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1. Kostni tkan

Kost slouzi jako mechanickd opora a ochrana mékkych organli, umoznuje pohyb, je sidlem
hemopoetické diené a je zdsobarnou kalcia, fosforu a magnesia.
Kost je tvofena z 1/3 kostni matrix a ze 2/3 mineralem.

e Hlavni slozkou kostni matrix je kolagen typu I (90 %), minoritnimi slozkami jsou nekolagenni
bilkoviny — osteokalcin, osteonektin, osteopontin a dalsi (10 %).

e Kostni mineral je tvofen malymi Kkrystalky hydroxyapatitu Caio(POs)s(OH)2, ktery se
nevyskytuje v Cisté formé, nybrz zastoupeny jsou i dalsi slozky (napt. uhliitan vapenaty,
fluorid vépenaty, fosforecnan hotecnaty).

Metabolickou aktivitu kosti zajistuji kostni buiky. K nim patii osteoblasty, produkujici
osteoid (kostni matrix), do n¢hoz se ukladd mineral. Dal§im bunéénym typem jsou osteoklasty,
jejichz hlavni funkce spoc¢iva v kostni resorpci, a osteocyty, dopliujici funkci osteoblastd jemnou
regulaci kostni resorpce.

V kostni tkani se odehrava celozivotni stala pfestavba — remodelace, jejiz podstatou je
osteoklastickd resorpce a nasledna osteoblastickd kestni tvorba. Pii resorpci kosti se pomoci
osteoklastli rozpoustéji mineralni slozky a odbourava se kostni matrix. Cinnost osteoblastl spo&iva
Vv intracelularni syntéze prekursord sloZek kostni matrix. Funkéni spfazeni osteoresorpce a novotvorby
zajistuje obnovu kosti.

Metabolismus kosti je uzce svazan s metabolismem kalcia a fosforu.

2. Vapnik
2.1. Homeostaza vapniku

V lidském téle je obsazeno zhruba 1 000 g vapniku. VétSina z tohoto mnozstvi (98 — 99 %) je
zabudovana v tvrdych tkanich — kostech a zubech, zbytek je lokalizovan extraosealné, a to vétSinou
extracelularné. Z tvrdych mineralizovanych tkani se vapnik uvoliiuje podle potieb organismu.

Velmi malé mnozstvi se nachazi v intracelularni tekutiné. Bunécné kalcium je obsazeno
pfedev§im v endoplazmatickém retikulu a mitochondriich. Cytoplazmatickd koncentrace Ca®* (107
mol/l) je fadové niz8i nez koncentrace v plazmé (102 mol/l). Na udrZzeni vysokého koncentraéniho
gradientu mezi extracelularni a intracelularni tekutinou se podili fada membranovych transportnich
mechanismi. ZvySeni Ca®* v cytosolu slouzi jako signal pro fadu buné&nych procesti (napt. svalové
kontrakce, pfenos nervového vzruchu, sekre¢ni mechanismy, déleni buiiky).

Z extracelularni tekutiny pfechazi kalcium hlavné do kosti, kde je podstatnou soucasti kostniho
minerdlu. Vyména mezi kostni tkdni a extracelularni tekutinou pomaha vyrovnavat kalcemii. Na
vylucovani vapniku se podili stfevo (cca 80 %) a ledviny (cca 20 %) (obr. 1). Stolici odchazi predevsim
vapnik, ktery se ve stfevé neresorboval. Vylucovani ledvinami je rozhodujicim mechanismem, ktery
ovliviiyje bilanci kalcia. U dospélych je normalné piijem a vylucovani kalcia v rovnovaze. Pro obdobi
détstvi a dospivani je charakteristickd pozitivni bilance vapniku. Ve stafi a u zen po menopauze se
setkavame s negativni bilanci.

Hladina vapniku v krvi je regulovana parathormonem, 1,25-dihydroxycholekalciferolem
(kalcitriolem) a kalcitoninem (obr. 2).

Resorpce vapniku ve stievé

Denni piijem kalcia potravou kolisa kolem 1,0 g denng; v obdobi zvySené potieby (rlst,
gravidita, laktace) mlze byt az 1,5 g. Za fyziologického stavu se ve stfevé vstfebava asi 25 — 40 %
ptijatého vapniku.

Resorpci vapniku ve stfevé ovliviiuji rizné faktory. Kromé hormonalnich vlivli (zejména
kalcitriol) se na resorpci vapniku vyznamnym zptisobem podili i chemicka forma vapniku pfitomného
V potravé a pritomnost dalSich slozek stravy.

Formy vapniku se lisi biologickou vyuzitelnosti, ktera je podminéna zejména rozpustnosti ve
vodé. Vétsinou plati, ze latky dobie rozpustné ve vode se budou dobie vstiebavat. Ale i ve vod¢ Spatné
rozpustné vapenaté soli mize organismus vyuzit diky kyselému prostiedi v Zaludku. Jako priklad si
muizeme uvést uhlicitan vapenaty, ktery patii ke Spatn€ rozpustnym slou¢eninam. Pdsobenim kyseliny
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chlorovodikové se CaCO3z v Zaludku pfeméni na dobfe rozpustny chlorid vapenaty. Disociované ionty
Ca?" mohou byt poté ve stfevé vstiebany.

CaCO; + 2H*+ 2ClI — Ca* + 2CI" + H.COs

Y N\

H.O + CO;
Z tohoto diivodu je zapotiebi uhli¢itan vapenaty, popt. fosforeCnan véapenaty, ktery je téz
Spatn€ rozpustny ve vode¢, uzivat s jidlem. U starSich pacientli, u nichz s vékem klesa sekrece

zaludecni $tavy, nebo po resekci zaludku miize byt vstiebatelnost vapniku snizena.

