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Cil: Cilem bakalafské prace je zachytit okolnosti vzniku, etablovani a postupného
vyvoje laboratornich metod ptedevs§im biochemickych, v kontextu d¢jin 1ékatstvi a
historického vyvoje pfirodovédného poznéani. Obsahové se prace zamétuje na objasnéni
podminek vzniku laboratornich metod jako zasadniho kvalitativniho obratu a posunu

v medicinské diagnostice. Cilem prace je rovnéz objasnéni podilu vyznamnych
osobnosti na vzniku a prosazeni laboratornich metod, to v§e v aplikaci na ¢eskou
(¢eskoslovenskou) medicinskou minulost. V ndvaznosti na tento metodicky postup je
dal$im cilem prace zachyceni souc¢asného stavu biochemického oboru, pouzivané
metody, v neposledni fad¢ potom misto a tloha v mediciné€ soucasnosti.

Hlavni poznatky: Snaha zkoumat biologicky lidsky material, jako dilezZity prvek
diagnostiky, provazi vyvoj mediciny od nejstar§ich dob. Dlouhou dobu vSak moznosti
zkoumani téchto latek byly redukovany na smyslové pozorovani a srovnavani. Ziejme
nejstarsi a nejrozsifenéj$i metodou je uroskopie.

Nové prostory pro tuto ¢innost se vytvorily v souvislosti s nastupem iatrochemie a
iatrofyziky. Od poloviny 19. stoleti se pak zacaly objevovat biochemické laboratorni
metody. Jejich prosazovani do medicinské praxe vSak bylo pozvolné, chybély
predevsim odbornici a omezeny byl i pocet odbornych laboratornich pracovist.

K posunu dochazi ve svétovém méfitku az po 1. svétové valce, v ¢eskych
(¢eskoslovenskych) podminkéch obrat a rozvoj biochemickych laboratornich metod je
mozné poloZit do pielomu 40. a 50. let. Laboratorni vySetfovaci metody se postupné
prohlubovaly a zdokonalovaly, zvétSovala se jejich Skala a hlavné se Sifily do celé sité
zdravotnickych zafizeni. S tim souvisi 1 zavedeni systému do profesni piipravy
odborniki.

V soucasné dob¢ biochemickeé laboratorni metody tvoii neodmyslitelnou a naprosto
nepostradatelnou soucéast medicinské diagnostiky.
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Historical progress of laboratory research methods, historical progress and the present
of biochemical laboratory research methods

Bachelor thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Medical Laboratory Technician

Background: Object of the work is to catch the circumstances of the origin,
establishing and gradual progress of laboratory research methods especially the
biochemical ones, in context of medical history and historical progress of nature science
cognition. In content, the work concentrates on clarifying of the circumstances of the
origin of laboratory research methods as an essential qualitative turn and progress in
medical diagnostics. Object of the work is also to clarify the participation of important
personalities on the origin and enforcement laboratory research methods, all of this
applying on the Czech (Czechoslovak) medical past. In continuity on this methodical
process another object of the work is to catch the former status of the biochemical
branch more specific, applied methods and at least but not last to specify its part and
target in the medicine today.

Main findings: An effort to explore a biological human material as an important part of
diagnostics accompanies the progress of medicine from the oldest times. The
possibilities of exploring these materials had been reduced on sensual observation and
comparing for a long time. Apperantly a uroscopy is the oldest and most enlarged
method.

There have been made new space for this ac tivity in connection to the rise of
iatrochemistry and iatrophysics. From the half of the 19™ century the biochemical
laboratory research methods have started to appeare. Its assertion to medical technice
was gentle, the specialists missed mainly and number of specific laboratory areas was
also reduced. A world wide movement comes after the WWI., in the Czech
(Czechoslovak) countries the turn and progress of biochemical laboratory methods can
be situated to the edge of 40's and 50's. Laboratory research methods envolved and
improved gradually, its scale enlarged and mainly it spread into the whole web of
medical organisations. And with this the implementation of a system into the training of
specialists is connected.

Now these biochemical laboratory methods takes an essential and inseparable part of
medical diagnostics.
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1 UvVOD

Znat vétSinu laboratornich metod rozmanitych odvétvi 1ékarského svéta je pro mij
obor ,,Zdravotnické bioanalytika* profesni nutnosti a nezbytnosti. Pfi studiu jsem méla
moznost seznamit se, mimo jiné, s laboratornimi technikami v prostiedi
imunologickém, mikrobiologickém, biochemickém, hematologickém, toxikologickém,
histologickém apod.

Stejné jako studium obecnych déjin, vyvoje a projevil spolecenského zivota, tak i
poznani vyvoje ptirodnich jevl, d&jin véd, techniky apod. je nejen piinosné pro poznani
Sir§ich okolnosti vzniku a vyvoje budouci vlastni profesni oblasti, ale je, domnivam se,
jednim z dosazitelnych nastrojii rozsifovani vSeobecného piehledu kazdého jedince.
Poznatky vyvoje od nejstarSich dob po soucasnost pritom nejsou jednou provzdy dané,
obohacuji se a konkretizuji o dalsi fakta a odhalené souvislosti.

Toto téma jsem si zvolila s cilem nastinit vyvoj mediciny s diirazem na moZnosti
diagnostiky, misto a ulohu laboratornich metod v tomto procesu. Nejde tedy o
podrobné zachyceni vyvoje mediciny, ale o zachyceni podstatnych okolnosti podminek
vzniku a vyvoje laboratornich metod, bez kterych si souasnou medicinu, ale 1 dalsi
oblasti védy i praktické vyrobni ¢innosti nedovedeme viibec predstavit.

Vzhledem k mému studijnimu oboru jsem se zaméfila predev§im na historii
laboratofi, vznik a zavedeni laboratornich metod zkoumani biologického materidlu a
soucasné se snazim postihnout spojitosti s ptibuznymi védeckymi disciplinami jako je
zejména chemie. Snahou rovnéz je, zachytit vyznamné osobnosti oboru. Oboru
zdUraziiuji proto, nebot’ celd prace védomé uptednostituje obor biochemicky, dle mého
nazoru ten nejrozmanitéjsi a snad i nejbohatsi co se historie tyce.

Biochemie je védou, ktera se zabyva chemickym slozenim, pochody a zménami
v zivych organismech. Je tedy zajimavou védni disciplinou balancujici na hranici
chemie a biologie. Své diilezit¢ misto ma jak v oblasti 1ékafstvi a farmacie, tak také
v zeméd¢lstvi, v ochran¢ zivotniho prostfedi, nebo primyslu a potravinafstvi.

Vzhledem k vymezenému cili prace jsem zvolila nasledujici metodicky postup.
Na zakladé prostudovani dostupnych pramenti k d&jindam mediciny, zdravotnictvi a
vztaznych pfirodnich véd (s dirazem na tituly zachycujici vyvoj v Ceskych a
Ceskoslovenskych podminkach) se zaméfuji na vymezeni hlavnich mezniki vzniku,

zavadéni a vyvoje laboratornich metod. Snahou pfitom je zachytit osobnosti, které se at’



uz ptimo nebo zprostfedkované - na zdkladé koncipovani sméri védecké Cinnosti -
zaslouzily o rozvoj sledovaného oboru. Vyusténi prace je v posledni kapitole, ktera

zachycuje soucasné spektrum, moznosti a vyznam biochemickych laboratornich metod.



2 HISTORICKY yYVOJ MEDICINY A ZROD PRVNjCH
VYSETROVACICH METOD LIDSKEHO
BIOMATERIALU

Pokud bychom chtéli nahlédnout na uplny prapocatek ptirodovédeckého poznani,
vydali bychom se nejspiSe né¢kam do starovékych statii. Piirodni védy zde byly
zpravidla soucasti jiné védy, filosofie. Pfes vyklady podstaty svéta a piirody skrze
pralatku, pozdé&ji pfirodni zivly jako tieba vody a ohné, nebo hledani vztahl, zékond a
tajemstvi svéta v Cislech (Pythagoras ze Samu) az po teorie neménného jsoucna a
neproménlivého byti, které mélo piredstavovat jakousi obrovskou kouli néceho.
Pomyslny kruh by se mohl uzaviit, nebot’ soucasna véda opét nastolila otazku po
,pralatce® ¢i prapii¢iné vzniku vesmiru a snazi se na ni najit odpovéd’. [17]

Léceni (Iékafstvi) staroveékych civilizaci bylo zalozeno ptfedevsim na ptivodni
empirické zkuSenosti pravékého 1écitelstvi. Vedle toho vznikalo a rozvijelo se knézské
lékatstvi, vychdzejici z plivodniho Samanstvi (animismus). V chrdmovych knéZskych
stavech Casto dochazelo ke spojeni obou vychozich prvki. Knézi, vétSinou vyhradni
nositelé¢ znalosti ziskanych pozorovanim predavali svym nastupcim poznatky o
prostiedich a moznostech 1é¢eni nemoci jako ptisnd tajemstvi. Neslo jen o sugestivni ¢i
magické pusobeni na nemocného, ale byly pouzivany racionalni diagnostické, 1écebné i
preventivni postupy.

