut v Krebs-Ringerové fosfatovém pufru bez vapniku v kys-
likové atmosfére do ustaveni rovnovahy. Pak byl postrannim ra-
meénkem inkubaéni baniéky (Warburgovy) injikovan zna¢eny pal-
mitat-1-C 14 v komplexu s albuminem. Finalni koncentrace vol-
nych mastnych kyselin pak byla 0,2 umol/ml a pomér mastné ky-
seliny:albumin byl 7:1.

Po 60 minutach inkubace byl metabolismus tkanového rfezu
zastaven pridanim 1 ml 5N H2SO4 a do vloZeného kaliSku s mo-
noetanolaminem byl vychytavan expirovany CO2. Po 40 minu-
tach byla jaterni tkan homogenizovana a smési chloroform-meta-
nol 2:1 byly extrahovany celkové jaterni lipidy. Pro rozdéleni na
tenké vrstvé kyseliny kiemig€ité (TLC) byla pa k stanovena aktivi-
ta volnych mastnych kyselin, triglycerida a fosfolipidd.

Zmeérena aktivitav CO2 a ve vSech lipidovych frakcich (na
1 g) byla vydélena specifickou aktivitou palmitatu-1-C14 v me-
diu a vysledné hodnoty jsou pak vyjadreny v mumol mastné ky-
seliny oxidované na CO2 resp. esterifikované na triglyceridy €i
fosfolipidy.

Z obrazku €. 72 je vidét, Ze kromé potvrzené zvySené oxida-
ce mastnych kyselin za hladovéni ve srovnani s kontrolnimi
sytymi zviraty, poklesla i rychlost syntézy triglycerida po 48 ho-
dinach hladovéni a to o 40%.



[11.4.2. Porovnani rychlosti dvou metabolickych cest

Na kriZzovatce dvou metabolickych cest Ize pomoci znaéené
slou€eniny sledovat pomér rychlosti mezi témito dvéma cesta-
mi (A----B resp. A----C).

Pripad je jednodussi, pokud zname alespon priblizné velikost
poolu A a pokud zna€ena molekula pFi preméné na finalni meta-
bolit B nebo C neprodélava nékolik fedéni v poolech, jejichz veli-
kost je zna€né variabilni a experimentalné nepfistupna méreni.
V takovém pfripadé Ize obé tyto reakéni rychlosti vyjadrit v abso-
lutnich hodnotach a vypogitat jejich pomeér.

Jako priklad maze slouzit sledovani poméru oxidace a esteri-
fikace mastnych kyselin v jatrech. Vzhledem k tomu, Ze zndme
velikost extracelularniho poolu volnych mastnych kyselin a jeho
specifickou aktivitu, mazeme ji polozit rovnou specifické aktivité
intracelularniho poolu palmityl-CoA.

Predpokladem ovSem je, Ze transport mastnych kyselin do int-
racelularniho prostoru neni limitujici , a také, Ze aktivita palmityl
CoA syntetazy neni limitovana.

[11.4.3 Sledovéani vztahu dvou metabolickych rychlosti

PFi zméné nutri€éniho stavu organismu ¢i pri jiné zméné ne-
dochazi k jedné ale k celé fadé metabolickych zmén souéasné.
Vyvstava otazka, ktera z téchto zmén je primarni a které jsou z
této prvotni zmény odvozeny.

Jako priklad lze uvést sledovani vztahu esterifikace k oxida-
ci mastnych kyselin. Za hladovéni dochazi k vzrastu koncent-
race volnych mastnych kyselin, jejich zvySenému vychytavani
v jatrech a ke zvySené jejich oxidaci na CO2 a také ke zvySeni
produkce ketolatek. Predpoklada se, Ze zvySena tvorba ketola-
tek je regulovana prostrednictvim zvySené intracelularni kon-
centrace acetyl CoA, citratu nebo hormonalné.

Alternativni cestou oxidace mastnych kyselin v jatrech je je-
jich esterifikace na triglyceridy a fosfolipidy a za hladovéni do-



chazi soucasné se zvySenim oxidace i ke snizeni esterifikace
mastnych kyselin.

V nasledujicim pokuse jsme se snazili zjistit, zda esterifika-
ce nehraje regulaéni tlohu v oxidaci mastnych kyselin a pro-
dukci ketolatek. Predpokladali jsme, Ze by sniZzena rychlost es-
terifikace za hladovéni mohla umoznit zvySenou dostupnost
mastnych kyselin pro oxidaci.

Sledovali jsme proto €asovy rozvoj obou rychlosti po hlado-
véni a nasledné realimentaci. Metodou inkubace jaternich re-
zu s palmitatem-I-C 14 jsme méfili rychlost esterifikace a sou-
Casné také rychlost produkce acetoctanu.

Jak je patrné z obrazku €. 73, je produkce ketolatek po 12
hodinovém hladovéni signifikantné zvySena, a€koliv nedocha-
zZi jesté ke zretelné zméné rychlosti syntézy TG resp. PL. Po 24
hodinach hladovéni dochéazi k dalSimu zvySeni produkce keto-
latek a sou¢asné ke zméné rychlosti esterifikace. Po delSim hla-
doveéni se jiz ani produkce ketolatek ani rychlost esterifikace ne-
méni. Ke zméné oxidace dochazi tedy dfive nez ke zméné este-
rifikace.

Podobny obraz jsme vidéli pfi porovnani obou metabolickych
rychlosti po realimentaci 24 hodin hladovéjicich zvirat sondou po-
danou glukézou (4 g nal kg vahy). Jiz 30 minut po realimentaci
dochazi ke sniZzeni produkce acetoctanu na hodnoty, které se bli-
Zi kontrolnim zviratam.

Rychlost syntézy triglycerida se ve 30. minuté po realimenta-
ci jeSté neméni a je signifikantné vyssSi az 90 minut po realimen-
taci. Anitehdy se jeSté neméni rychlost syntézy fosfolipidu.

Z €asového zpozdéni zmén esterifikace za oxidaci lze tedy u-
zavrit, Ze esterifikace nemtize hrat regulaéni tlohu v produkci ke-
tolatek.

[11.4.4 Ur€eni rychlosti limitujiciho kroku
Zmeéna rychlosti syntézy (nebo Stépeni) finalniho produktu,
jako vysledek podnétu plsobiciho na organismus, zahrnuje v
sobé fadu zmén v rychlosti tvorby intermediarnich metabolitu.
PFi zméné rychlosti syntézy triglyceridd je mozno o€ekavat
zmeény rychlosti ve vSech krocich, kterymi molekula mastnych
kyselin projde:



volné mastné kyseliny ------ acylCoA ------ kys. fosfatidova
---------- 1,2 diglycerid ------ triglycerid

Je dualezité zjistit, ktery krok je regulaéni, tedy rychlost limi-
tujici. K feSeni této otazky jsme usporadali pokus ato tak, Zze
jsme méfrili rychlost syntézy vSech intermediarnich a finalnich
metabolitd u skupin kontrolnich a 18 hodin hladovéjicich pot-
kanu. Tuto dobu hladovéni jsme povazovali na zakladé naSich

vs  weNs

k prvnim zménam rychlosti syntézy triglyceridii - viz obr. €. 74.