Prehled vybranych vapenatych soli a jejich rozpustnost ve vodé

Sul Rozpustnost ve vodé
Uhlic¢itan vapenaty mén¢ nez 0,1 g/l H,O
Fosfore¢nan vapenaty méné nez 0,1 g/l H,O
Citronan vapenaty 0,2 g/l H,O
Glukonat vapenaty 3,5 g/l H,O
Laktat vapenaty 12,0 g/l H.0
Laktoglukonat vapenaty 45,0 g/l H.0O
Chlorid vapenaty 740,0 g/l H,O

Na vyuzitelnosti vapniku jak v pozitivnim, tak negativnim smyslu se podileji i dalsi slozky
potravy, které jsou s nim soudasné piijiméany. Pfitomnost latek, které tvoii s Ca?* nerozpustné
slouceniny, sniZzuji jeho biologickou dostupnost. Mezi né patii potraviny s vysokym obsahem $§t’avelanii
(napf. Spenat, rebarbora), fytdtii (napt. cerealie) a vldknina. Nékteré soucasti Caje také vytvareji Spatné
rozpustné vapenaté soli. Proto by vapnik v tabletach nemél byt zapijen ¢ajem. Rovnéz ne€které mastné
kyseliny reaguji s vapnikem za vzniku nerozpustnych vapenatych mydel.

Jiné slozky potravy naopak mohou pozitivné ovlivilovat resorpci vapniku. Jedna se
0 komlexotvorné latky, které udrzuji vapnik v rozpustné¢ formé. Patii mezi n€ nékteré aminokyseliny
a sacharidy (viz tabulka). Napft. laktosa tvofi s vapnikem komplex v poméru 1:1.

2.2.Vapnik v séru

Stanoveni koncentrace vapniku v séru je zakladnim vysetfenim pro hodnoceni homeostazy vapniku.
Celkovy vapnik v séru existuje v n¢kolika formach (obr. 3):
o 60 % kalcia je difuzibilni — tato forma je filtrovana ledvinnymi glomeruly
- 50 % véapniku je volné neboli ionizované kalcium (oznaduje se Ca®") a piedstavuje
vlastni biologicky aktivni formu;
- 10% vapniku se vyskytuje v nizkomolekularnich komplexech s citraty, fosfaty
a hydrogenuhlicitany;

o 40 % Kkalcia je vazano s plazmatickymi bilkovinami (albumin — 90%, globuliny — 10 %). Piedstavuje
nedifuzibilni formu, ktera neprochazi ledvinnymi glomeruly. Vapnik vazany na proteiny neni
biologicky aktivni, ale pfedstavuje rychle dostupnou rezervu, ze které se pii hypokalcemii mize
snadno uvolnit.

e Pii hypoalbuminemii klesa frakce vazana na albumin. Pokles plazmatického albuminu o 10 g/1 je
doprovazen snizenim celkového kalcia o 0,2 mmol/l, aniZ by se zménila koncentrace ionizovaného
vapniku. Naopak hyperproteinemie (napf. pfi malignim myelomu) mtize vést k velkému vzestupu
celkové kalcemie, opét beze zmény koncentrace ionizovan¢ho vapniku. Z tohoto divodu je nutné
posuzovat oba parametry sou¢asné. Mnozstvi Ca?* je zavislé na pH, klesa pii alkaloze a stoupa pii
acidoze.
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Obr. 1 PribliZzna denni bilance vapniku
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Obr. 3 Formy vapniku v séru
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Referen¢ni hodnoty:

Koncentrace celkového kalcia v séru (S-kalcium):

Koncentrace celkového kalcia v séru je udrzovana v izkém rozmezi 2,2 — 2,6 mmol/l. Hodnota
4 — 5 mmol/l je pokladana za horni mez kalcemie sluéitelné se zivotem. Smrt nastava pii hyperkalcemii
zastavou srdce. Za dolni hranici je$té slucitelnou se Zivotem se uvadi koncentrace 1 mmol/l. Tézka
hypokalcemie mtze vést ke ki‘ecim (tetanii).

Tonizované kalcium: 1,1 — 1,3 mmol/I
Nekteré pticiny zvySenych a sniZzenych koncentraci kalcia v séru jsou uvedeny v tabulce 1 a 2.

Tab. 1 Nékteré pric¢iny hyperkalcemie

Mrwe

Pricina Mechanismus

. sstitnvoh tlisek — primArnd W’ .
Nadory pfistitnych télisek — primarni Zv{iené hladiny parathormonu

hyperparatyredza
Nekteré maligni nadory aktivace osteoklastd - pfevaha
a metastazy do kosti resorpce kostniho mineralu

zvyseni neionizované¢ho

Hyperproteinemie vépniku

Piedavkovani vitaminem D zvySena stievni absorpce kalcia
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Tab. 2 Nékteré pri¢iny hypokalcemie

Pric¢ina Mechanismus

Odstranéni nebo poskozeni pristitnych télisek

\ snizené hladiny parathormonu
— hypoparatyre6za

porucha absorpce vapniku

Gastrointestinalni onemocnéni .«
ve streve

Hypovitaminéza vitaminu D

e porucha absorpce vitaminu D

e nedostatecny piivod vitaminu D
V potravé

e nedostate¢na premena vitaminu D na
aktivni metabolity v dtsledku napt.
onemocnéni ledvin a jater

snizeni absorpce vapniku
ve stieve

Porucha tubularni resorpce vapniku zvysené ztraty vapniku
v ledvinach ledvinami
Nadmérny ptivod fosfatl kompenzacni pokles kalcia

2.3. Vapnik v mo¢éi

Difuzibilni Ca se v glomerulech ledvin pfefiltruje do primarni mo¢i, v ledvinnych tubulech se

Z 98 — 99 % reabsorbuje a zbytek se vylucuje moci.
Mnozstvi vapniku v moc¢i (kalciurie) zavisi:

e na obsahu vapniku v potravé a jeho resorpci ve stieve;

e Na stupni osteoresorpce;

e na funkci ledvinnych tubulti.

Vapnik v mo¢i mizeme zjisStovat v moci sbirané 24 hodin, jejiZz objem zmétime. Ve vzorku
moc¢i z celodenniho sbéru stanovime koncentraci vapniku. Na zaklad¢ téchto udaji vypocteme
mnozstvi vylouceného kalcia moci a vyjadiime v mmol/24 hodin — ztraty Ca moci/24 hodin
(dU-kalcium).

dU-kalcium (mmol/24 h) = U-kalcium (mmol/l) x objem moci (1/24 h)

Vysledek je zavisly na presném sbéru moci, proto se soucasné€ s vapnikem stanovuje v moci i
kreatinin.
Hyperkalciurie se zjistuje u 50 % nemocnych s urolitidazou.