Také v mediciné starovékého Egypta dochdzelo ke vzajemnému ovliviiovani a
prolinani dvou zékladnich smérti: empiricko- racionalniho a magicko- nabozenského.
Dulezit¢ byly pisemné zaznamy o nemocech, jejich symptomech a dobovych
predstavach o zplsobu 1é€by. Tak se dozvidame i o tehdejSich moZnostech diagnostiky.
Tak napft. souCasné snad nejrozsitené;si ,,civilizacni* onemocnéni-diabetes. Znamo bylo
uz v Egypté. Na papyrusovych svitcich lékafe Hesy-Raa z obdobi 3. dynastie z roku
1552 pt.n.l. se objevila prvni zminka o diabetu( objev ucinil v roce 1862 némecky
archeolog Ebers). Nalezeny dokument popisuje diabetes jako vzacnou nemoc, jejiZ
pfi¢ina je neznama a projevuje se velkou Zizni. Diabetes se v Egypté 1éCil smési ze
sladkého piva, pSeni¢nych zrn, zeleného cypfiSe a nakli€¢enych kukuficnych zrn. Tato
smés se méla pojidat 4 dny a aby se zvysil jeji u€inek, nemocny mél chodit bosyma
nohama Vv rose a odiikavat zaklinadlo. Lékati také doporucovali dietu skladajici se z
drobnych plodii, ovoce, zrnin a medu, coz mélo mit za néasledek utlumeni zvySené¢ho

moceni [18]. Celkem je tam uvedeno 8 navodu "na odstranéni moce, kdyz je ji mnoho",
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takZze nemocny nikdy nepiestava pit, pfitom stale moci, vymoci vic, nez vypije, télo
proto hubne, rozpousti se a moci odchazi ven, az ¢lovék umira a $ifi kolem sebe

nepiijemny zapach.
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Obr.1: Ebersiv papyrus

Zminku o diabetu najdeme i v 2. tis. pt.n.lv Ciné ve Vnitini knize Zlutého
cisafe. Diabetes je popsan jako nemoc projevujici se neuhasitelnou zizni, velkym
mnoZstvim moée medové barvy, nemocny je vyhubly na kost a pokryt viedy. Ciané
zjistovali projevy diabetu sledovanim mravenci, zda jsou pfitahovani k moci ¢i nikoli a
upozornovali na to, Ze jednou z pric¢in mize byt obezita.

V Indii se tomuto tématu v€novali lékafi Sushruta, Charaka a Vaghbata v 6.
stoleti pf. n. 1., ktefi nazvali tuto nemoc ,,Madhumeha* (madhu znamena med). Popsali
chorobny stav, pti némz je mo¢ sladka, a rozlisili i dvé jeho formy, jedna, pii které
nemocny vyrazné hubne a velmi rychle zemie, a druhd, pro niZ je charakteristicka
otylost. Také zminili vyznam dédi¢nosti této choroby.

Hippokrates ,,otec mediciny* (460 pf. n. 1.) nezminoval specidlné ,,diabetes ve

svych pracech, ale 1ze v nich nalézt popis nemoci souvisejici s Castym mocenim a

strddanim organismu.

2.1 Starovéké postiehy, objevy a metody

KdyZ nebudeme pocitat prosty ohfev vody na ohni a Gipravu potravin, zpracovani
ktze nebo keramiky, tak prvni chemické pokusy a experimenty zacali provadét
Egyptané a Rekové. Pouzivaly se jednoduché uzitkové chemické reakce, jako bylo

béleni médi slouceninami arzenu, zluceni stiibra a zpracovani dalSich kovii. Studovana
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byla také chemickd destilace, vyroba skla ¢i kvasu a piva. Pozorovanym jeviim bylo
pfisouzeno védecké vysvétleni a byl zaveden pojem ,,chemie® (4.stoleti, Zoismos
z Panapolis). Pouzivany byly jiz prvni banky a nadobky z foukaného skla, ze kterych se

sestavovaly primitivni aparatury. [9]
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Obr. 2: Nakres destila¢ni aparatury podle Zoisma z Panapolis

Prvnim vySetfovanym biologickym materidlem v daleké historii byla nejspise
snadno dostupna a makroskopicky lehce diagnostikovatelna tekutina, moc. Metoda se
nazyvala uroskopie nebo také uromancie, mo¢ byla vySetfovana podle zabarveni,
mnozstvi, sedimentu, zadpachu a dokonce dle chuti. Existovaly specidlni nadoby
»~matuly®, které tvarem pfipominaly lidské télo, mo¢ se do nich nalila a podle mista kde
se vytvorila srazenina nebo zadkal diagnostikoval léCitel chorobu, nebo postiZzeni
konkrétniho organu. Tuto metodu praktikovali také 1ékati a filosofové jako Hippokrates,
Galenos a Avicenna. Uroskopie dosdhla nejvétSiho rozkvétu ve sttedoveéku a byla casto
zobrazovana i v uméni.

Vysetieni moci je i dnes jednim ze zakladnich diagnostickych postupti, vyuzivaji
se vSak védecké metody jako napf. vySetieni mikroskopické, chemické, bakteriologickeé.
Ani ty ale samy o sob& nestaci a ke stanoveni diagnézy je potieba dalSich dil¢ich

vySetieni, tfeba krve.
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Ob. 4: Galén

Obr. 5: vicenna
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2.2 Anticka doba a Arabska medicina

Intenzivni vyzkum a sestavovani védeckych teorii a poznatkli pocal 4. stoletim
pi.n.l. Jednotlivé védni obory nebyly ve starovékém Recku zietelné vymezeny a tak
nalézadme stejna jména téméi ve vSech védnich disciplindch, nebot’ takovy ,,univerzalni‘
fecky filozof se vyjadioval jak k fyzice, matematice a geometrii, tak i k astronomii,
rétorice, hudbé a Ilékafstvi. Proces osamostatiiovani oborti je zfejmy nejprve u
matematiky a formovani specialistd v pravém slova smyslu se datuje teprve v
novoveéku. [17]

Mnoho teckych filozofii bylo také I¢kati, nebot’ jiz v obdobi od 6. a 5. stoleti
pr.n.l. zahdjily svou lékatskou ¢innost vyznamné Skoly. Nejslavnéjsim Iékafem té doby
byl jednozna¢né Hippokrates. Velky vyznam zde mélo tzv. uceni o stavach (humoralni
teorie), podle kterého lidské té€lo obsahuje 4 $tavy (krev, hlen, Zlutou Zlug, ¢ernou Zluc)
a nerovnovaha mezi témito je divodem jakéhokoli onemocnéni. [10]

Lékatstvi starovékého Recka bylo nejenom syntézou riznych starovékych
medicinskych Skol a systému (pfedevsim vliv Egypta), ale rozvinulo a obohatilo tyto
systémy do podoby, kterd se na dlouhd staleti stala evropskou medicinskou tradici.
Recko dalo svétovému lékaistvi terminologii a v tomto prostiedi se zrodily zaklady
medicinského mysleni. [24] Své zaklady zde ma i 1ékarska etika. Vyznamné bylo, Ze se
lékafstvi antického Recka emancipovalo od filozofie jako samostatny védni obor (na
rozdil od skol, které se opiraly o filozofické spekulace). Hippokrates a jeho Zaci piijali
tezi, Ze nemoc je stav pfirozeny, majici své pfirozené piiiny. Humordlni patologie
nebyla vSak jedinym smérem uvazovani o zdravi a nemoci.[24] Ve 3. stol. pt.n.1. sepsal
na zékladé poznatki z pitev Erasistratos dva anatomické spisy jako pocatek
patologicko-anatomického uvazovani o zdravi a nemoci. Dlouho vSak ¢ekal na své
potvrzeni. Zapravdu mu dal az proces zapocaty v renesanci-zalozeny na znalostech
anatomicko-fyziologickych procesti. Tato skute¢nost vSak zaroven naznacuje v jakych
podminkach (stupni poznani) se mohl biologicky lidsky material stat piedmétem
hlubsiho zkoumani.

Recka 1ékai'ska vzdélanost byla zprostfedkovana novému centru starovéké védy a
kultury- antickému Rimu, kde postupné dominovala galénovskd medicina. Po padu
zépadoiimskeé tiSe se centrum medicinské vzdé€lanosti presunulo do Byzance a Arabské

fiSe. Byzan$ti autofi zpracovali rozséhla dila encyklopedického charakteru, ve kterych
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shrnovali v§echny dosavadni poznatky. V Byzanci doslo také k vyraznému pokroku ve
vyvoji zdravotnickych zatizeni-nemocnic a lékaren.