Po 18 hodinach hladovéni doslo u zvifat k minimalnimu sni-
Zeni rychlosti syntézy triglyceridll. Tento pokles je statisticky
nevyznamny. Rovnéz pokles rychlosti syntézy 1,2 diglyceridi
je statisticky nevyznamny.

Porovname-li rychlost syntézy hlavnich frakci fosfolipidi,
vidime, Ze neni vyznamného rozdilu v rychlosti syntézy fosfati-
dylcholinu (lecitinu - FCH - a fofatidylethanolaminu - FE), kte-
ré jsou finalnimi produkty.

Naproti tomu snizZeni rychlosti syntézy kyseliny fosfatidové
(KF), ktera je prvnim krokem syntézy triglyceridd, je vysoce sta-
tisticky vyznamneé. Aktivita kroku aktivujiciho mastnou kyselinu
na acyl CoA nemuze byt rychlost limitujici, nebot’ aktivita acyl-
CoA syntézy je naopak za hladovéni akcentovana.

Rychlost limitujicim krokem esterifikace je tedy praveé reakce
regulovana alfa-GP acyltransferazou (preneseni dvou retézcu
mastnych kyselin na molekulu alfa-GP), vedouci ke vzniku kyse-
liny fosfatidove.

[1.4.5 Nehomogenita metabolického poolu

Zvysovani rozliSovaci Urovné, ktera je dasledkem pouzivani
novych experimentalnich pristupt, vede nékdy k nutnosti zasad-
ni zmény nazoru na studovany metabolicky systém. Interpretace
novych experimentélnich dat si €asto vynucuje predpoklad, ze
studovany systém ma mnohem slozitéjSi strukturu, nez jaké byla
dosud predpokladana.

Vyskytuje se zejména situace, pri které dochazi k nalezam



svédéicim pro skute€nost, Ze misto pavodné jednoho predpokla-
daného poolu existuje poolt nékolik, navzajem od sebe oddéle-
nych.

Prikladem je pool zasobnich triglyceridil v adipocytu (tukové
bunce), ktery byl dfive povazovan za homogenni. Vysledky Vaug-
hanové (1959) se ale ukazaly v naprostém nesouhlase s touto
predstavou. Vaughanova inkubovala epididymalni tukovou tkan
krys se zna€enym palmitatem a oznagcila tak triglyceridy tukove
bunky a pak mérila uvolnovani mastnych kyselin z takto ozna€e-
nych triglyceridu.

Uvedena autorka zjistila, Ze specificka aktivita uvolnénych
mastnych kyselin (aktivita uvolnénych mastnych kyselin délena
mnoZstvim uvolnénych mastnych kyselin) je podstatné vyssi nez
priumérna specificka aktivita mastnych kyselin v celé tukové tka-
ni. Tento fakt lIze vysvétlit pouze tak, Ze triglyceridy v tukové tkani
jsou ve dvou poolech, z nichz pool A komunikuje s extracelular-
nim prostorem, kdeZto pool B prakticky pouze s poolem A - viz
obr. €. 75.

To, ze s plasmou komunikuje pouze pool A, je jisté zjednoduSe-
na predstava; i pool B by mohl rovnéz komunikovat s plasmou, ale
rychlosti podstatné nizsi nez pool A.

Palmitatem-C14 oznaéime triglyceridy v poolu A a méfFime spe-
cifickou aktivitu mastnych kyselin uvolnénych z tohoto poolu. Pool
B se znaé€i postupné presunem znaéenych mastnych kyselin z A do
B.

Zavedeme-li nyni predpoklady, Ze:

a) systém je v rovnovazném stavu

b) rychlosti rBO, rAB a rBA jsou zanedbatelné vzhledem k rOA

arAo,

pak muazeme predpokladat, Zze méfime specifickou aktivitu volnych

mastnych kyselin uvolnénych do media. Ta se rovna specifické ak-

tivité mastnych kyselin v A, protoZe pool B se neoznaéi vyznamné

a specificka aktivita v B bude proto témér rovna 0. Pak rovnice:
specif. akt. v celé tuk. tkani (A+B)

specif. akt. uvolnénych MK x 100%



udava velikost poolu A z celkovych triglycerida tukové tkané.

Porovnali jsme timto zptsobem tukovou tkan u zvirat mladych
(2 mésiénich) a dospélych (8 mésiénich). Epididymalni tukovou
tkan jsme inkubovali 30 minut se znaenym palmitatem C14 a pak
po dobu 60 minut jsme inkubovali tuto tukovou tkan v 3% albumi-
nu (méreni uvolnovani volnych mastnych kyselin) - viz obr. €. 76.

Obé skupiny se liSi v mnoZstvi uvolnénych mastnych kyselin
ataké v jejich specifické aktivité. Rovnéz specificka aktivita tri-
glycerida v tukové tkani po inkubaci palmitatem je u starSich je-
dincu nizsi, protoze rychlost esterifikace je snizena.

Vypoéteme-li nyni pomér specifické aktivity, zjistime, Ze pool
A (aktivnéjsi, s rychlym obratem) €ini 3,7% celkovych triglyceridu
u mladSich zvirat, kdezZto u starSich zvirat je pouze 1,2%. Velikost
aktivniho poolu se tedy starim snizuje.

[1.4.6 Distribuce znaéeného metabolitu

Pokusy sledujici distribuci jsou ve svém principu velmi jedno-
duché. Koneénym vyjadrenim distribuce je procentudlni ¢ast po-
daného znaéeného metabolitu lokalizovana ve stanoveném ¢éase
ve vymezeném prostoru (celém organu, v uréitém druhu bunék
nebo subcelularnich €astic). Velmi éasto neni ani nutné analyzo-
vat, v jaké formé je zna€eny atom podaného metabolitu ve studo-
vaném prostoru. Takto stavéné experimenty jsou oby€ejné prv-
nim stupném reSeni otazek z oblasti vyzivy, farmakologie a pod.

Jako priklad uvadime vychytavani plasmatickych volnych ma-
stnych kyselin v ischemickém kosternim svalu. Ischemie pravée
zadni konéetiny krys bylo dosazeno pretétim praveé illické tepny
bez preruseni zily a inervace. Pokusnym a kontrolnim zviratam
byl i.v. injikovan komplex albuminu s kyselinou palmitovou C 14
(3uC) aRb86 CI (5 uC). V 90.-té sekundé po aplikaci, kdy je pre-
vazna éast mastnych kyselin vychytana extravaskularné, byla
zvirata dekapitovana. Aktivita v bércovém svalu byla vyjadrena
v procentech z podané aktivity mastné kyseliny. Procento vy-
chytaného rubidia ukazuje pfitom zménu rychlosti priitoku - viz
obr. €. 77.