Referen¢ni hodnoty:
Ztraty kalcia moci za 24 h (dU-kalcium): 2,4 — 7,2 mmol/24 hod

2.4. Metody stanoveni vapniku v séru a v moci

Referenéni metodou pro stanoveni celkového kalcia je atomova absorpéni spektrofotometrie.
Pro rutinni stanoveni jsou doporucovany metody zalozené na spektrofotometrickém méieni
barevnych komplexii, které vznikaji reakci komplexotvornych latek s kalciem. Jako komplexotvorné
latky se pouziva o-kresolftalexon, ktery v alkalickém prostiedi s vapenatymi ionty poskytuje fialové
zbarveny komplex, jehoz intenzita zbarveni je Umérna koncentraci vapenatych iontd. Jinym
pouzivanym komplexotvornym ¢inidlem je arsenaso Il1.
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Stanoveni celkového vapniku v krvi patii mezi metody Casto zatizené pomérné velkou chybou
meéteni. To je dano tim, Ze komplexotvorné Cinidlo pouzité pro mefeni nevyvaze z krve veskery
vapnik — soutézi o n¢j s plazmatickymi bilkovinami a ostatnimi chelatory vapniku v Krvi. Vyrazné;si
odchylky ve slozeni krve (napf. téz8i dysproteinemie) mize proto vést k faleSné niz§im ¢i naopak
vy$§im hodnotam.

Volné (ionizované) kalcium muzeme stanovit potenciometricky pomoci iontové selektivnich
elektrod. Vyhodou této techniky je jeji rychlost. Podstatna je rovnéz skutenost, Ze nas informuje
0 koncentraci biologicky aktivni formy kalcia bez ohledu na dalsi vlivy, které méni koncentraci
celkového vapniku (napf. tézka hypoproteinémie, vyrazna porucha acidobazické rovnovahy apod.).
Obtize naopak pfinasi nutnost zpracovavat zcela Cerstvou krev — pokud vzorek neni okamzité
zpracovan, rychle se méni jeho pH, coz miru ionizace vapniku rychle méni.

3. Fosfor
3.1. Homeostaza fosforu

Fosfor je dulezitou strukturdlni soucdsti bunék (fosfolipidy) a kostni tkané (hydroxyapatit).
Vyznamné se uplatiuje pii uchovavani energie ve forme¢ makroergnich sloucenin (ATP, kreatinfosfat)
a prenosu genetické informace jako soucast nukleovych kyselin, plni funkci p#i regulaci enzymové
aktivity (fosforylace, defosforylace enzymu) a vkrvi, moi a ve slinach se ve formé
hydrogenfosfore¢nanti a dihydrogenfosforeénanti uplatiiuje jako pufr.

Clovék denné ve stravé piijima obvykle vice nez 1000 mg fosforu. V tenkém stfevé se
z dietnich zdroju resorbuje asi 70 — 80 %. Absorpce fosforu je proporcionalni jeho obsahu v potrave,
CasteCné je regulovana kalcitriolem. Kromé absorpce probiha ve stievé i sekrece fosforu. VéEtsi podil
fosforu je vylucovan ledvinami (viz nize) a mnozstvi fosforu vylouceného ledvinami je pod kontrolou
parathormonu a fibroblastového ristového faktoru 23 (FGF-23) (obr. 4).

V téle dospélého cloveka je obsazeno piiblizn€ 700 g fosforu.

Fosfor se nachazi:
e Vv kostech (cca 80 %), kde je soucasti hydroxyapatitu;
e ve svalech a visceralnich organech (cca 10 — 20 %);
e v extracelularni tekuting (cca 1,0 %).

Intracelularni fosfor je prevazné ve formé organickych esteri kyseliny fosfore¢né
(meziprodukty v metabolismu sacharidi, lipida), véetné ATP, 2,3-difosfoglyceratu a cAMP. Fosfaty
jsou nejzastoupengjSimi intracelularnimi anionty.

Mezi extraceluldrnim a intracelularnim prostorem probihda vyména fosfatd, ktera muze
ovliviiovat jejich sérové koncentrace (viz nize). Do intraceluldrniho prostoru se fosfaty presouvaji
zejména pii jejich zapojeni do metabolismu glukosy, pfi némz vznikaji rizné estery s glukosou.
Alkaléza rovnéZz podporuje vstup fosfati do buriky.
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Obr. 4 PribliZzna denni bilance fosforu

POTRAVA MEKKE TKANE
cca 1400 mg

KOST
cca1100 mg cca250 mg
cca35 mmol cca8 mmol
_ absorpce 0,7-1,5 mmol/l depozice
STREVO > »
— —
PLAZMA
sekrece ( resorpce
cca200 mg cca250 my
cca6 mmol cca8 mmol
1 filtrace reabsorpce cca700 g
exkrece
cca500 my LEDVINY
cca16 mmol

!

exkrece

cca900 mg
cca29 mmol

3.2.Fosfor v séru

V séru je fosfor pritomen ve dvou hlavnich formach:

e organicky fosfor (cca 70 %), ktery je soucasti predevsim fosfolipida;

e anorganicky fosfor (cca 30 %), ktery je vétSinou volny (ionizovany) nebo vazany s vapnikem
a hoi¢ikem. Mensi cast fosfatll je vazana na bilkoviny (rozdil proti vapniku) (obr. 5). Pouze
anorganicky fosfat je bézné stanovovan v klinicko-biochemickych laboratofich. Pti fyziologickém
pH 7.4 je v séru smés hydrogenfosfore¢nanti a dihydrogenfosfore¢nant v poméru 4:1.