V Arabské 1iSi bylo vefejné zdravotnictvi na velmi dobré urovni, protoze se
opiralo o pfisné¢ hygienické piikazy Koranu (napf. ldzn€). Dilezité pro arabskou
medicinu  byly poznatky antickych 1€kaiti.  Arabsti ucenci piekladali
spisy Hippokrata, Aristotela, Galéna aj. Tyto poznatky pak z arabstiny byly ptekladany
do latiny, ¢imz se navracely do Evropy (Konstantinus Africanus). Arabové se také
seznamili s poznatky civilizaci na podmanénych tzemich a pouzivali je, naptiklad
pfevzali styl byzantskych nemocnic. Tyto nemocnice se vyrazné odliSovaly od

nemocnic v Evrop¢ hlavné ptitomnosti 1ékait, ktefi v téch evropskych chybéli.

2.3 Stredovéka medicina a jeji omezené moznosti, alchymie

Nejvyznamnéjsi 1ékafi této doby byli Rhazes (10. stol) a Avicenna (11. stol.),
ktefi byli uznavani i katolickou cirkvi. [24] Poznatky arabské a zidovské mediciny
zprostfedkovavaly dvé vyznamné lékaiské Skoly- v Salernu a Montpellier, které se
obsahem a formou vyuky liSily od 1ékatskych fakult vétSiny oficialnich univerzit, které
v té¢ dob¢ vznikaly z iniciativy mést (Italie), cirkve (Francie) nebo panovnika (Praha).
Vyraznym rysem studia na téchto Skolach byly scholastické praktiky, strnulé
memorovani a téméf bezvyhradné uctivani antickych autorit, to vSe prolozené
cirkevnimi dogmaty a omezenimi. [30]

Az koncem 15. stoleti zacala evropskd spolecnost prochédzet zakladnimi
zménami. Renesan¢ni duch vstoupil i do mediciny, pozvolna konci jeji stfedovéka
stagnace. Pozvolna se oteviela cesta kK novym poznatkiim a objevim.

Pozoruhodny jev tehdejSiho vyvojového stupné poznani predstavuje alchymie.
Néktefi o ni tvrdi, Ze byla védou a nebyla odliSna od chemie, druzi, Ze alchymie byla
blud a pavéda. Jak to tak byva, pravda je nékde uprostied. [12]

Alchymie svym pocatkem zasahuje starov€k, prochdzi celym stfedovékem a
doznivé jesté v prvnim stoleti raného novoveéku. Kromé chemie zahrnovala také fyziku,
medicinu, magii, mineralogii, metalurgii, pfirodovédu, spiritismus atd. Krom¢ jejich
blahovych cili a snahy zhotovit naptiklad kdmen mudrch, ktery by proménoval
obycejné kovy ve zlato, nebo vytvofit elixir Zivota, byla také velkym védeckym

pifinosem. Alchymisté vypracovali dodnes bézn¢ uzivané metody izolace latek, jako
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tteba sublimace, destilace a krystalizace, zavedli riizné zpisoby rozpousténi a zihani.
[9] Vymysleli a vytvotili také velké mnozstvi chemického nadobi, které je velmi
podobné, nebo dokonce uplné stejné jako to dnesSni (tfeci misky, banky, kadinky,
nalevky a dalsi). Jiz kolem roku 1200 n.I. znali fadu chemickych prvkl a uméli piipravit
mnoho sloucenin, znali ptipravu sody, louht, alkoholu. V 16.a 17. stoleti zacala byt
alchymie postupné¢ nahrazovana védeckym pfistupem ke studiu latek a jejich

vzajemnych piemén. [3]

zlato stiibro g méd Zelezo
(Slunce) (Mésic) (Merkur) (Venuse) (Mars)

3% % 4V

cin olovo sira voda
(Jupiter, Zeus) (Saturn)

Obrazek 5: Alchymistické symboly nékterych chemickych prvki

3 PREKONANI SCHOLASTIKY, OTEVRENi NOVYCH
CEST V PRIRODNICH VEDACH A MEDICINE

3.1 Nastup iatrochemie a iatrofyziky, pneumaticka chemie

Iatrochemie se zacala formovat v 16. az 17. stoleti. Jeji snahou bylo spojit chemii
s I¢katstvim. Hlavnim iniciatorem a zakladatelem byl Philippus Aureolus Theofrastus
Bombastus von Hohenheim zvany Paracelsus (1493-1541).

Paracelsus mél nazor, Ze Zivotni pochody v organismu maji chemickou povahu a
ze zdravi zavisi na normalnim stavu orgdnt a sekretii, coz vlastn¢ koresponduje i se
soucasnou lékatiskou a biochemickou védou.

Ptipisoval velky vyznam chemickym latkdm pfi odstrafiovani vzniklé poruchy —
nerovnovahy. Jeho pestry Zivot se stal pfedmétem mnoha literarnich zpracovani véetné

beletristického. Pii svém pobytu v arsenovych dolech se stal svédkem ptihody, ktera mu
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dala impulz k myslence ,,jed se od léku odlisuje pouze podavanym mnozstvim*. Piirodu
povazoval za jednu velkou pestrou Iékarnu. [6] Diky arsenu a rtuti dokazal aspésné 1é¢it
do té doby nelécitelnou syfilidu. Paracelsus zemiel zfejmé jako obét’ svého povolani na
kontaminaci jater z prvkta kovu, které sam vyrabél v Cisté formé a davkoval je svym
pacientim. Za zminku jisté stoji skutecnost, ze pusobil kratkou dobu jako Iékaf na
zamku v Moravském Krumlové, kde je na jeho pocest ziizena muzedlni vystava

predméti, které tam pii své praci pouzival.

Obr. 6: Paracelsus

Jesté vice nez Paracelsus prispél k rozvoji iatrochemie Johanes Babtista van
Helmont (1577-1644), podle n¢hoz traveni reguluje kyselina obsazena v zaludeénich
Stavach. Jejich prebytek 1 nedostatek zpusobuje onemocnéni zaludku, které 1é¢il v
prvnim piipad€ podavanim zasad (jedla soda), ve druhém piipadé kyselinami. Zabyval
se studiem plyni, za prvotni prvky povazoval vzduch a vodu.

Iatrochemie souvisi 1 se vznikem farmaceutické chemie a pouzitim prvnich
chemickych 1é¢ivych ptipravki (zelezna tinktura, 1é¢ivé preparaty s obsahem opia,
projimadla atp.). [17] Iatrofyzika zase vysvétlovala pochody v lidském organismu jako
fyzikalni a mechanické procesy.

V 17. stoleti se chemie zacala ubirat vice technickym smérem. Toto obdobi je také
oznacovano jako obdobi pneumatické chemie nebo pneumochemie (z feckého pneuma-
vanek, vzduch) a je brano jako dllezity meznik rozvoje chemického oboru.
Pneumochemie se zabyvala vlastnostmi plynt, podnétem pro jejich zkoumani byl objev
vakua, vyvévy, méfeni objemu a hmotnosti vzduchu. Jsou to dvé tisicileti od doby
Aristotela, nez se zaCaly experimentalné zkoumat plyny. Dulezitymi postavami tohoto

obdobi je napiiklad Galileo Galilei, ktery objevil, Ze vzduch mé& hmotnost, jeho zak
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Evangelista Torricelli zjistil existenci vakua a vynalezl rtutovy barometr. Otto von
Guericke zase vynalezl vyvévu a Robert Boyle vyslovil teorii, ze ve vakuu se nesiti
zvuk, neprobiha v ném hoteni a ze ve vakuu neni mozny ani zivot. Tento poznatek byl
jednim z vychodisek k velké chemické a fyziologické revoluci v 18. stoleti. [5]

V tomto obdobi zapocala rozvoj také chemie technickd a vynalez knihtisku

umoznil rychlé §iteni odborné literatury a exaktnich poznatku. [17]

3.2 Vyvoj mediciny, jeji stav a diagnostické moZnosti do poloviny
18. stoleti

Lékarska véda, nesporné vlivem renesan¢nich medicinskych objevil, dospivala
v 18. stoleti na mnohych usecich jiz k modernimu pojeti nemoci jako samostatné
nosologické jednotky, projevujici se vlastnostmi klinickymi 1 patologicko-
anatomickymi pfiznaky. O tento ndzor bojovali v§ak zatim jen jednotlivi prukopnici
védy, zatimco mysleni 1ékait v praxi bylo zatizeno jesté ,,humoralni teorii® minulosti.
Klinicko- patologicko- anatomické pojeti nemoci probojovavala od tficatych let 19.
stoleti zejména tzv. druha Videtiska $kola v &ele s K. Rokitanskym a J. Skodou. [30]