Jak je z néj patrno , je do ischemického krysiho svalu inkor-
porovano méné mastnych kyselin. ProtoZe jsme v témZe expe-
rimentu méfili zménu pratoku, mohli jsme distribuci mastné
kyseliny porovnat se zménou pratoku. Je vidét, Ze jak distribu-
ce C14, tak distribuce RA rubidia je v ischemickém svalu sni-
Zena asi 0 60% v porovnani s kontrolni skupinou. Snizeni in-
korporace mastné kyseliny do ischemického svalu je tedy ziej-
mé dano snizenou rychlosti pratoku krve svalem.

[11.4.7 Méreni pritoku (inflow)

Zmeéreni distribuce metabolitu, které jsme probrali v pred-
chozi €4sti, nemusi byt vZzdy postaéujici pro reSeni nékterych
otazek premény ve tkanich. Distribuce jednorazové podané
znacené latky v organismu dava dostateénou informaci pfi po-
rovnani dvou skupin pouze v pfipadé, Ze obrat tohoto metabo-
litu je u obou skupin stejny.

Jako priklad si mazeme uvést experiment z¢asti jiz popsa-
ny v minulych odstavcich. Zvifatam trenovanym zvySenou fy-
zickou zatézi, omezenym v pohybu a kontrolnim byla opét po-
dana 14 C-kyselina palmitova. Zvirata dekapitovana v 5 a 10
minuté po aplikaci, kdy je jiz aktivita v krevnim re€isti mini-
malni (tzn. Ze podstatna €ast podaného znaéeného palmitatu
je jiz distribuovana do tkani), byla shrnuta do jedné skupiny.
U této skupiny byla zmérena aktivita v epididymalni tukové
tkani a v musculus soleus - viz obr. €. 78.

Distribuce palmitatu-C14 u vSech sledovanych skupin je vy-



jadrena jako procento z podané aktivity. Tento ukazatel poda-
va dobrou informaci pfi porovnani skupiny kontrolni a treno-
vané, protoze odtok se mezi obéma skupinami nelisi. Tréno-
vana zvirata distribuuji vétSi procento aktivity do svalu a mé-
né do depotniho tuku. Naopak pfi porovnani skupiny kontrol-
ni a omezené je toto procentuelni vyjadreni zcela zkreslujici.
Obé skupiny se zasadné liSi v hodnoté odtoku (outflow)
plasmatickych mastnych kyselin. Chceme-li tyto skupiny zvi-
fat porovnat, musime méfit pfitok (inflow) mastnych kyselin

do svalu a epididymalni tukové tkané v absolutnich hodno-
thch. To znamena vyjadrit ho v . umolech mastnych kyselin
transportovanych do celého svalu €i epididymalniho tukové-
ho télesa za €asovy interval.

Tento vypocet je velmi jednoduchy.:

[ inflow mastné kyseliny do organu

D...... je procento, které ze 100% podané aktivity

bylo distribuovano do tohoto organu

R..... je hodnota odtokové miry (outflow rate).

Je pochopitelné, Ze hodnota pritoku mastnych kyselin do svalu
nebo depotni tukoveé tkaneé je zavisla na rychlosti obratu plasma-
tickych volnych mastnych kyselin. Cim je rychlost obratu vétsi,
tim vice pritéka mastnych kyselin do sledovaného organu, i kdyz se
procentuelni distribuce nemeéni - viz obr. €. 79.

Na tomto obrazku jsou uvedeny hodnoty pritoku mastnych kyse-
lin u sledovanych skupin. Do svalu kontrolnich a pohybové omeze-
nych zvirat pritékd podobné mnozstvi mastnych kyselin za 1 minutu.



Toto mnoZstvi je pravdépodobné nutné pro minimalni kryti energe-
tickych vydajt z lipidd u sytého organismu. Naproti tomu zvirata tré-
novand zasobuji kosterni sval vétSim mnoZzstvim mastnych kyselin.

Dlouhotrvajici trénink na fyzické zatizeni vede k adaptaci koster-
niho svalu na vySSi produkci energie z mastnych kyselin i ve stavu
klidu. Naopak kontrolni zvirata distribuuji vétSi mnozstvi mastnych
kyselin, které nebyly pouzity ve tkanich pro utilizaci, zpét do depot-
ni tukové tkané.

[1.4.8 Multikompartmentalni model metabolismu mastnych
kyselin a lipoproteint

V této kapitole uvedeme priklad analyzy experimentalnich dat
s pouzitim pogéitace. Pristup analyzy experimentalnich dat s uzitim
pocitae umoZiuje nejen zobecnit a interpretovat experimentalni
Udaje, ale i vypo¢itat Udaje pfimému méreni nepristupné. V uplynu-
lych létech se objevilo nékolik praci, které problém metabolickych
regulaci lipidd studuji s pouzitim zna€enych mastnych kyselin a
multikompartmentalni analyzou.

Provedli jsme pokus, ve kterém jsme pro oznaéeni metabolické
cesty pouzili kyselinu palmitovou-C14 v komplexu s albuminem i.v.
aplikovanou do ocasni zily neanestezovanych krys. Absolutni che-
mické mnozstvi mastné kyseliny bylo velmi malé, prakticky Slo o
stopové mnozstvi.

V €asovych intervalech od 10 sekund do 40 minut jsme jednot-
liva zvirata utraceli a stanovili u nich aktivitu volnych mastnych ky-
selin a triglyceridd (ve frakci velmi nizko denzitnich lipoproteinu -
VLDL) v séru a dale aktivitu celkovych lipidt jater. Aktivita vSech
frakci byla mérena po extrakci lipida a jejich rozdéleni tenkovrstev-
nou chromatografii (TCL) na beta méfi€i s uzitim kapalného scintila-
toru.

Osud intraven6zné podané znaéené mastné kyseliny bude patr-
néjSi ze zakladniho kompartmentového schematu- viz obr.¢. 80.

Mastné kyseliny mizi z plasmy (kompartment 1) jednak do jater
(kompartment 2 + 5), jednak do extrahepatéalniho prostoru (kom-
partment 4 + 6), reprezentovaného predevsim tukovou tkani. V jat-
rech je €ast mastnych kyselin uloZena a dalSi ¢ast uvolnéna z jater
ve formé plazmatickych triglyceridda velmi nizké density (VLDL je
kompartment 3). Ty jsou déle Stépeny a utilizovany.