Koncentrace fosfatli v séru zavisi zejména na funkénim stavu pfistitnych télisek a na funkci
ledvin (na glomerularni filtraci i na zpétné resorpci v tubulech). Parathormon sniZuje zpétnou resorpci
fosfatti ledvinami. Pfi nedostate¢né ¢innosti ledvin stoupa koncentrace fosfati v krvi. Koncentrace
Vv séru je dale vyrazem rovnovahy mezi piijmem fosfati potravou a pohybem zasob v kostni tkani.

Zmény hladin fosfatd casto doprovazeji zmény hladiny kalcia. Obvykle existuje inverzni vztah
mezi koncentraci kalcia a fosfatd,, napf. u primarni hyperparatyredzy se zvysSuje kalcium a fosfaty
Klesaji, ale pfi predavkovani vitaminem D se spole¢né se zvySenim kalcia zvysuji i fosfaty. Je potieba
si uvédomit, ze volny fosfat mize bezprostfedné¢ reagovat s ionizovanym kalciem. T¢zka
hyperfosfatemie tak muze piimo vést k zavaznému poklesu koncentrace ionizovaného kalcia.
Vyznamny je také iontovy soucin plazmatickych koncentraci kalciovych a fosfatovych iontt
(kalciofosfatovy produkt). Obecné plati, Ze uz za fyziologickych podminek je vyssi, nez je nutné pro
tvorbu nerozpustného fosfore¢nanu vapenatého (krev je tedy z tohoto hlediska piesyceny roztok). Pii
vzestupu tohoto soucinu (nejcastéji pii selhani ledvin) se fosforeCnan vapenaty mize zacit srazet
v mekkych tkanich, nejcastéji v medii tepen — vytvareji se tzv. metastatické kalcifikace.

Sérové koncentrace fosfatl neodrézeji vzdy spolehlivé mnozstvi intracelularniho fosforu. Do
bun¢k fosfor vstupuje pro potfebu metabolickych a energetickych procesti. Naopak pfi katabolickych
déjich se fosfor piesouva z intracelularniho do extracelularniho prostoru. To mutze byt piicinou
hyperfosfatemie u tézkych katabolickych stavl. Pti ptechodu do anabolické faze se v buiice vyrazné
zvySuje potieba fosforu pro obnoveni ATP a dalSich fosforylovanych substrati a hladina fosforu
v séru klesa. Aby se zabranilo vyrazné hypofosfatemii, je zapotiebi pii téchto stavech dodavat fosfor.
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Obr. 5 Formy fosforu v séru
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Referen¢ni hodnoty:
Koncentrace anorganickych fosfatt v séru (S-anorganické fosfaty): 0,65 — 1,61 mmol/I
V krvi jsou fosfaty fyziologicky zvySeny u déti, coz souvisi S rustem kosti.

3.3.Fosfor v moéi

Ledviny se vyznamné uplatiiuji v udrzeni homeostazy fosforu. Fosfor filtrovany glomeruly je
priblizn¢ z 80 % reabsorbovan v proximalnim tubulu a z 10 % v distalnim tubulu; zbytek je vyloucen
moci. Pii zvySeném ptijmu fosfatd potravou se zvysuje jejich renalni exkrece a naopak. U zdravych
osob mnozstvi fosfat vyloucenych moci kolisa v Sirokém rozmezi. Izolované stanoveni fosfatl
v moc¢i je na posouzeni metabolismu fosforu nedostate¢né, protoze pii dobré funkci ledvin se méni
v zavislosti na piijmu fosfatl potravou.

Ptesnéjsi informaci poskytuje stanoveni n€kterych indext, pro jejichz vypocet je zapotiebi
jeste stanovit kreatinin v séru a v moci. Hodnoti se clearance fosfatii a tubuldrni resorpce fosfat
(TRP). Pro stanoveni TRP neni potieba sbirat mo¢ v piesné stanoveném obdobi. Hodnoty TRP se
snizuji pii hyperparatyreoze, pti hypoparatyredze stoupaji.

Denni ztraty fosfati moci, clearance fosfatli a tubuldrni resorpci fosfatli vypocteme podle
nasledujicich vzorcti:

Ztraty anorganickych fosfatii moci za 24 h:

dU-anorganické fosfaty (mmol/24 h) = U-anorganické fosfaty (mmol/l) X objem mo¢i (1/24 h)

Clearance fosfatu

UpXV
Cp =
Sp

Ur koncentrace fosfatd v moci
Sp  koncentrace fosfatu v séru
V  diurézav ml/s
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Tubuléarni resorpce fosfati

Up x Skr
TRP= 1-

Sp X UKr

Skr koncentrace kreatininu v séru
Ukr koncentrace kreatininu v moci

Koncentrace fosfatli v moci a v séru, stejné¢ jako koncentrace kreatininu v moci a v séru musi byt
dosazeny ve stejnych jednotkach.

Referen¢éni hodnoty:

Denni renalni ztraty fosfatd: 16 — 64 mmol/24 h
Clearance fosfata: 0,135-0,225 ml/s
Tubuléarni resorpce fosfatl: 0,85-0,95

3.4. Metody stanoveni fosforu v séru

Stanoveni fosforu je zalozeno na reakci fosfati S molybdenanem amonnym v kyselém
prostiedi, pti niz vznika bezbarvy fosfomolybdenanovy komplex. Lze ho méfit piimo v UV oblasti
nebo po preméné na molybdenovou modf. Dalsi modifikaci je reakce fosfati s molybdenanem
amonnym a vanadi¢nanem amonnym. V tomto piipadé se vytvaii zluta kyselina molybdatovanadato-
fosforecna.