Az do vitézstvi patologicko- anatomického nazoru na patogenezi nemoci a jeho
zdomécnéni u nas v druhé poloving 19. stoleti, bylo pojeti choroby ztizeno jesté
»humoralni teorii“, podle niZ nemoc byla zplsobena zkazenymi §tavami lidského téla,
byla véci celého organismu a bylo proto lhostejno kde a jak se projevovala. Zna¢né
roz§ifeny byl u nas i tzv. animismus proslulého tehdy profesora univerzity v Halle G. E.
Stahle (1660- 1734) s jeho nazorem na dusi, ktera fidi veskeré déni v organismu a to
velmi konkrétné. ,,Nemoci jsou zpisobeny pfedev§im meéstnanim krve ,,plethorou®.
Duse proto, vlécebném Usili, plsobi ulehcujici krvaceni, napf. haemorhoidalni,
menstruacni, ale 1 z plic a Zaludku.* [24]

Jest€ hloubéji zasahl do mysleni 1ékatti v praxi skotsky Iekat John Brown (1735-
1788). Jeho nazory byly bojovné diskutovany i ve veédeckych kruzich a rozdélily
soudobou medicinu na dva tabory. [24,27] Brownianismus se zahnizdil zejména mezi
obh4jce a zufivé odplrce. Podle ndzori Browna Zivot neexistuje saim sebou, je to stav
vznikly a udrzovany zevnim drazdénim (teplem, vzduchem, vyzivou) nebo drazdénim

vnitinim (pohyby svald, hnuti mysli apod.). ,,Nervovy systém* (substance nervova a
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svalova podle Browna) je sidlo tohoto drazdéni. Stfedni stav podréazdéni je zdravi, silny
(sthenie) a slaby (asthenie) je nemoc.

Mesmerismus byl dal§$im modnim i u nas rozsifenym smérem mediciny. E. A.
Mesmer (1734- 1815) ucil, Zze podobné jako existuje magnetismus v neorganické
piirodg, tak je i v lidském a zvifecim téle, v jeho nervovych vlaknech. Ridi se tymiz
zakony jako magnetismus zemsky, ma svou polaritu, pfendsi se svétlem i zvukem atd.
Magnetismus zivych tél je tou ,,zivotni silou®, kterou vitalisté hledaji. Lékar jej mlze
prenaset svyma rukama na pacienta a 1€cit jim.

Nejinak tomu bylo, pokud S§lo o etiologii nemoci. Hranice mezi nemocemi
infekénimi a ostatnimi byly nejasné a neptfesné. Etiologickym agens nemoci infek¢nich
bylo stalé stfedoveké miasma. Lékafi si je predstavovali jako neznamou Skodlivinu,
nezdravou substanci, kterd vznikd nejCastéji v mocalovité puadé, kde hnije mnoho
organickych hmot. [27] Ptredstavovali si, Ze tato substance vnikd do ¢lovéka spolu se
vzduchem. Za druhou pfi¢inu infekénich nemoci bylo povazovano kontagium. Toto
pfedstavovalo hmotnou pfic¢inu, kterd se dostdvala k ohroZzenym osobam dotykem
nemocnych nebo prostfednictvim pfedmétil, na nichz ulpéla. Dulezitym cinitelem pro
vysvétlovani pribéhu epidemii byl nepostizitelny a neovladatelny genius epidemicus,
ktery nahrazoval znalosti zakonti epidemiologickych pochodd jesté v pocatku stoleti
dvacatého. Leeuwenhoektliv objev mikroorganizmi pod mikroskopem v 17. stoleti se az
do objevt Pasteurovych neuvadél v souvislosti se vznikem chorob. [24]

Poznani pfi¢in nemoci i reakci organismu na né bylo ovlivnéno trovni (nékdy
velmi chabou) ptirodovédeckych zakladt. Patfilo vSak k mySleni doby, ze tyto
pochybné diagndzy musely byt utfidény v pevné a slozité systémy. Ve vSech oblastech
védy 1 praktického Zivota byla snaha po pfesném uspotadani, kategoriich, systémech.
Tuto obecnou tendenci napt. podpofil v mediciné Karl Linné (1707- 1778), Svédsky
1ékat, svym systémem tfidéni rostlin.

Na zéklad¢ vzitého nazoru, ze nemoci jsou piibuzné rostlindm, aplikovalo se
Linného tfidéni na ,,fiS§i nemoci®. Byly v ni stanoveny tady, celedi, rody, druhy atd.
Tyto kategorie byly tfidény opét podrobné podle rtznych znakd. Co autor to jiné
hledisko. Hledaly se podobné znaky u nemoci a z nich se usuzovalo na ptibuznost
chorob. Ptfibuznym znakem byla napf. horecka. Hore¢natda onemocnéni se davala do
jedné kategorie, at’ byl jejich ptvod jakykoliv. [27] ,,Jed* pasobici ,,nervovou horecku*
se mlze projevit jednou na nervech, jednou jako mor, jindy jako variola, po tfeti jako

zanét pusobici oslepnuti ¢i prijem. Chaos byl zvySovan jesté tim, ze kazdy autor
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pouzival systému vlastnich. ,,Pfi¢iny nemoci mohou piechazet jedna v druhou, proto i
nemoci samy.* [24] Tento pseudovédecky chaos zatemnil i pojmy, které se dlouhou
empirii osamostatnily: spala, zaskrt, lues, nestovice apod.

Pfi tomto nazorovém zmatku se nemohl pojem diagnoézy v nasem slova smyslu
vibec vyvinout. Jesté v poloviné 19. stoleti 1ékaf zavolany k pacientovi se nesnazil
nemoc piesné urCit ani klinicky, ani ji pfesné terminologicky oznacit. Nebylo dosud
Vv I€karské praxi zvykem vySetfovat pacienta svleCeného. Méfeni télesné teploty bylo
znamo sice jiz po n¢kolik stoleti a v 19. stoleti se pocalo $ifit i v bézné praxi, k jeho
hodnoceni vSak nebyly dosud podklady. Podobné tomu bylo i s palpaci a pocitanim
pulsu. Rovnéz ,,uroskopie” byla po staleti znama a provadéna, avSak az do zacatkt
chemického vySettovani se pftili§ neliSilo hodnoceni moc¢i pouhym zrakem od
vésteckych predpovédi. Teprve poklep a poslech byl prvou vaznou vysetiovaci
metodou, kterd umoznila klinicky zjiStovat a lokalizovat patologicko- anatomicky
podklad nemoci. Jeji zakladatel prof. J. Skoda ji uvedl svym spisem do védy v roce
1839, ale i zde pronikala jen pozvolna. [30] Prvnim nastrojem nové vysetfovaci metody
byl stetoskop. Ve skuteCnosti byl Iékat v praxi jest€¢ v poloviné 19. stoleti Casto
diagnosticky nejisty a velmi ¢asto rozhodovala zkuSenost.

Vychozim bodem pro sledovani pokroku novovéké mediciny, jejich metod a
praxe se muze stat hodnoceni stavu zakladnich teoretickych oborti mediciny. [24] Roku
1761 vydal Giovanni Battista Morgagni dilo ,,De sedibus et causis morborum per
anatomen indagatis® (O sidlech a pfi¢indch nemoci anatomicky zjisténych), kterym
vytvoftil zaklad patologické anatomii jako samostatnému teoretickému oboru mediciny.
Zakladni myslenkou, kterou se Morgagni snazil prokéazat, bylo tvrzeni, Ze nemoc ma
svilj hmotny podklad, poruchu na urcitém orgéanu, kteréd je pti¢inou klinickych projevii
nemoci. Morgagniho dilo bylo plné docenéno teprve slavnymi patologickymi anatomy
20. stoleti.

Tviarcem fyziologie jako samostatného teoretického oboru a zaroven osobnosti,
ktera pln€ vyjadrovala rozporuplné tendence ve vyvoji mediciny 18. stoleti, byl profesor
na univerzit¢ v Gottingenu Albrecht Haller. [18] Snazil se nalézt a experimentalné
ovetit konkrétni funkci jednotlivych organi a zejména nervosvalového aparatu. Piitom
zduraziioval dva zékladni fenomény- drazdivost (iritabilitu) a citlivost (senzibilitu).
Pokladal tyto funkce za Cisté Zivotni (vitalni), nevysvétlitelné fyzikalné chemicky, ¢imz
se vjeho dobé vycerpavalo pojeti tzv. pfirozeného vysvétlovani jevl. Vitalni funkce

Haller vysvétloval piisobenim nadpfirozené, hypoteticky pfedpokladané Zivotni sily (vis
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vitalis) a podilel se tak na vytvafeni novovéké podoby idealistického sméru ve
fyziologii- vitalismu.