Literarni Udaje a naSe predchozi zkuSenosti s analyzou podob-
nych systémiu nas vedly k tomu, Ze jsme zavedli predpoklad rozdé-
leni hepatalniho i extrahepatalniho prostoru na dva pooly, z nichz
jeden je labilni a komunikuje s plazmou, kdeZto druhy je stabilni a
komunikuje pouze s labilnim poolem. Dale jsme poé€itali s jistym do-
pravnim zpozdénim vzniklym pfi syntéze triglyceridli v hepatocytu
a navazani triglycerida do komplexu lipoproteind.



Z vypoéitanych hodnot rychlostnich konstant je patrné, Ze k14
je vétSi nez k12, takZe mastné kyseliny jsou vychytavany vice v ex-
trahepatéalnich tkanich nez v hepatalnim prostoru. Zpétny tok ex-
trahepatalniho prostoru v3ak vraci mastné kyseliny zpét do plazmy.
my.

Fyziologicky vyznam téchto toki je asi takovy, Ze znaéené mast-
né kyseliny, které se dostanou na povrch celularnich membran a-
dipocytq, se zde michaji s neznaéenymi mastnymi kyselinami uvol-
novanymi z tukove tkané. Vraceji se pak do vaskularniho prostoru,
aby mohly byt vychytavany dale v jatrech. Toky mezi labilnim a
stabilnim poolem jsou v jatrech i extrahepatalnim prostoru vyzna-
¢eny jako jednosmeérné, coz pochopitelné ve fyziologickych pod-
minkach organismu neplati.

Vzhledem ke kratké dobé sledovani vSak specificka aktivita sta-
bilniho poolu nedosahne takové hodnoty, aby bylo nutno se zpét-
nym tokem kalkulovat, pfi dlouhodobéjSim experimentu by to bylo
nutné.

Shoda mezi experimentalnimi daty (jednotlivé body jsou hodno-
tyyl, y2 ay3) a vypoétenymi hodnotami aktivit v kompartmentu 1
=yl,2+5 =y2a3=y3je patrné z horni €asti obrazku ¢&. 81.

Z prabéhu krivky 3 je vidét i €asové zpozdéni Td. Vypoéteny priibéh
aktivit dalSich kompartmentt (experimentalné nepfristupnych mére-
ni) je na dolni éasti obrazku.

Reseni multikompartmentalniho modelu je jednoznaéné a lineér-
ni (typické pro experimenty s podanim zna€ené latky ve stopovém
chemickém mnozstvi).



[11.5. Priklady uziti RA latek ke sledovani metabolickych problému

[11.5.1. Hladina a tvorba cholesterolu resp. mastnych kyselin
ve vztahu k véku u krys

Ateroskleroza se u lidi i nékterych zivo€iSnych druht (napf. pra-
se) spontanné vyskytuje ve vySSim procentu s postupujicim vékem.
Proto jsme chtéli védét, jak se u krys rdzného stafi méni aterogen-
ni latky, jak se lisi hladina a tvorba mastnych kyselin a cholestero-
lu. Pokusy jsme provadéli na zviratech presné definovaného véku.

Vysledky jednoznaéné prokazaly, Ze zatim co hladina mastnych
kyselin stejné jako cholesterolu se ve tkanich resp. v séru s vékem
zvysSuje, klesd naopak jejich tvorba ve tkanich. Stejné vysledky jsme
dostali v pokusech in vivo jako in vitro - viz tab. €. 6.

V literature je prekvapivé malo praci, které by systematicky stu-
dovaly tento problém, pouze ojedinéle nachazime porovnani hladin
bud’v séru €i v jedné tkani u mladych ve srovnani se starymi jedin-
ci. Z naSich vysledku jasné vyplyva, Zze na kumulaci aterogennich
lipidii s vékem ve tkanich, véetné aorty, se neprojevuje zvyseni je-
jich tvorby ale naopak snizeni jejich odbouravani.

[11.5.2 Hladina a tvorba cholesterolu resp. mastnych kyselin
ve vztahu ke zménam pohybové aktivity u krys

Pfi zvySeném ukladani lipida ve tkanich s vékem se nesporné
uplatnuje i pokles v pohybové aktivité, ke kterému u starSich jedin-
cl dochazi. Proto jsme podrobnéji sledovali, jakym zpasobem se
sniZzené €i naopak zvy3Sena pohybova aktivita odréazi v lipidovém me-
tabolismu. Dilezitym stimulen pro nas vyzkum byla skuteénost, Ze
pro €lovéka nasSi doby se omezeni pohybové aktivity v pracovni
I mimopracovni €innosti projevuje éim dale tim vyraznéji.

V fadé drivéjSich praci jsme ukazali, Ze se s hyperaktivitou sniZu-
je mnozstvi celkovych lipidli v téle a to pfi zvySené jejich tvorbé. Da-
leko méné jasnéaje vSak situace, pokud jde o hladiny cholesterolu
v séru atkanich. Napr. u cholesterolemie dosahli riizni autofi na-
prosto odliSnych vysledkd, coZ je dano predevsim velkymi metodic-
kymi rozdily (stafi pokusnych modeli, velikost a délka zmény pohy-
bové aktivity) - prehled viz Parizkova (1977).

V nasSich pokusech, na krysach definovaneho stari (tésné po od-
stavu), pfi uziti stfedni intenzity nucené fyzické aktivity (18 m/min. po
dobu 3 hodin denné) jsme nalezli jasné vyjadrené snizeni choleste-
rolemie i kumulace cholesterolu ve tkanich po 60 i 120 dnech adap-
tace - viz obr. €. 82 - horni ¢éast. U zvirat hypokinetickych byl obraz
zrcadlovy - hodnoty byly zvySené proti kontrolnim zviratam.



Situace pokud jde o tvorbu cholesterolu - viz obr. €. 82, dolni
€ast, je naopak takova, Ze pfi dlouhodobé zvySeném pohybu je nej-
vysSi tvorba, pfi dlouhodobém omezeni pohybu pak nizsi. Zcela
stejné je tomu i pokud jde o tvorbu mastnych kyselin.

[11.5.3 Hladina a tvorba lipidovych frakci pfi zménach spon-
tanni aktivity u krys

V dalSich pokusech jsme prokazali, Ze kvalitativné stejné zmeény
jako nucena fyzicka aktivita v metabolismu mastnych kyselin vyvo-
lava i dlouhodoba zména ve fyzické aktivité spontanni, zpasobena
nutriénim zasahem v ranné ontogenezi. ZvySenim po€tu mlad’at ve
hnizdé na 12 oproti kontrolnim 6 mlad’atim byly vyvolany nasledné
zmény ve spontanni fyzické aktivité. Mlad’ata z téchto velkych vrhi
se vyzna€ovala snizenymi hodnotami pokud jde o mastné kyseliny
v karkase, zatimco tvorba mastnych kyselin je vyrazné zvySena - viz
obr.¢€. 83.