3.5 Rozpustnost fosfore¢cnanu vapenatého

Rozpustnost fosforeCnanu vapenatého je velmi dilezitou vlastnosti, kterou musime brat

v ivahu u parenterdlni vyzivy. Pfi nevhodné pfipravené smési hrozi vznik precipitati fosforecnanu

vapenatého, jehoZ ptitomnost miize vazné ohrozit pacienta. Stabilita roztokli obsahujicich vapenaté a

fosfatové soli zavisi mimo jiné na hodnoté pH, na koncentracich fosfatii a kalcia a volbé soli

vapniku a fosforu pouzitych v parenteralni vyzive.

e Nizi pH brani precipitaci fosfore¢nanu vapenatého. Upravou pH k niz§im hodnotam lze zvysit
zastoupeni Ca(H2POs), ktery je dobfe rozpustny ve vodé (18 g/1), na rozdil od $patné rozpustného
CaHPO4 (300 mg/l). Okyselenim je mozné rozpustit jiz vytvofeny precipitat. Naopak piidani
hydrogenuhli¢itanu zvySuje nachylnost k precipitaci.

e Koncentraci fosfatii a Ca®" je tieba volit s ohledem na kalcium-fosfatovy soucin, ktery by nemél
piekrocit hodnotu 75 (¢ = mmol/l):

Ca?" (mmol/l) x fosfaty (mmol/l) < 75

e Zhlediska druhu soli jsou jako zdroj monohydrogenfosforecnanii a dihydrogenfosfore¢nant
pouzivany sodné nebo draselné soli. Nejméné nachylné k precipitaci jsou organické soli fosforu
(napt. glukosa-1-fosfat nebo glycerolfosfat). Zdrojem vapenatych iontd mize byt chlorid
vapenaty. Podobné¢ jako u fosfatl je ke kombinaci s fosfaty vhodnéjsi zvolit také organickou sil
ve formé glukonatu vapenatého. Ca?* v organické soli méné disociuje, a proto je nebezpe¢i vzniku
precipitatu fosfore¢nanu vapenatého nizsi.

Soli vapniku a tvrdost vody

Celkovy obsah vicemocnych iontd kovi alkalickych zemin rozpusténych ve vodé se oznacuje
jako tvrdost vody. Podili se na ni pfedev§im vapenaté a hofecnaté ionty. U pitné vody je vysoka
tvrdost nezadouci hlavné ztechnickych divodd — vede kusazovani tzv. vodniho nebo kotelniho
kamene na sténach nadob a zafizeni. Hlavné pfi zahfivani tvrdé vody se totiz vylucuje prakticky
nerozpustny uhli¢itan vapenaty:
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Ca?" + 2HCO;~ — CaCOz; + CO,; + H-O.

Tvorbé vodniho kamene se Casto brani piidavkem kyseliny ethylendiaminotetraoctové
(EDTA) do drogistickych a kosmetickych piipravki. EDTA pisobi jako chelator, s vapenatymi ionty
vytvafi velmi dobfe rozpustné slouceniny. Vapnik je vnich pevné vazany Sesti koordinacné
kovalentnimi vazbami, takze neni dostupny pro tvorbu nerozpustného uhlicitanu.

(o]
oH J
HO O/C
CH,
o} O\c o /o\
e} N N o—o0
N 3
/\/ o e /\ /c N /
HO N N—CH,
\ﬁ_' ﬁ/
OH L
(6]
H,C )
~c
I
o
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) Komplex EDTA s vapnikem

4. Biochemické ukazatele kostni prestavby
4.1. Zakladni charakteristika

Biochemické ukazatele kostni piestavby nejsou specifické pro urcité kostni onemocnéni, ale
vypovidaji o metabolickém stavu skeletu. Posuzujeme je spole¢né s nalezy metabolismu kalcia
a fosforu.

Jejich stanoveni je vhodné pro:

e urceni stupné osteoresorpce a kostni novotvorby;

e pro sledovani ucinnosti 1éCby;

e odliseni riznych onemocnéni skeletu.

Jako biochemické ukazatele kostni pfestavby vyuzivame:

e degradacni produkty kostni matrix, které se z ni uvoliuji pti odbouravani kosti;

e proteiny kostni matrix a kostni enzymy syntetizované v osteoblastech nebo osteoklastech
a uvolnované do cirkulace nebo do moci.

4.2.Ukazatelé novotvorby kosti

K ukazatelim novotvorby kosti patfi tyto produkty osteoblasti v séru:
e propeptidy prokolagenu typu 1.
e osteokalcin;
o alkalicka fosfataza a jeji kostni izoforma;

Propeptidy prokolagenu typu I

Kolagen je v osteoblastech syntetizovan jako prokolagen. Pied zabudovanim do kostni matrix
se proteolyticky odstépuji oba konce, které vznikaji v ekvimolarnim poméru k syntéze kostniho
kolagenu. Z kazdé molekuly kolagenu, ktera je vestavovana do kolagenni fibrily, se uvoliiuje jeden C-
termindlni propeptid (PICP — prokolagen-1-C-termindlni propeptid) a jeden N-termindlni propeptid
(PINP — prokolagen-1-N-termindlni propeptid) (obr. 7). PINP lépe odrazi aktivitu osteoblast. V Krvi
se propeptidy prokolagenu PINP vyskytuji ve dvou formach — jako intaktni PINP ve formé trimert,
které jsou vychytavany jatry, nebo jako monomery, které jsou vylu¢ovany ledvinami.
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Obr. 7 Propeptidy prokolagenu
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Osteokalcin piedstavuje nejhojnéji zastoupeny nekolagenni kostni polypeptid, nekdy
ozna¢ovany jako BGP (bone gla protein)*. M4 vysokou afinitu k hydroxyapatitu, jehoZ tvar a rozméry
ovliviiuje. Syntéza osteokalcinu probihd v osteoblastech, z¢asti se uklada do extracelularni kostni
matrix, z¢asti prechdzi do ob&hu. Je povazovan spise za ukazatel celkového kostniho obratu. Molekula
je zna¢né labilni a jeho stanoveni je spojeno s nékterymi problémy.

Alkalicka fosfataza (ALP) a jeji izoformy

Alkalickd fosfataza (EC 3.1.3.1) je enzym katalyzujici hydrolyzu monoesterd kyseliny
fosfore¢né v alkalickém prostiedi. ALP se nachazi ve vSech bunkach t€la, kde je vazana na
membranach. Syntéza ALP je kdédovana Ctyfmi rliznymi geny. Produktem tkanové nespecifického
genu jsou jaterni, kostni a ledvinovad izoforma. Ostatni tfi geny koduji placentdrni, stievni a dalsi
izoenzymy. U zdravych dospélych jedinci tvoii kostni ALP, ktera je produkovana osteoblasty,
piiblizné polovinu aktivity v séru, zatimco u déti v obdobi rustu je jeji podil mnohem vyssi. Stanoveni
ALP a izoenzymu ALP se uplatiiuje pfedev§im u onemocnéni jater, zluCovych cest a kostnich
onemocnéni (tab. 3).