Metodologickd ohraniCenost vitalistl, pfeklenujici dosud nepozndné¢ a
nevysvétlitelné jevy spekulativnim schématem, byla cizi dilu jednoho z nejvétSich
Ceskych ptirodovédct a 1ékari 18. a 19. stoleti, profesora na l1ékarské fakulté v Praze a
ve Vidni, Jitiho Prochéasky. Uz svymi pracemi v oblasti anatomie, patologické anatomie
a histologie se Prochaska tadil mezi ptedni védce své doby. Tézisté jeho Cinnosti vSak
spocivalo ve zkoumani fyziologie nervového systému. Byl prikopnikem fyziologického
experimentu. V osmdesatych letech 18. stoleti Prochéaska jako prvni formuloval uceni o
reflexu, zakonitém vztahu mezi vnéj$im podnétem a odpovédi organismu. [30]

Stat osvicenského absolutismu chtél feSit své Cetné problémy- ekonomickou
zaostalost; fyzickou a socialni vycéerpanost obyvatelstva zptisobenou Spatnou
vyzivovaci situaci, hmotnou bidu, epidemie, nedostatek zdravych pracovnich sil pro
zaostavajici zeméd¢lstvi a pro vznikajici manufaktury, maly pocet fyzicky schopnych
vojakli pro masové armady apod. — pomoci ,rozumu osviceného panovnika®
uplatiiovan¢ho prostfednictvim zdkonodarstvi. Vychodisko hledaly osvicenské
monarchie v tuhé centralizaci statni moci, v ¢asteéném uvolnéni feudalnich a cirkevnich
pout, v reformach, které mély povzbudit vyvoj zeméd¢€lstvi a manufaktur, ve zménach
ve Skolstvi a zdravotnictvi a v podpoife véd a umeéni. Feudalni stat tak chtél
»racionalnimi* zdkonnymi Gpravami upevnit svou moc.

Ve zdravotnictvi se osvicenské feudalni monarchie soustfedily na budovani
centralizované statni spravy, ktera méla dozirat na dodrzovani ftady tvrdych
karanténnich protiepidemickych piedpisii a ostatnich zakonll o vefejném zdravotnictvi,
vykonavat dozor nad vykonem zdravotnickych povolani a mit pfehled o vyvoji
zdravotnické situace statu. (VSeobecny medicinalni tad-r.1753, Generalni zdravotni
normativ-r.1770). [24] Stat zacal budovat i néktera zdravotnicka zafizeni (nemocnice,
porodnice, chorobince, nalezince aj.). Dulezité pfitom bylo, Ze nemocnice prestavaly
mit charakter pouhého azylu, ktery mély diivejsi Spitaly. Stavaly se zafizenimi, jejichz
hlavnim poslanim byla l1écebné ¢innost.

Pres pokrok, ktery pfineslo 18. stoleti do Ilékaiskych teoretickych obord,
prevladaly v terapeutické oblasti stale jest¢ metody stiedoveké ,heroické™ terapie.
Terapeutickd nemohoucnost mediciny tak vyznamnou mérou piispéla k zvyraznéni

potieby vetejné zdravotnickych preventivnich opatieni.
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3.3 Nejdiilezitéjsi medicinské objevy 18. a 19. stoleti

Cesta ke zvédecténi lékarstvi vedla pies rozvoj teoretickych oborti mediciny.
V anatomii znamenalo 19. stoleti jisté zavrSeni vyvoje, jehoz zaklady vytvorilo
renesancni lékarstvi. Anatomie se stala védou, kterd podavala spolehlivy a do zna¢né
miry Uplny pohled na slozeni lidského téla. Pitva lidského téla se v pritbéhu 19. stoleti
stala zcela samoziejmym prostfedkem vyuky anatomie na lékatskych fakultach.

V 19. stoleti prosly znacnym vyvojem histologie a embryologie. Pro vyvoj
1ékarstvi 19. stoleti méla stéZejni vyznam patologickd anatomie. Jeji zaklady vytvofil
v 18. stoleti Morgagni, ale teprve v 19. stoleti se patologicka anatomie rozvinula v pln¢
samostatny obor, odlou¢eny od anatomie. V kratké dob¢ se stala jednim ze zakladnich
teoretickych 1ékatskych oborl. Na rozvoji patologické anatomie se v 19. stoleti nejveétsi
mérou podileli Karel Rokitansky a Rudolf Virchow. [30]

Kralovéhradecky rodék a profesor patologické anatomie na lékaiské fakulté ve
Vidni Karel Rokitansky byl jednou z profilujicich osobnosti tzv. druhé (nové) Videnské
l1¢kaiské Skoly. Moderni patologickou anatomii vytvofil na zdkladé znalosti rozsédhlého
pitevniho materialu.

Rokitansky ptedev§im zavedl pevny systém do popisu chorobnych zmén na
nejruznéjSich organech. Na zakladé své spoluprace s kliniky (pfedevsim s Josefem
Skodou) polozil do logického vztahu lékafovo klinické pozorovani nemocného
S pitevnim nalezem na nemocnych organech.

Jednou z nejvyrazngjSich osobnosti evropské mediciny 19. stoleti. byl Rudolf
Virchow. Pro dé&jiny patologické anatomie je zakladatelem lokalistické celularni
patologie. [18] Vystupoval proti v§em spekulativnim smérum, které ovladaly medicinu
jesté v prvni poloviné 19. stoleti, a proti jakymkoliv pokusim o navrat ke starym
teoriim. Zdlraznoval vyznam objektivniho morfologického zkoumani bungk, tkani a
organt s pouZitim mikroskopu.

Ve svém zakladnim dile o celularni patologii (1858) Virchow vychazel
z myslenky, Ze pro vSechno Zivé je zdkladnim morfologickym prvkem buika. Z bunky
vychézi veskera Zivotni ¢innost, jak normalni, tak patologicka. V lidském a ZivociSném
organizmu vidél souhrn jednotlivych buné€k, které jsou v ném obsazeny. Z bunck se
sklada kazdy organ, ktery, ptes vztahy k jinym orgdntim, pfedstavuje jakysi stat ve state.
Dalsi zakladni myslenkou Virchowova uceni bylo tvrzeni, ze kazda buika pochazi

Z bunky.
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Nemoc Virchow vysvétloval jako pozménénou ¢innost bunék, jako Cisté lokalni
proces. Piinesl mnoho podstatného k popisu a klasifikaci zékladnich patologickych
stavi a zavedl fadu novych, vystiznych pojmt. Virchowovo uceni bylo dal§im
vyznamnym krokem ve vyvoji lékatrskych teoretickych obort a ve védeckém vykladu

obecné problematiky zdravi a nemoci ¢lovéka. [24]

Obr. 7: Rudolf Ludwig Virchow

Teoretickym zdkladem pro pokrok lékatstvi 19. stoleti se do zna¢né miry stal
vyvoj fyziologie a vznik experimentdlni mediciny.

Jednou z ptednich osobnosti svétové piirodovédy, fyziologie a mediciny 19.
stoleti byl Jan Evangelista Purkyné. (1787-1869). Purkyné chapal fyziologii jako védu,
kterd ma vychazet z pozorovani a pokusli. Tomuto zdkladnimu zaméfeni odpovidaly
vSechny Purkynovy védecké prace zasahujici do mnoha oblasti ptfirodnich véd a
mediciny. Pii systematickém mikroskopickém zkoumani hlavnich tkani a organt byl
Purkyné ptedevsim fyziologem, uvazujicim o smyslu a vyznamu struktury tkani a o

jejich funkci. V mnohém obohatil i histologickou techniku.

Obr. 8: Purkyniv mikroskop
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K nejvyznamnéjsim vysledkim Purkynovy badatelské prace patii objevy
v mikroskopické skladbé zubl, objev zarodecného méchyiku ve wvejci, studie o
fasinkovém pohybu na sliznicich, popis dilezitych funkci kize, vyzkum smyslovych
organi a stahti srdce aj. Na piirodovédeckém sjezdu v Praze roku 1837 Purkyné
vyslovil myslenku, Ze rostlinné a zivocisné télo je stavéno ze stejnych zdkladnich
jednotek, a vyznamné tim pfispél k formulaci bunééné teorie. A to dva roky pied
Schwannem, jehoz zasluhy o kone¢nou formulaci bunééné teorie Purkyné uznaval. [24]

Z dalSich pfednich fyziologl, ktefi v druhé poloviné 19. stoleti pisobili na
rychly vyvoj evropského I€kafstvi, je tfeba pfipomenout fyziologa a fyzika Hermanna
Helmholtze, ktery je pravem povazovan i za zakladatele 1ékaiské fyziky. Roku 1850
sestrojil oftalmoskop, roku 1865 piistroj na méfeni sily zvuku. [18]

Zasadni obrat do vSech oblasti 1ékatské teorie a praxe druhé poloviny 19. stoleti
pfinesl vznik a rychle postupujici rozvoj védecké mikrobiologie. Predstava, ze
epidemické nemoci jsou prenaseny drobnymi zvifatky, seminky, ¢i casteCkami
chemické povahy, nebyla v 19. stoleti né¢im novym. Avsak prvni polovina 19. stoleti se
stala érou témeét bezvyhradné viry v zdkladni principy a vSemocnost chemie. Ve stinu
velkych chemickych objevii Berzelia, Daltona, Wohlera, Liebiga aj., v dobé vzniku
organické chemie a v pocatcich jeji aplikace na fadu obort védecké a technické
¢innosti, se zdalo patrani po zivé pfi¢iné infekci ponékud nemoderni. Presto vSak byli
ptirodovédci, kteti nezavisle na tomto evropském intelektudlnim povédomi studovali a
popisovali bakterie.