Naproti tomu pokud jde o cholesterol, nevyvolavaji zmény ve spon-
tanni aktivité Zadnou ¢€i velmi malou odezvu v metabolismu choleste-
rolu. V kazdém pripadé vSak naSe nalezy prispivaji k hypotéze, pred-
pokladané i Kannelem a Dawlerem (1972), Ze ranné vlivy se mohou
odrazit ve zménach lipidového metabolismu a mohou tak prispét i k
vyvinu ateromatoznich zmén.

[11.5.4. Vliv cviéeni matek a vlastniho cvi€éeni na lipidovou
preménu jejich potomka
Nékteré udaje (Szabo a sp. 1975, Dancis 1975) svédéi o tom, Ze
metabolické zmény, ke kterym pod vlivem raznych podnétt docha-



zi v organismu gravidnich matek, se mohou odrazet i u jejich potom-
jde o mikrostrukturu srdce potomku, ma pozitivni vliv zvySena fyzic-
ka aktivita gravidnich matek.

Proto jsme se pokusili prokézat i pripadny vliv na lipidovou pre-
ménu potomkd, a to jednak bez ovlivnéni jejich vlastni zvySenou €i
sniZzenou fyzickou aktivitou, jednak s ovlivnénim (toto vlastni ovliv-
néni fyzické aktivity probihalo od odstavu mladiat, tj. od 35dna vé-
ku).

Jak v pripadé gravidnich matek, tak i jejich potomku, byla apli-
diny denné). Ve véku 90 dni se vyznacuji potomci hyperkinetickych
matek zvySenymi hodnotami celkovych lipidd a mastnych kyselin
(u samicich potomku) a cholesterolu v jatrech (u obou pohlavi).
Uroven lipogeneze v jatrech je pfitom u samiéich potomku sniZzena,
zmény u saméich potomka jsou malé - viz obr.€. 84.

Pri vlastni zvySené fyzické aktivité pozorujeme rovnéz zmeény

u potomku matek vystavenych fyzické aktivité a to odliSné od po-

tomku necviéicich matek - vyrazné jsou tyto zmény zejména u sa-
micich potomku. Po 60 dnech vlivu hyperaktivity reagovali samié€i
potomci aktivnich matek odliSné od potomkt matek kontrolnich

(viz obr.€. 85), jak pokud jde o hladiny tak i o tvorbu lipidovych

frakci.

Vyklad téchto zmén, které probihaji ponékud odliSné nez
v dfive uvedenych pokusech (mozZna i v duasledku ponékud zméné-
né intenzity pohybové zatéze), je dosti obtizny. V kazdém pripadé
vSak vysledky davaji podnét k dalSimu studiu vlivu pohybové aktivi-
ty na nasledujici generace.



[11.5.5 Hladiny lipidd v séru atkanich a jejich syntéza
u miniprasat v prtibéhu experimentalni aterosklerézy
vyvolané cholesterolovym Zirem
U miniprasatek po 2 resp.10 mésicich pfrivodu vysokotukové die-
ty s 2% cholesterolu byly sledovany zmeény hladiny cholesterolu, tri-
glyceridd a volnych mastnych kyselin - viz obr. €.86. Zatimco hladi-
na triglyceriddi se v prabéhu uvedenych €asovych intervali praktic-
ky neménila, cholesterolemie se zvysSila jiZz po prvnich 3 dnech a ma-
xima zvySeni dosahla cca po 2 mésicich uvedeného Ziru.

Je zajimavé, Ze hladina volnych mastnych kyselin stoupala u obou
skupin ziejmé v dasledku zvySeného obsahu lipida v dieté. Hladina
cholesterolu pFitom stoupala u skupiny s vysokym privodem choles-
terolu jak v jatrech, tak ve svalu i aorté. U zvirfat s vysokym pFivodem
tukd a cholesterolu v dieté je mozné pozorovat snizeni endogenni
syntézy cholesterolu v jatrech i intimé aorty, coz svéd¢€i o zpétné kon-
role syntézy cholesterolu ve tkanich - viz nasleduijici obr. €. 86.

Naproti tomu endogenni syntéza mastnych kyselin v intimomedi-
alni éasti aorty je jak u zvirat po 1 tak po 10 mésicich zvySena. Je a-
le zajimavé, Ze v pripadé syntézy cholesterolu i mastnych kyselin
jsou hodnoty tvorby po 10 mésicich nizsi u kontrolnich i pokusnych
zvirat, ve srovnani s 2 mésiénimi prasaty. To nasvédéuje tomu, Ze
Uroven obou pochodd se s vékem snizuje (jak jsme jiz v jinych po-
kusech na jiném zvifecim modelu - kryse - zjistili).

[11.5.6 Transport cholesterolu plasmatickych lipoproteint do
aorty miniprasat v prabéhu experimentalni aterosklerozy

Uroven hladiny cholesterolu v aorté a stupen jejiho aterosklero-
tického poskozeni je ve vztahu ke hladiné cholesterolu v plasmé.
Permeabilita endothelialni vrstvy intimy je zménéna velmi brzy po
dietnim navozeni hypercholesterolémie. Proto jsme mérili velikost
kost in vitro transportu cholesterolu lipoproteind z plasmy do hrud-
ni aorty a to pomoci homologné biologicky zna€enych 3 H lipopro-
teinu. Velikost transportu byla vypoétena ze specifické aktivity cho-
lesterolu v inkubovaném mediu a z aktivity v inkubovaném vzorku
aorty.



Ukazalo se, Ze jiz po 2 mésicich pokusu se zvySuje velikost
transportu hypercholesterolemickych zvirat cca o 50% - viz obr. €.
87. Tento rozdil setrvava i po 10 mésicich pokusu, i kdyZ absolut-
ni hodnota transportu poklesa u obou skupin. Dlivodem tohoto je-
VU je ziejmeé opét jiz diive zminény pokles obecné metabolické U-
rovné u starSich jedinca.

[11.5.7 Zavéry o vysledcich pokust zamérenych na problematiku

patogeneze aterosklerozy

Zmeény lipidového metabolismu, predevsim cholesterolu, jsou
uvadény ve vztahu k vzniku a prabéhu aterosklerotickych procest
v organismu. Je prirozeng, Ze faktory, které vedou k zvySenému u-
kladani tzv. rizikovych lipidi v organismu (zejm. LDL cholesterol),
se mohou v tomto déji uplatnit.

V prvni fadé mezi tyto faktory patii vySSi vék, ktery obecné vede
k poklesu celkové Uurovné premeény latkové, jak o tom svédéii na-
Se vysledky, pokud jde o velikost lipogenetickych a cholesterologe-
netickych pochodut ve tkanich u krys. Nejde pfitom pouze o rozdil
mezi mlad’aty a dospélymi zviraty, jak je nékdy uvadéno (Lockwo-
od a sp. 1970), ale o patrny postupny pokles se stoupajicim vékem,
ktery se uplatiuje jak v pokusech in vivo tak ve sledovanich in vitro.