L Gla je zkratka pro y-karboxyglutamovou kyselinu, jeZ je obsazena v osteokalcinu a vaze kalcium.

13


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=112260
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/1/3/1.html

Metabolismus vapniku a fosforu

Tab. 3 Izoformy a izoenzymy alkalické fosfatazy

Izoforma, Pivod Zvyseni katalytické Poznamka
popr. koncentrace v séru -
izoenzym priklady
ALP
Kkostni osteoblasty e primarni kostni nadory zvyseni je projevem zvysené
(osteosarkom) ¢innosti osteoblastt
e sekundarni kostni naddory u dospélého jedince tvoii
(metastazy do kosti u zhruba polovinu celkové
karcinomu prostaty, prsu) aktivity
¢ hojeni kostnich zlomenin u déti ptfedevSim v ridstovém
e rachitis a osteomalacie obdobi je podil kostni ALP
e Pagetova choroba mnohem vyssi
e hyperparatyre6za
jaterni membrana e piekazka odtoku zludi - pfi vysokych katalytickych
hepatocytu, obstrukce zlucovych cest koncentracich jaterni
epitelie na podklad¢ cholelitiazy izoformy se muze prokazat
zlu¢ovych cest nebo nadoru dalsi izoforma s odlisnou
e poskozeni hepatocyti elektroforetickou pohyblivosti
e nadory jater
stirevni enterocyty e néktera zanétliva stievni izoenzym souvisi s
onemocnéni stiev urcitymi krevnimi skupinami -
fyziologicky se vyskytuje u
lidi se skupinou Ba O, u
skupin A a AB je za
normalniho stavu
neprokazatelny
fyziologicky se zvySuje po
jidle
placentarni | trofoblast fyziologicky ve 3. trimestru
téhotenstvi
je termostabilni
atypické nékteré nadory napi. Reagantiv izoenzym

Princip stanoveni alkalické fosfatazy
Fosfatazy mohou Kkatalyzovat hydrolyzu raznych typu organickych fosfomonoesteri na
fosforecnanovy anion a pfislusny alkohol nebo fenol. Vedle hydrolyzy zprostredkuje ALP
| transfosforylacni reakci, pti niz je fosfatova skupina prenesena na vhodny akceptor.
Pii pouziti substratu 4-nitrofenylfosfatu katalyzuje alkalicka fosfataza tyto reakce:

1. hydrolyza

4-nitrofenylfosfat + H.O

—»  A-nitrofenol + fosforeénan

4—

2. transfosforylace (pienos fosfatové skupiny)

4-nitrofenylfosfat + N-methyl-D-glukamin

«—

——* 4-nitrofenol + N-methyl-D-glukaminfosfat
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Obr. 6 Princip stanoveni katalytické aktivity alkalické fosfatazy
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V prvni reakci se ze substratu hydrolyticky odstépuje fosfore¢nan. (obr. 6). Ve druhé reakci
se uplatni transfosforyla¢ni aktivita ALP, kdy N-methyl-D-glukamin ptsobi jako akceptor
fosforeCnanovych aniontli a zarovei jako pufr. Timto zptisobem je urychlovan priibéh reakce.
Enzymova reakce je startovana substratem.

Substrat 4-nitrofenylfosfit je v alkalickém prostredi téméf bezbarvy. Produkt jeho hydrolyzy
vznikajici pasobenim ALP 4-nitrofenoldatovy ion ma pti alkalickém pH chinoidni formu,
charakterizovanou Zlutym zbarvenim. MnozZstvi uvolnéného 4-nitrofenolu, které je mirou aktivity
ALP, se stanovuje fotometricky bud’ kinetickym zptisobem nebo metodou konstantniho ¢asu po
zastaveni enzymové reakce inhibitorem. ALP je aktivovdna chloridem sodnym.

Stanoveni izoenzymii alkalické fosfatazy

Izoenzymy ALP mohou byt rozliSovany na zaklad¢ elektroforetickych, imunologickych,
fyzikalnich a chemickych vlastnosti.

Metody stanoveni izoenzymii ALP vyuzivaji rozdilii v elektroforetické pohyblivosti nebo
selektivni inaktivace nékterych izoenzymu (odlisna citlivost na teplo, inhibice fenylalaninem,
leucinem nebo mocovinou).

Déle je mozno kostni ALP stanovit pomoci imunochemickych metod nebo vazbou kostni
ALP na specificky lektin v kombinaci s elektroforézou.

Referen¢ni hodnoty:
Celkova katalyticka koncentrace ALP v séru pkat/l (S-ALP):

dospéli 0,66 — 2,2 pkat/l
Kostni izoenzym ALP:

dospéli < 1,1 pkat/l

deéti < 7,5 pkat/l

4.3. Ukazatele kostni resorpce

Béhem kostni resorpce se rozpousti mineralni slozka a odbourdva se kostni matrix. To je
doprovazeno vyplavenim vapniku, fosforu, mnoha enzymut a degradacnich produktd matrix do krve
a do moci.

Mezi ukazatele kostni resorpce patii:
pyridinolin a deoxypyridinolin v mo¢i;
N- a C-telopeptidy kolagenu typu I;
Kostni izoenzym kyselé fosfatazy;
hydroxyprolin v mo¢i.
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Pyridinolin a deoxypyridinolin (Pyr a Dpyr) a degradaéni fragmenty kolagenu typu |

Pyridinoliny a deoxypyridinoliny, tzv. cross-links (pti¢né spojky) vznikaji ve zralém kolagenu
intermolekuldrnim propojenim 3 lysinovych nebo hydroxylysinovych zbytkidi kolagennich fibril.
Pyridinolin je tvofen spojenim 3 hydroxylysinovych zbytktl, deoxypyridinolin 2 hydroxylysinovych
a1 lysinového zbytku postranniho fetézce. Deoxypyridinolin je povazovan za specificky produkt
odbouravani kolagen typu | v kostech. Pii degradaci kolagenu se pficné spojky uvoliuji do krevniho
ob¢hu a piestupuji do moci. V obéhu jsou pyridinoliny a deoxypyridinoliny pifitomné jako soudcdsti
koncovych usekii kolagenu nebo jsou volné.