Jako prvni uvidél bakterie ve svém mikroskopu Antony van Leeuwenhoek
(1668; vr.1673 popsal erytrocyty). Systematictéjsi vyzkum bakterii se uskutecnioval
v 18. a 19. stoleti. V poloving 19. stoleti byla uz fadou praktickych pozorovani poznana

patogenni role nékterych mikroorganismu.

Obr. 9: Leeuwenhoekiiv mikroskop
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Prvnim, kdo tato jednotliva praktickd pozorovani prohloubil, zobecnil a podal
védecké zdiivodnéni patogenni role mikroorganismu, byl francouzsky chemik Louis
Pasteur. Jeho vyzkum bakterii byl vyvolan aktualnimi potiebami francouzského
narodniho hospodafstvi v padesatych a Sedesatych letech 19. stoleti (problematika
vinného kvaseni, choroba bource morusového, nalez ptivodce slepi¢iho moru aj.). [24]
Pasteur prvni zacal pfipravovat zivné pidy pro péestovani mikrobli a piesné je
diferencoval. Postupné se mu podatilo dokézat, ze je mozné bakterialni kulturu oslabit a
vyuzit ji pfi ochrané organismu pied onemocnénim. Pro lidskou patologii mél
bezprostiedni vyznam jeho objev ockovani proti vztekling, které zacal provadét roku
1885 oslabenou vakcinou.

Pasteur polozil zaklady védecké diagnostiky infekénich nemoci, k aktivni
imunizaci proti mnohym znich a nakonec i K prevenci. Zaslouzil se o védecké
zdivodnéni potieby asepse a antisepse v chirurgii a vyznamné prispél k zvédecténi
hygieny. Roku 1888 byl v Patizi otevien Pasteurtiv ustav, ktery od samého pocatku své

¢innosti patfil k prednim svétovym védeckym centrim.

Obr. 10: Louis Pasteur

Zakladni objevy, systém a technické ndpady piindsel od sedmdesatych let 19.
stoleti do moderni bakteriologie némecky védec Robert Koch. Byl objevitelem
mikrobialnich pivodcl snéti slezinné (r. 1876), tuberkulozy (r. 1882) a cholery (r.
1883). Kochovy velké zéasluhy o Iékaiskou védu a praxi neoslabuji ani jeho pon€kud
jednoduché predstavy, v nichz stavél rovnitko mezi plivodce nemoci (mikrobem) a
vlastni podstatou a prubéhem nemoci. Vznik nemoci chapal jako pouhy kontakt
mikroorganismu s napadenym organismem a opomijel roli vn&jsiho a vnitiniho

prostedi organismu pii vzniku nemoci. [18]
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Obr. 11: Robert Koch

Pasteurova védecka invence a Kochova systemati¢nost byly podnétem pro
obrovsky rozvoj mikrobiologie v fadé¢ zemi. Brzkym vysledkem bylo zjisténi, Ze fada
nemoci je zpisobovana mikroorganismy, které¢ prochdzeji porcelanovym filtrem a nelze
je pozorovat a prokazat obycejnym mikroskopem. Tyto organismy byly nazvéany viry.

Rozvoj mikrobiologie dal zdklad pro vznik sérologie a imunologie, tedy obortim,
které podstatné rozsitily diagnostické a terapeutické moznosti mediciny. V roce 1890
Némec Emil Behring a Japonec Shibasaburo Kitasato objevili, ze télo produkuje
antitoxiny proti diftérii, a pfipravili sérum proti tomuto onemocnéni. Poznatku, Ze
mikroorganismy vyvolavaji tvorbu protilatek v krvi, bylo uz na pfelomu 19. a 20. stoleti
vyuzito pro diagnostické ucely. K dalSimu pokroku mikrobiologie, sérologie a
imunologie zdsadnim zptsobem pfispél rusky védec a jeden z prednich pracovniki
patizského Pasteurova ustavu Ilja Iljic Mec¢nikov, piedev§im objevem fagocytozy a
védeckym zdlvodnénim podstaty imunity organismu vii¢i ur¢itym onemocnénim.

Rozvoj pfirodnich vé&d, teoretickych lékafskych oborti a wvznik 1ékatské
mikrobiologie, sérologie a imunologie se piiznivé projevily v ristu diagnostickych a
terapeutickych moznosti mediciny 19. a poc¢atku 20. stoleti.

Rychly pokrok zaznamenala také chirurgie. Stala se opét jednou z dileZitych
soucasti mediciny. K jejimu rozSifeni v terapii pfispélo objeveni a prosazeni narkdzy a
prostfedkil pro mistni znecitlivéni v poloviné 19. stoleti. Zavedeni narkdzy podstatné
zvysilo pocet chirurgickych zékroki a vlastni prabéh vykonu chirurga piestal mit
charakter désivého, bolestivého zasahu. Na druhé stran¢ se vSak s rlistem operovanych
pacientli umérné zvySoval také pocet lidi, kteti umirali na rannou infekci- nemocni¢ni

otravu krve (tzv. hospitalismus). Na zakladé prostého pozorovani poznal mad’arsky
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asistent videniské porodnické kliniky Ignac Fiillop Semmelweis totoZnost ranné infekce
s tzv. horeckou omladnic. [24,30]

Déle zjistil, ze horecka omladnic je pfendSena rukama lékarii a medikti. V druhé
poloving¢ ctyficatych let 19. stoleti zacal pozadovat, aby si 1ékafi a medici pied
vySetiovanim rodi¢ek myli ruce v chlorové vodé. Jako prvni zaal prosazovat, pies
mnoha protivenstvi, kterd mu zplisobovali piedstavitelé tehdejsiho porodnictvi, metodu
asepse.

Dalsim cilem se stala antisepticka operace — udrzovani terénu bez patogennich
mikrobil — uskute¢novana sterilizaci chirurgickych nastrojti, materialu i rukou chirurga.
[19]

V klinickych oborech mediciny a také v jejich vyuce na lékaiskych vysokych
Skolach se v 19. stoleti v plné mife prosadily zasady klinického pozorovani nemoci a
srovnavani vysledki téchto pozorovani S patologickymi zménami na nemocném organu.
Charakteristickym se také zde stal pfedevs§im metodologicky vliv tehdejsich pfirodnich
véd, ktery se projevoval ve snaze zjistit co nejvice objektivnich projevii nemoci,
dosdhnout jejich pfesné diagnostiky a podrobného popisu. Klinické obory byly
obohaceny dal$imi fyzikalnimi diagnostickymi technikami. Pfedev§im bylo zavedeno
pravidelné meéfeni teploty pacienti a vySetfovani pomoci zrcadel (oftalmoskop,
laryngoskop). V druhé poloviné 19. stoleti bylo do klinickych obort zavedeno mnoho
pfistroji vychazejicich z moderni fyziky a techniky, které umoZznily nejenom piesnéjsi
diagnostiku, ale 1 usp&$né terapeutické zasahy (cystoskop, gastroskop, bronchoskop).

Vyznamny piinos k diagnostice nemoci a brzy na to i k terapii znamenal objev
paprskil rentgenového zatreni Wilhelmem Conradem Roentgenem (r. 1895) a objev radia
Marii Curie-Sklodowskou (r. 1898).

Na pocatku 20. stoleti byly zkonstruovany pfistroje, které umoznovaly feSeni
nékterych otazek funkcionalni diagnostiky. Roku 1903 zkonstruoval holandsky fyziolog
Willem Einthoven elektrokardiograf. Roku 1904 Svycarsky lékai a profesor vnitiniho
lékatstvi v Bernu Hermann Sahli navrhl pfesny a jednoduchy pfistroj na méfeni
krevniho tlaku. [24]

Rozvoj organické chemie a biochemie vedl k zavedeni a b&Znému uzivani fady

laboratornich diagnostickych metod (vySetfeni moce, zaludeCnich §t'av. krve aj.). Kdyz

byly na prelomu 19. a 20. stoleti diagnostické metody doplnény o vvdobytky

mikrobiologie a imunologie, klinickd medicina postupné zacala opoustét pudu intuice a

stavala se védecky podlozenym oborem.