Kumulace lipidd ve tkanich, ktera se v prtiibéhu ontogeneze proje-
vuje, musi byt tedy dana relativné vysSSim poklesem odbouravani li-
pida s vékem proti jejich syntéze. Dlvodu poklesu Grovné premény
latkové s vékem je cela rada, mezi jinym se vSak nesporné uplatnu-
je i pokles fyzické aktivity u starSich jedinch. Svédéi o tom skuteé-
nost, Ze stejné vysledky - nizsi tvorba a vysSi kumulace lipida véet-
né cholesterolu - jsme nalezli u zvirat adaptovanych na omezeni po-
hybu. Naopak zvirata hyperaktivni se vyzna€uji podobnymi paramet-
ry jako zvirata biologicky mladsi.

V naSich pokusech doslo u téchto zvirat k vyraznému snizZeni cho-
lesterolemie, ve shodé s nékterymi epidemiologickymi a klinickymi
nalezy (prehled viz Parizkova 1977). Uzili jsme stfedni intensitu fyzic-
ké aktivity, po 60-ti a vice dnech byly zjistény nizSi hodnoty krevnich
i tkanovych lipidd, zejm. cholesterolu.

Zdaleka tak jednoznaéné nedopadly naSe pokusy s vlivem zvySeni



spontanni aktivity, zfejmé proto, ze rozdily v poétu mladat atimiv
dalSich parametrech, nebyly tak velké, aby se projevily vyraznéji. A-
vSak podobné jako v pripadech, kdy jsme sledovali vliv vlastniho
zvySeni fyzické aktivity na potomky kontrolnich a hyperaktivnich ma-
tek (kdy byl uzit slabSi podnét - 15 m/min. po dobu 1 hodiny denné),
byly vysledky ponékud prekvapivé.

Tyto pokusy prispély k predstavé, Zze obdobné jako jiné vlivy (K-
nittle a Hirsch 1968, Johnson a sp. 1973, etc.), i vliv fyzické aktivity
pusobici na matku se uplatfuje v ovlivhéni organismu potomku. Vy-
sledky jsou velice zajimavé, ale jejich interpretace je znaéné obtiz-
na. Detailnéjsi studium této otazky by si vyzadalo spoluprace gene-
tika a sledovani i dalSich generaci pokusnych zvirat, nez bezprost-
fedné nasledujici. Pouze tak by se jednoznaéné prokazalo, Ze po-
hyb maze pasobit pFiznivé nejen na strukturu srdeéniho svalu (Pa-
fizkova a Petrasek 1976) ale i pokud jde o vznik ¢i prtibéh ateroskle-
rotickych procesu.

Krysy, které jsme uzivali ke studiu vlivu rtiznych aterogennich
€initelt na lipidovy metabolismus, se vyznaéuji pomérné znaénou
rezistenci pokud jde o vznik aterosklerézy. Naproti tomu prase — po-
dobné jako €lovék - patFi mezi nékolik zivoéiSnych druh, u kterych
se aterosklerdza vyskytuje i spontanné s postupujicim vékem. U to-
hoto druhu je rovnéZz mozné vyvolat experimentélni aterosklerézu v
podstaté fyziologickym zasahem - nutriénim pfivodem vysokého po-
dilu saturovanych tuka a cholesterolu (Florentin a sp.1968).

Prabéh morfologickych zmén u tohoto druhu je velice obdobny
poméram u poc€inajiciho a rozvijejiciho se onemocnéni u ¢lovéka.
Ateroskler6za postihuje u obou druhd predevSim aortu, koronarni
a intrakranialni arterie (Jones a Luguhl, 1965, Lumb a Hardy 1968).

Tuto schopnost nutri€éniho vyvolani aterosklerdzy jsme si proto o-
vérili na €s. nukleolu tzv. miniprasete, které je z davodid ekonomic-
kych i pokud jde o manipulaci vyhodnéjsi, nez vétsi odridy.

Zjistili jsme, Ze i u této odridy jiz pfi privodu 2% cholesterolu po
10 mésicich pusobeni ve spojeni se zvySenym privodem lipidu Ize
vyvolat hypercholesterolémii. Stejné tak i nasledné zmény az k mor-
fologickému obrazu poé€ateénich stadii tvorby ateromatédznich pla-
th (markantni ztlusténi intimy s €astym vyskytem makrofagti obsa-
hujicich velké mnozstvi lipida).

JiZ po kratké dobé nékolika mésict stoupa vyznamné obsah cho-
lesterolu v intimé hrudni aorty, po cca 10 mésiénim pokusném krme-
ni stoupa tento rozdil az na dvojnasobek urovné u kontrolni skupiny.
Za zajimavy povazujeme nalez zvySeni koncentrace plasmatickych
mastnych kyselin, ktery dosud u prasete za obdobnych pokusnych
podminek nebyl popsén a ktery ziejmé prispiva ke vzniku pozorova-
nych zmén v cévach.



Ve shodé s predchozimi nalezy (Constantinides 1965) jsme pro-
kazali zpétnovazebnou regulaci tvorby cholesterolu v jatrech. Na-
proti tomu nebyla dosud v literature popsana feed - back kontrola
syntézy cholesterolu v intimé aorty, jak jsme ji v naSich pokusech
zjistili. Tim je i potvrzena dulezitost endogenni syntézy cholestero-
lu v céve, jak bylo prokézano jiz v prvnich pracech Spitzera a sp.
(1951); fada autora vSak relativné nizké hodnoty tvorby choleste-
rolu v cévé povazovala spiSe za artefakt (napr. Hashimoto a sp.
1974) a zménam cholesterologeneze proto neprikladala vyznam.

Jiz pred vice nez 50 lety bylo prokazano, Ze sténa aorty je scho-
pna syntetizovat mastné kyseliny (Chernick a sp. 1949). Somer a
sp. (1974) prokazali u praseci aorty, Ze k vysSi syntéze mastnych
kyselin dochazi v oblastech sensitivnéjSich na ateromat6zni zmé-
ny. V souhlase s tim jsou i naSe nalezy, Ze u hypercholesterolemic-
kych prasat je asi 5x zvySena droven lipogeneze praveé v aortalni
sténé.

Nékteré nalezy z poslednich cca 25-30 let (nap¥. Florentin a sp.
1969, Adams a sp. 1970, Day a Proudlock 1974 atd.) prokazuiji, ze
permeabilita endothelidlni vrstvy intimy, hrajici v transportu plas-
matického cholesterolu dulezitou roli, je zménéna zahy po vyvinu
hypercholesterolémie.

S pomoci homolognich biologicky zna€enych lipoproteint jsme
zjistili, Ze podobné jako bylo zjiSténo u kralika (Constantinides a
Wiggers 1974), i u prasete dochazi ke zvySeni transportu choleste-
rolu z lumen cévy do cévni stény. V dfive uvedené praci se tento
vysledek pripisoval zvySenému gradientu cholesterolu u hypercho-
lesterolemickych zvirat. Pouzili jsme proto ke méfreni transportu
cholesterolu in vitro shodného normo - cholesterolemického séra
u obou porovnavanych skupin. Zjistili jsme pFitom, a to jiZ po 2 meé-
sicich, zfetelny vzrast transportu cholesterolu u pokusnych mini-
prasat i za téchto podminek.