Produktem $tépeni v C-koncové oblasti kolagenu typu I je karboxytermindlni cross-links
kolagenu typu | (CTX-1) nebo C-termindlni telopeptid kolagenu typu | (ICTP). CTX-I vznika
odbouravanim kolagenu pomoci katepsinu K, naopak ICTP se z kolagenu odstépuje ptisobenim jinych
proteolytickych enzymi, které patii k matrixovych metaloproteindzam. Podobné produkty se uvoliiuji
i pii degradaci N-koncové Casti kolagenu typu I a oznacuji se jako aminotermindlni cross-links
kolagenu typu | (NTX-1) a aminotermindlni telopeptid kolagenu typu I (INTP) (obr. 8). Dalsim
odbouravanim telopeptidi se mohou uvoliovat samotné pyridinoliny a deopyridinoliny. Jejich
koncentrace nezavisi na ptfitomnosti kolagenu v potrave.

Ke stanoveni téchto parametrd v séru, plazmé popt. moci jsou vyuzivany bud’ imunochemické
metody nebo vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC).

Obr. 8 Telopeptidy kolagenu typu |
(upraveno podle Calvo et al., Endocrine Review,17, 333 — 366, 1996)

N-terminalni

telopeptid
s pri€nou vazbou OH

- N pricna vazba

priéna vazba l
p OH
OH C-terminalni

N telopeptid
s pfiénou vazbou

Kysela fosfataza (ACP) a jeji kostni izoenzym
Kysela fosfatdza (EC 3.1.3.2) hydrolyzuje razné fosfore¢nanové estery pii pH niz§im nez 7.
Vyskytuje se v tad¢ tkani (prostata, kosti, jatra, ledviny, slezina, krevni elementy). V cirkulaci
rozliSujeme né€kolika izoenzymu:
o Kostni tzv. tartardt-rezistentni (TRACP) — je specificky pro kostni tkan. Osteoklasty obsahuji
velké mnozstvi tohoto lyzosomalniho enzymu, ktery je secernovan do ob&hu béhem kostni
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resorpce. Na rozdil od vySe uvedenych ukazateld kostni resorpce se nevylucuje ledvinami, takze
stanoveni kostniho izoenzymu je cenné u pacientd s poSkozenim ledvin.

o Prostaticky — neni normalné ptitomen, objevuje se pii karcinomu ¢i hyperplasii prostaty, je citlivy
viaci vinanu.

e Trombocytovy — uvoliuje se pti srazeni krve, proto jsou v séru vyssi hodnoty nez v plazmeé.

e Erytrocytovy — uplatniuje se v hemolytickém séru.

Biochemické stanoveni vyuziva Sté€peni syntetickych esterd kyseliny fosfore¢né. Jednim
Z pouzivanych substrati je 4-nitrofenylfosfat (podobné jako ALP), ktery v kyselém prostredi $tépi
kysela fosfataza na fosfat a 4-nitrofenol. Pro stanoveni kostniho izoenzymu ACP jsou k dispozici
diagnostické soupravy vyuzivajici imunochemické metody.

Referen¢éni hodnoty:
Celkova katalyticka koncentrace ACP Vv plazmé:
muzi: 0 — 108 nkat/I
zeny: 0 — 92 nkat/I
Prostaticky (tartarat-labilni) izoenzym ACP: muzi 0 — 43 nkat/I

Hydroxyprolin

Kolagen obsahuje velké mnozstvi hydroxyprolinu. Pii degradaci kolagenu se hydroxyprolin
uvolnuje do cirkulace a je vylu€ovan moci, zbytek je metabolizovan jatry. Hydroxyprolin v moci se
zvySuje pii zvySené kostni resorpci (napf. osteopordza, hyperparatyredza). Patii mezi méné specifické
markery osteroresorpce, nebot’” miize vznikat i ze slozek komplementu a pii odbouravani propeptidi
kolagenu. Hydroxyprolinurie je dale ovlivnéna dietnim pfijmem kolagenu (maso, vyvary z masa,
zelatina). Z téchto divodd se hydroxyprolin dnes jiz jako ukazatel odbouravani kosti neuziva,
uprednostiuji se vyse uvedené markery.

Odborné spolecnosti doporucuji jako zakladni ukazatel kostni novotvorby
stanovovat PINP — N-terminalni propeptid prokolagenu typu I a jako zakladni
ukazatel kostni resorpce CTX-1 — C-terminalni cross-links kolagenu typu I.

5. Vybrana metabolicka onemocnéni kosti

Metabolicka onemocnéni kosti se vétSinou tykaji kosti jako celku. Maze byt postizena bud’
organicka slozka kostni tkané¢ nebo kostni mineral nebo obojiho. Na prvnim misté stoji osteopordza,
ale k ¢astym metabolicky podminénym chorobam patii i osteomalacie a Pagetova kostni choroba.

5.1. Osteopordza

Osteopordza je systémové metabolické onemocnéni skeletu. Je charakterizovana #bytkem
kostni hmoty (rovhnomérnym ubytkem organické i anorganické matrix) a poruchami
mikroarchitektury kostni tkan€ s naslednym zvySenim fragility kosti a tendenci ke zlomeninam.
Ubytek kostni hmoty je vétsi neZ odpovida véku, pohlavi nebo rase uréitého jedince.