26



Na prelomu 19. a 20. stoleti doslo k vyraznému pokroku v terapii nemoci. Vedle
znaén¢ snizeného rizika chirurgického zplisobu 1écby byly na zdkladé rozvoje
predevsim fyziologie, sérologie, chemie a jejiho primyslu, vytvareny védecké zaklady
moderni farmakologie. UZ na pfelomu 19. a 20. stoleti byla nalezena fada chemickych
1€kt proti horecce (antipyrin), bolestem (pyramidon, veronal) a Heinrich Dreser poznal
terapeuticky vyznam kyseliny acetylsalicylové (aspirin). [6] Na pocatku 20. stoleti byl
polozen zéklad ucCelné chemoterapii, jejimz priakopnikem byl némecky védec Paul

Ehrlich.

4 OBRAZ LABORATORNi PRAXE V CESKE
MEDICINSKE MINULOSTI

4.1 Dopady objevii v prirodnich védach a medicinském poznani 19.

stoleti do ¢eského prostredi, aktivni podil ¢eskych védci

Objev prvki a chemickych sloucenin znich wvzniklych vytvofil zaklad
chemickych véd. I pak se jesté dlouho diskutovalo o tom, zda jsou piirodni organické
slouceniny ziskané z zivych existenci totozné se slouCeninami uméle pfipravenymi.
Rozhodujicim dikazem byla potom syntéza mocoviny, kterd byla zcela shodna
s moc¢ovinou izolovanou z moci.

Tady miizeme najit pocatek oboru biochemie. Oboru, ktery se zabyva zkoumanim
chemického slozeni, pfemén a funkci molekul skladajicich Zivé bytosti. Radi se jak
mezi védy biologické (zkoumd Zivou pftirodu), tak mezi védy chemické (zabyva se
chemickymi pfeménami). Zpocatku se miZeme dopatrat také terminu ,,fyziologicka
chemie®, protoze jeji biologické ,kofeny* pochazi z fyziologie a ty chemické zase
z organické chemie. Oproti pocatenimu pomalému rozvoji teorii a hromadéni
informaci zaZiva biochemie v poslednich desetiletich obrovsky az explozivni pokrok.
Hlavni pozornost je pfirozen¢ vénovana biochemii ¢lovéka, od niZ ocekdvame odpovéedi
na nejriznéjSi stranky lidského zivota, pocinaje pocetim, pies jeho vyvoj az do
vysokého stafi. Od biochemie se téz ocekava vysvétleni piicin vzniku a prabéhu chorob,
protoZze choroby nejsou nic jiného, nez poruchy na trovni molekulovych mechanismd,

probihajici v naSem téle, at” uz je jejich vnéjsi podoba jakakoli. Dokladem velkého
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rozvoje biochemie v mediciné je nejen ta cast diagnostiky, ktera je zaloZena na
biochemickych vysetfovacich metodach, ale napiiklad také veSkera 1écba provadéna
pomoci 1éku. [23,25]

Pokud bychom me¢li stru¢né popsat vyvoj biochemie jako védni discipliny, tak
nejstar§im oddilem je tzv. statickd biochemie, jez se orientovala pifedev$im na studium
sacharidi a lipidd. Na statickou biochemii navazuje biochemie dynamicka, jejimz cilem
je objasnit podstatu procest latkové a energetické pfemény, tedy metabolismu, jako
zakladniho predpokladu pro vznik zivota a jeho existenci. Studiem fyziologickych
funkci ve vztahu k probihajicimu metabolismu se zabyvéa tzv. funkéni biochemie.
Kone¢né tzv. organizacni biochemie se zabyva organizaci biochemickych pochodi a
struktur v bunice a v organismu. Tento obor se také nazyva ,,molekularni biologie*.

Dale se biochemie dle zkoumaného druhu hloubéji specializovala na biochemii
zivoci$nou, rostlinnou, potravinaiskou, rostlinnou atd.

Pocatky biochemie a organické chemie se vztahuji k roku 1828, kdy némecky
chemik Friedrich Wohler syntetizoval jednoduchou organickou latku-mocovinu
z anorganickych latek kyandtu draselného a siranu amonného. Tim dokézal, ze ziva a
neziva pfiroda jsou tvofeny stejnymi prvky a lze tak z anorganickych latek pfipravit
stejné latky, které jsou v zZivé ptirodé.

V ¢eském medicinském prostfedi byl, jiz vedle zminovanych zasluh K.
Rokitanského, J. Skody, J. E. Purkyng, dilezitym meznikem vznik 1ékatské fakulty C.
k. Ceské univerzity Karlo-Ferdinandovy v Praze, ktera se stala centrem eské l1ékaiské
védy. Hned od pocatku byl jeji soucésti prvni Cesky ustav 1€karské chemie, tehdy pod
nazvem ,, Ustav pro lu¢bu lékatskou®. [1]

Zakladajicim ptfednostou ustavu byl MUDr. Ivan (Jan) Horbaczewski (1854 —
1942), ukrajinsky absolvent videniské univerzity a asistent profesora Ernsta Ludwiga na
téze univerzité. AC teprve devétadvacetilety, byl uz v t¢ dobé proslaven svou praci o
ptipravé kyseliny mocové tavenim smési glycinu a mo€oviny. Syntéza kyseliny mocové
se totiz nezdafila ani Friedrichu Wohlerovi (1800-1892), slavnému autorovi laboratorni
syntézy mocoviny (1828).

Profesor Horbaczewski byl se svymi zdky zakladatelem oboru 1ékafské chemie na
Ceskych lékaiskych fakultdch a napsal jeho prvni Ctyfsvazkovou vysokoskolskou

ucebnici (1904-1908) o 1309 stranach. Jeji podstatnou casti byla jiz tehdy chemie
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fyziologicka, jak se piivodné biochemie na lékatskych fakultach nazyvala, a tim se jeji

autor stal i spoluzakladatelem ¢eské biochemie. [4]

Obr. 12: Ivan Horbaczewski

Zcela zvlastni misto ve vyvoji laboratornich metod zaujimé cesky lékatr Prof.
MUDr. Jan Jansky (1873- 1921)

Piisobil jako sérolog, neurolog a psychiatr, stal se objevitelem ¢tyi zékladnich
krevnich skupin.

Jansky pusobil na psychiatrické klinice v Praze .V roce 1914 se stal profesorem
prazské Ceské university a zastupcem prednosty psychiatrické kliniky. B&hem 1.
svétové valky pisobil jako lékat na fronté, roku 1916 byl vSak po prodélaném infarktu
sluzby zprostén. Po konci valky nastoupil na misto ptfednosty Vojenské nemocnice
V Praze. Roku 1921 zemfel na nasledky anginy pectoris ve véku 48 let.

Jako psychiatr se od pocatku své lékarské praxe zabyval vztahem mezi aglutinaci
(shlukovanim) krve a duSevnimi poruchami. Po nékolikaletém vyzkumu pak doSel
k zavéru, ze tento vztah neexistuje, ze mezi témito neni zadna souvislost. Na vzorcich
krve od 3 160 pacientll psychiatrické kliniky dokazal, ze lidskou krev, at' ¢lovéka
zdravého, ¢i duSevn€ nemocného, lze rozdélit podle vlastnosti krvinek do ctyf
zékladnich skupin. Jako viceméné vedlej$i produkt své vyzkumné cinnosti popsal
Vv praci ,, Hematologické studie u psychotikti* popsal jev aglutitacni reakce krevnich sér
na erytrocyty a urcil-nezévisle na Landsteinovi- ¢tyii zdkladni krevni skupiny, oznacil

je fimskymi ¢islicemi I, I, 1T a V. [30]
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4.2 Etablovani laboratornich metod a jejich pouzivani v ¢eském

zdravotnictvi do konce 2. svétové valky

Po profesorovi Horbaczewskému pievzal vedeni Ustavu 1ékaiské chemie Seské
Iékarské fakulty v Praze profesor MUDr. Emanuel Formanek. Pokracoval ve studiu
dusikatych latek a zabyval se téZ potravinaiskou chemii, farmakognozii a toxikologii.
Byl rovnéZ zastupujicim piednostou Ustavu farmakologie a dékanem 1ékaiské fakulty.
Na tstavu pusobil do r. 1929. [1]