Celkoveé je mozno fFici, Ze naSe vysledky prispély k podpore pred-
stavy o dulezité roli zmén lipidové premény pfi vyvoji aterosklerotic-
kych zmén a pfinesly nékteré vyklady mechanismi, jakymi se tyto
zmeény v patogenetickém retézci uplatiuji.



1.6 Uziti RA izotopu pri uréeni sloZzeni téla
(pomér tukové a netukoveé slozky)

Zejména pfi sledovanich vlivu rdznych vyzivovych podné-
th, ale i vlivli dalSich (intenzita cviéeni, teplota a p.) je dulezi-
té znat, jakou odpovéd tyto zmény vyvolaly v organismu. Ze-
jména jde o zménu poméru svalové a tukové slozky téla, ne-
bot’ pripadny ubytek svalové sloZzky a naopak prirastek cel-
kovych tuka v téle signalizuje nepfFiznivou odezvu.

PredevsSim to plati u pacientd, u nichz pomér hmotnosti a
jejich vysSky ukazuje na nutnost prebyteény tuk redukovat. U-
kazatelem jsou i tzv.koZni fasy, jejichz tlouStka vypovida o
mnoZzstvi tuku podkozniho, ktery je v konstantnim pomeéru s
celkovym mnozstvim tuku v téle.

S rozvojem izotopovych technik se postupné objevovaly
metody, které ke zjiSténi pomeéru tukové a netukové slozky u-
Zily nékteré RA izotopy. V zasadé byl mozny dvoji pristup:

- bud”pomoci RA izotopu stanovit kvantitu tukové slozky a ne-
tukovou slozku vypoé€ist po odeéteni tukd od celkové hmot-
nosti téla

- nebo stanovit naopak sloZzku netukovou a podil pripadajici na
tuky zjistit po odeéteni netukové slozky od celkové hmotnosti
téla

Obé tyto metodiky vznikly na prelomu 60-70 let; zda se, Ze

postupné previladla spiSe metoda zjist'ovani slozky netukové.

11.6.1 Zjistovani mnoZstvi tuka v téle pomoci *Kr

Tato metoda (viz napf. Hytten a sp., 1966) vyuziva diluéniho
principu a zjist'uje absorbci RA zna€kovace v tukové tkani. Ja-
ko znaékovaé se uziva plynny ®Kr, ktery cirkuluje v uzavre-
ném okruhu (viz obr. €.103). VySetfovany objekt dycha pomo-
ci masky plynnou smés s %°Kr (aktivita cca 5 uCi). Ze zmény a-
ktivity ®°Kr za 90-120 minut se vypoéte tzv. kryptonovy pros-
tor.

Je zndamo, Ze krypton se distribuuje v rdznych €astech téla
rizné, podle své absorbce v nich. Nejvice je rozpustny v lipi-
dech, podstatné méné ve vodé a nejméné v proteinech. Pak
je mozné vypoéist mnozstvi celkovych lipidi v téle a to za spl-
néni predpokladu, Ze sou€asné je stanoveno mnoZstvi télesné
vody (deuteriovou €i triciovou vodou), plynny objem plic (heli-
em). Takto zjiSténé mnoZstvi tuku v téle dava srovnatelné vys-
ledky s jinymi zplisoby uréeni tukového podilu na hmotnosti.




111.6.2 ZjiStovani podilu netukové slozky téla pomoci “°K

Draslik je nejdualezitéjsi intracelularni kationt u vSech Zivych
organismu. V extracelularni tekutiné je pouze zanedbatelné
mnozstvi drasliku, v kostech a jinych obdobnych tkanich neni
draslik vlibec obsazen, stejné tak v tukové tkani. Proto je moz-
né pouzit stanoveni jeho mnoZstvi pro uréeni kvantity metabo-
licky aktivni ¢asti téla.

Metodika vyuziva skuteénosti, Ze vSechen draslik v pFfirodé
je prirozené radioaktivni, protoZe obsahuje 0,012% “°K, ktery
ma velice dlouhy poloéas a to 1,25 x 10° let. Ke zjisténi celko-
vého mnoZstvi drasliku v téle pak staéi zaznamenat rozpad “°K
na vhodném pfistroji.

Novak (1972) popisuje metodiku s uzitim celotélového po€i-
tace s 10 detektory - 6 pohyblivych je umisténo nahore a 4 sta-
bilni jsou umistény dole, tj. pod vySetfovanym objektem (viz
obr. €. 104).

Aktivita “°K byla méfena dvakrat 5 minut. Ze zjisténého mnoz-
stvi celkového télesného drasliku se pak uréi mnozstvi netukové
sloZky téla podle vzorce Forbese a Hursha (1963), ktefi chemic-
kou analyzou ur€ili konstantni mnozstvi drasliku v 1 kg netukove
hmoty na 68,1 mEkv drasliku (toto mnozZstvi je platné pro ¢lovéka
i razné zivocisné druhy).

[11.6.3 Alternativni metody pro zjiSt'ovani slozeni téla
Izotopové metody maji, pokud jde o zjiStovani podilu tukové a
netukoveé slozky velkou konkurenci v jinych metodikach, které je




moZzné shrnout do nékolika zakladnich typ:

a) Stanoveni denzity téla - Tato metoda, vyuzivajici Archimedova
zakona, vychazi z metody Behnkeho a sp. (1942). Pfi tomto zptiso-
bu, nazyvaném také vazeni pod vodou, se denzita téla (D) vypo€i-
tava podle vzorce Keyse a BroZzka (1953) takto:

Hs' Hv' RPO

Hs: hmotnost na vzduchu , H, : hmotnost ve vodé, D, : denzita vody
(za standardnich podminek je rovna prakticky 1,0), RPO: reziduélni
plicni objem (zjiSt'uje se po proplachnuti plic 60 litry kysliku na ana-
lyzatoru plynt)

Procento tuku v téle (% T) se vypocte podle Brozka a sp. (1955)
- Keyse a Brozka (1953) takto:

a) % T = 100 .4570 -4l42
D

b) % T =100 . 4201 - 3813
D

Zafizeni pro vazeni pod vodou viz obr.€.105. Tato metoda je prav-
dépodobné z uzivanych metod nejpresnéjsi - jeji nevyhodou je jed-
nak delSi doba potfebna pro stanoveni denzity, jednak nutné prosto-
rové a pristrojové vybaveni (v CR v souéasné dobé proto jsou pou-
ze asi 3 zafizeni pro vazeni pod vodou).

b) Stanoveni celkového mnoZzstvi tuku v téle zjistovanim pod-
kozniho tuku kaliperem
Pri této metodé se vychazi ze zjisténi, Ze podkozni tuk tvofri kon-
stantni éast celkového tuku v téle. Proto se méfi tlouStka koznich
fas na riznych mistech téla, pfi tom se u raznych autort liSi pocet
(a také lokalizace) téchto mérenych mist.