Osteoporodza je dnes pokladana za ,civilizaéni chorobu”, s kterou se setkavame zejména Vv
pramyslové vyspélych zemich. Je onemocnénim predev$im starSich Zen. Vznikd z nepoméru mezi
vystupiiovanou kostni resorpci a normalni nebo snizenou novotvorbou kosti. Az do 50 let se obsah i
denzita kostniho mineralu u dospélych Zen a muzli téméi neméni. Pozd¢&ji zacne u zen po menopauze
pievladat kostni osteoresorpce nad novotvorbou kosti v souvislosti s vyhasindnim ovarialnich funkci a
tento trend pak pokracuje po cely zivot. I u muzli ubyva s postupujicim vékem kostni hmoty, ale tento
proces probiha mnohem pomaleji, a proto jsou muZi osteopordézou a zlomeninami ohrozeni mnohem
méne¢.

Diagnoéza osteopordzy se vyslovuje na zdkladé méieni kostni hmoty pomoci zobrazovacich
technik. Laboratorni vySetieni mohou byt také cennym piinosem pii jejim zjist'ovani, pti posuzovani
stupné a prognodzy rozvoje onemocnéni. VySetfuji se parametry metabolismu vapniku a fosforu a
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ukazatele kostni piestavby. U Zen po menopauze zvySen¢ ohroZenych osteopordzou se zjist'uji vyssi
hodnoty ukazatelii osteoresorpce, které nejsou kompenzovany zvySenim novotvorby kosti.

5.2.0steomalacie a rachitis

Osteomalacie je charakterizovana smiZenim minerdlni komponenty ndsledkem poruSené
mineralizace nové vytvoiené kosti. Nalézame zvySené mnozstvi osteoidu (nemineralizované
organické matrix), ktery nekalcifikuje nebo jen zvolna. Rachitis (kFivice) je termin oznacujici
osteomalacii u déti, nebot’ rozvoj kfivice je podminén ristem kosti.

Nejcastéjsi pri¢inou osteomalacie je nedostatek vitaminu D v disledku jeho nedostate¢ného
obsahu v potravé, poruch traveni a vstfebavani. RovnéZz nedostatek slunecniho zafeni, jaterni
a ledvinové choroby, spojené s naruSenou pfemenou vitaminu D na aktivni metabolity, mohou byt
pric¢inou osteomalacie.

Pro osteomalacii je typicky laboratorni nalez:

o nizkad kalcemie;
o nizkd fosfatemie;
o vysoka katalytickd koncentrace alkalické fosfatdzy, zvlasté jeji kostni izoformy.

5.3. Pagetova kostni choroba

Pro Pagetovu kostni nemoc je typické postizeni pouze urcitych casti skeletu. Je disledkem
mistni nekontrolované kostni resorpce, ktera je doprovazenou nadmérnou a neusporadanou
novotvorbou kosti. Vznika strukturné neplnohodnotna kost. Je zvysen pocet osteoklastl i osteoblastui.
Postizena muze byt jedna nebo vice kosti. V biochemickém nalezu dominuje zvySend hodnota
alkalické fosfatazy (piedevsim kostni izoformy). UziteCné je i stanoveni markert kostni remodelace.
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Metodicka poznamka ke stanoveni ALP

Stanoveni koncentrace katalytické aktivity enzymu

Pti stanoveni katalytické koncentrace aktivity enzymu je nezbytné, aby v reakéni smési byl
nadbytek substratu, popt. koenzymu. Tomu zpravidla odpovida pfiblizné deseti- az dvacetinasobek
hodnoty Michaelisovy konstanty pro dany substrat. Za této podminky je veSkery enzym nasycen
substratem a rychlost reakce nezadvisi na koncentraci substratu, ale pouze na koncentraci enzymu.
Enzymové katalyzovana reakce probiha kinetikou nultého fadu. Koncentrace produktu roste linearné.

Rychlost pfemény substratu na produkt mizeme sledovat kinetickym méfenim. Jinou méné
vhodnou moznosti je méfeni ptirtistku produktu az po uplynuti urc¢it€ho konstantniho ¢asu — stanoveni
v konstantnim case (fixed time).

Je mozno monitorovat i koncentraci koenzymu. V piipadé meétfeni zmény koncentrace
NAD*/NADH hovofime o optickém testu (viz stanoveni laktatdehydrogenasy nebo aminotransferas).

Kinetické stanoveni

Kineticky zplisob méfeni katalytické koncentrace enzymu je v klinicko-biochemickych
laboratotich vyuzivan nejcastéji.

Pii tomto zpuisobu sledujeme rychlost enzymové reakce kontinudlnim méfenim absorbance
nebo méfenim absorbance za ¢asovou jednotku. Tomu odpovida ptirGstek produktu (produktt) nebo
ubytek reaktantu (reaktantll). V pfipad¢ manudlniho provedeni hodnotime zménu absorbance
v nékolika pravidelnych c¢asovych intervalech, obvykle jednominutovych. Na zacatku enzymové
reakce nemusi byt rychlost konstantni — mluvime o lag fazi. Proto méteni zahajujeme az po uplynuti
lag faze, tedy v Case, kdy rychlost reakce je jiz konstantni.

Kontinualni sledovani katalytické aktivity enzymu umozni v¢as zaznamenat odchylku od
linearniho pribéhu reakce. Tato situace mize nastat u vzorki s vysokou aktivitou enzymu, kdy hrozi
vycerpani substratu, popt. koenzymu v reak¢ni smési.

Stanoveni v konstantnim ¢ase (fixed time)

Pti stanoveni koncentrace katalytické aktivity v konstantnim ¢ase nechame enzymovou reakci
probihat definovanou dobu a poté reakci zastavime inhibitorem, zménou pH popf. jinym zpiisobem.
Automatické analyzatory v klinicko-biochemickych laboratofich umoziuji pfesné dodrzeni potiebné
reakéni doby, takZe neni zapotiebi reakci zastavovat. Poté je urCena koncentrace produktu
vytvofen¢ho v pribéhu dané reakce. Spolehlivost metody predpoklada, ze rychlost tvorby produktu je
v pribéhu inkubace konstantni. Nevyhodou je, ze pfi tomto zplsobu méfeni neni mozné overit
linearitu prabehu. Proto se pro stanoveni enzymu dava prednost kinetickym stanovenim.
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