Ve vétSiné studii se vSak uziva méreni alespon na 4-5 mistech a
to na tricepsu, na zadech pod lopatkou, vpredu hrudniku u podpaz-
ni jamky, na bfiSe a pripadné na stehné. Jak uvadi Parizkova (1977),
pro podrobnéjSi studie je doporuéeno méreni na 10 mistech dle Al-
lena a sp. (1956)- viz obr. 106.

Méreni pomoci kaliperu je na prvni pohled nejvhodnéjsi pro terén-
ni studie, protoze méfrici zarizeni - kaliper - je mozné prenést do ja-
kychkoliv - tfreba polnich - podminek.

Obtize vznikaji predevsim z toho, Ze rlizni autofi pouzivaji razné
typy kalipera (viz obr. €.107 a obr. €.108), liSicich se silou stisku. Vys-
ledky méreni jsou také do znaéné miry ovlivnény tloustkou a kvali-
litou kGize. Kone€né, jako u kazdé obdobné metodiky, zalezi na zku-
Senosti a praxi pracovnika, ktery s kaliperem méreni provadi.

V nékterych pracech se proto hodnoti tukové vrstvy ultrazvuko-
vym zafizenim, rentgenogrammetricky, nebo na zakladé elektrické
vodivosti; tyto metody jsou vSak uzivany spiSe ojedinéle.



IV. ZAVER

Oblast sledovani fyziologie latkové premény a jejich regulaci je
nemyslitelna v souéasné dobé bez vyuziti radioaktivnich izotopu.
Jejich pfinos je nesporny - umoznuji sledovat nejen jednotlivé stup-
né této premeény, ale stopovat cely rfetéz reakci a to v jejich dynami-
ce.

Radioizotopy resp.sloué€eniny, které je obsahuji, davaji i moznost
zjiStovat koncentrace nejraznéjSich biologicky u€innych latek, at’ jiz
metabolitd, hormont ¢€i vitamind a to s daleko vétSi presnosti a citli-
vosti, nez klasické metody vazkove ¢i fotometrické (ve srovnani s o-
bdobné citlivymi pfistupy, jako je HPLC, pfitom ve vétSich seriich i
rychleji a levnéji).

Metody vyuZivajici RA izotopy se kombinuiji i s jinymi pFistupy, na
pf. imunochemickymi, coz jejich citlivost déle zvySuje. Proto by bylo
velkou chybou, aby ti, ktefi se fyziologii v celé Sifi a preménou latko-
vou zvlasté zabyvaji, neznali moznost vyuZziti radioizotopovych me-
tod pro své vyzkumy.

Skripta si nekladou tak vysoky cil, jako by si kladla monografie pro
tuto oblast (mimochodem feéeno, de facto nejen u nas, ale i ve svéto-
vé literature podobna komplexni monografie stale chybi!). Jejich cilem
je pouze informovat o hlavnich principech RA metodik a podrobné pak
ukazat moznosti vyuziti pfi vyzkumu premeény latkové u Zivo€ichli i u
¢lovéka.

V jednotlivych kapitolach a podkapitolach skript jsou uvedeny publi-
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tech probirané problematiky.

Pokud nejsou u obrazka ¢€i tabulek uvedeny Zzadné prameny, byly u-
délany pouze pro potreby této knihy (jinak i u naSich vlastnich nalezl u-
vadime publikace, ze kterych pochazeji). Pokusili jsme se vZdy uvadét
takovou dokumentaci, aby dobfre ilustrovala probiranou tématiku - ne
vzdy se to asi povedlo - to vSak musi posoudit uzivatelé skript sami.

Neni spravna predstava, Ze uziti RA izotopt je vzhledem k finanéni
naroénosti téchto metod vyhrazeno jen pro Uzky okruh pracovist’. Po-
kud jde o vybaveni laboratore, ve které je mozné provadét vétsinu in
vitro stanoveni, nevyZaduje Zadné zvlastni podminky; zcela staéi béz-
na fyziologicka €i biochemicka laborator s digestofi.

Jedinou draZSi poloZkou je aparatura na méreni aktivity (at’ jiz beta
¢i gama zareni); jeji cena je vSak témér srovnatelna s cenou chlazené
centrifugy &éi podobnych pfistroja. Casto existuje také moznost vyuZzit
mérich v blizkém okoli, at’ jiZ na oddélenich nuklearni mediciny ¢i kli-
nické biochemie. Rovnéz cena RA zna€enych slouéenin €i RIA kitt je



prakticky srovnatelna (vétSinou je ale levnéjsi!) s cenou chemikalii po-
tfebnych pro chemicka stanoveni.

Rovnéz neni tfreba se obavat nasledka zareni pri uziti metod s RA i-
zotopy - i p¥i in vivo pokusech jde o davky, které jsou srovnatelné se za-
fenim, které prijimame pfi sledovéni televize v jednom pofradu. P¥i me-
todach in vitro, zejména pfi RIA metodach, jsou davky RA tak male, ze
ani nejsou uvadény jako zari¢.

Jde tedy pouze o to, aby v pfipadech, kde uziti RA izotopi muize dat
noveé informace, k uziti tohoto metodického pristupu skuteéné doslo.

Jak jde rozvoj naSich znalosti a tim i metodickych moznosti stale do-
predu, je vSak tfeba nékdy uvazit, zda kromeé radioizotopovych metod by
nebylo mozné &i vhodné uzit i jiného pristupu. Proto takeé v jednotlivych
kapitolach, at’ jiz jde o zobrazovani organa, stanoveni koncentraci, sloze-
ni téla a pod., uvadim v téchto pripadech i alternativni neizotopové meto-
diky. | ty se postupné rozvijeji, takZze na pr.spektroskopie magnetické re-
zonance dava rovnéz moznost posouzeni metabolické aktivity transplan-
tovanych Stépu.

Ten, kde se s latkou obsazenou ve skriptech seznami, by mél dostat
zakladni informace o tom, jak by mu pfi studiu premény latkové - at’ jiz u
u zivo€icha ¢i €lovéka - mohly pomoci metody s RA izotopy i metodiky
alternativni. Pro podrobnejsi informace se pak muze obrétit do literatury,
at’ jiz do té, ktera je pFimo ve skriptech uvedena, €i do aktualniho bohaté
ho pisemnictvi.

Snad ale tato skripta napomohou, jako "prvni €itanka™, k blizSimu se-
znameni s problematikou a prispéji tak nepfimo i k dalSimu rozvoji studia
fyziologie premény latkové.