Nicméné praktické uzivani laboratornich metod ve zdravotnictvi nebylo
jednoznacné: ,,Pocatky laboratorni diagnostiky se datuji do poloviny 19. stoleti, ale jeste
na pocatku stoleti minulého se mnoho laboratornich testli ned¢lalo. Byla to predevSim
kvalitativni vySetfeni moce, nebo mikroskopické vysetieni krve, stolice a mocového
sedimentu. Kvantitativni chemicka analyza vychazela totiz piedevS§im z metod
pouzivanych tehdy v primyslu, jako byly klasické metody vazkové, volumetrické,
gazometrické, které vyzadovaly velkd mnozstvi materialu. Hlavnimi zdroji informaci o
zdravotnim stavu pacienta byly tehdy pro oSetfujiciho lékafe anamnéza a fyzikalni
vySetieni. V roce 1920 dr. Volhardt uvadél, Ze na tyto dva zdroje vySetfovani pfipada
v priméru 90% informaci a zbytek- 10%-tvofi tzv. pomocna vySetieni, kterd se déli na
piistrojova a laboratorni.” [1]

Moznosti analytickych metod pro vySetfovani metaboliti a dal§ich latek
v télovych tekutindch vyskytujicich se 1 v nizkych koncentracich pfinesl rozvoj
kolorimetrickych a fotometrickych technik. V navaznosti na to, vysla vroce 1931
zasadni publikace americkych autorti Peterse a van Slyka: Clinical Chemistry. Polozila
tak skute¢ny zaklad jak analytiky, tak hodnoceni biochemickych testt. [1]

To uz také bylo obdobi, kdy ptibyla dal§i pracovisté lékaiské chemie na
lékaiskych fakultach zalozenych po vzniku Ceskoslovenské republiky v roce 1918-Brné
a Bratislavé. V Praze samotné pak piibylo dal$i renomované pracovisté. 12. fijna 1925
Poslaneckd snémovna Narodniho shromézdéni ptijala zdkon o zfizeni, plisobnosti a
organizaci Statniho zdravotniho tstavu Republiky ¢eskoslovenské. SZU byl slavnostng
otevien 5. listopadu 1925, jeho prvnim feditelem byl jmenovan prof. MUDr. Pavel
Kucera. [24]

V obdobi prvni republiky se SZU stal vyznamnou védeckou a odbornou instituci.

Vyrabél séra a ockovaci latky, rozvinul rozsahlou védeckou cinnost, podilel se na
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zajiSténi bakteriologicko-diagnostické sluzby a na biologické kontrole 1é¢iv. Dulezitou
soucasti ustavu bylo socidln¢ hygienické oddéleni, které se zabyvalo zdravotnickou
statistikou, epidemiologii infekénich i neinfek¢nich nemoci, hygienou vyzivy, hygienou
prace apod.

Ustav byl rozdé&len na jednotliva oddéleni, ktera spolu navzajem spolupracovala.
Znaseho hlediska zminme alespon IV. oddéleni - bakteriologicko-diagnostické.
Obsahovalo laboratofe, které¢ se mely stat ustfedim vSech vedlejSich laboratofi,
ziizenych na Gzemi statu k mikrobidlnimu a sérologickému poznavani nemoci. Lékaii
sem byl zasilan infekéni materidl, ktery byl zkoumdn metodou mikroskopickou,
kultivaéni a sérologickou, a vysledky byly sdé€lovany zpét 1ékaiim. Oddéleni mélo i
zvlastni laboratof parazitologickou a vyrdbélo a uvadélo do prodeje vSechny potiebné
diagnostické ptipravky, napt. Sanguitest k uréovani krevnich skupin.

Pfesto, biochemicka vysetieni se az na vyjimky pied 2. svétovou valkou
provadéla jen na velkych klinikach v Praze, Brn¢ a Bratislavé.

Poslednim piedvalecnym ptednostou ustavu lékatské chemie prazské lékarské
fakulty byl v letech 1930-1939 dalsi zak Horbaczewského profesor MUDr. Antonin
Hamsik, DrSc., ktery vynikl zejména svymi pracemi v oblasti travicich enzyma a
derivati krevniho barviva. Se svymi spolupracovniky napsal pétidilné kompendium
lI¢katské chemie, které vychézelo z koncepce profesora Horbaczewského,
reprezentovalo obor v obdobi mezivalecném a stalo se zdkladem jeho vyuky kratce po
valce. [4]

O obnovu tstavu po znovuotevieni ¢eskych vysokych kol po 2. svétové valce se

zaslouzil jeho pfednosta v letech 1945-1970, profesor MUDr. Dr.Ing. Karel Kéacl, DrSc.

4.3 Rozvoj biochemickych laboratornich metod v ¢eskoslovenském

zdravotnictvi
Pritkopnikem oboru klinicka biochemie se stal prof. MUDr. Jaroslav Hoftejsi,
DrSc., ¢len korespondent CSAV. Svij studijni pobyt ve Velké Britanii roku 1937
vénoval studiu nové védni discipliny biochemie. Prvni laboratotf klinické biochemie
zaCal budovat prof. HotejSi pti I. interni klinice VSeobecné nemocnice na Karlove
nameésti v Praze, ale zapocaty projekt mohl pokracovat az po 2. svétové valce.
Bezprostfedné po valce byla v prostorach II. ustavu lékatské chemie oteviena

biochemicka laboratof, v roce 1948 pojmenovana jako Ustfedni biochemické laboratofe,
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pozdéji oddéleni klinické biochemie prazské fakultni nemocnice 1. Tehdy nebyly k
dispozici zadné ucebnice, vysetiovaci postupy, ani prostory i pfistroje, natoz pak
kvalifikovani laboranti. Z iniciativy pana profesora vznikla tzv. ,,Hofejsiho skola
prace®, ve které se piipravovali kvalifikovani laboranti. [1]
Laboratofe vznikly z biochemické laboratote 1. interni kliniky, diky cilevédomé
snaze prof. HofejSiho, ktery se stal i jejich prvnim piednostou. Diky neunavné praci a
hlubokym teoretickym i1 praktickym znalostem, které zcasti ziskal za studijniho pobytu
v zahranici, vybudoval v té dob¢ Spickové pracovisté, které vyznamné ovlivnilo dalsi
rozvoj celého oboru.
Tehdy moderni pfistrojové vybaveni bylo v r. 1948 ziskano z daru American

Relief for Czechoslovakia a nékteré fotometry z této pomoci byly v laboratofi GspéSné
pouzivany jesté v r. 1965. Pii Ustfedni laboratofi pracovala poradna pro pacienty s
onemocnénimi jater, ve které pod vedenim prof. HotejSiho pracovali I€kati této
laboratofe. V laboratoii se provadéla vySetfeni pro pacienty klinik FN I a pozdéji i
vySetfeni pro liZzkovou ¢ast fakultni nemocnice II. Pro tuto ¢innost bylo tfeba vychovat
odborné zdatny personal, laboranty, chemiky i lékafe. Organizoval osmimési¢ni kurzy
pro laboranty a v padesatych letech pro né€ prosadil vznik ¢tyfleté zdravotni Skoly. [1]

Prosadil také ziizeni katedry klinické biochemie pii Ustavu pro doskolovéni
lékatti v Praze a stal se vroce 1957 jejim prvnim vedoucim. Byl spoluzakladatelem
Spoleénosti klinické biochemie i ¢asopisu Biochimia Clinica Bohemoslovaca. Profesor
Hoftejsi vzdy zduraznoval spojeni laboratoie s Klinikou. V ramci 1. LF UK také zalozil a
vedl laboratof pro metabolismus bilkovin a proteosyntézu. V letech 1958- 1975 byl
feditelem Vyzkumného tustavu hematologie a krevni transfuze. Svoji prvni knihu
(Zaklady chemického vySetfovani ve vnitfnim lékatstvi, 1940) vydal celkem 7krat.
Profesor Hofej$i se nejvice zaméfil na metabolismus jater, zejména na diagnostiku
virovych hepatitid, vedl hepatologickou poradnu. Vypracoval frakcionacni postupy pfi
pfipravé bilkovinnych komponent plazmy. Studoval metabolismus glutathionu a vliv
akridinovych barviv na bilkoviny plazmy. Publikoval na 400 védeckych ¢lank. [4]

V laboratoti pod vedenim prof. Hofej$iho pracovala celd fada odbornikti, z nichz
se nékteii pozd&ji uplatnili v CSR i v zahraniéi jako vedouci pracovnici.

Vyzkumna préace se zaméfila na otazky metabolismu bilkovin, krevniho barviva,
porfyrint, kyseliny listové a jejich metabolitd, lipidd, dale rozvijeni vySetfovacich

postupil, zejména chromatografickych metod.
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Nicmén¢, zacatky laboratorni diagnostiky v niz§ich typech zdravotnickych
zatizeni nebyly jednoduché. Svédéi o tom i vzpominka pamétnikd z nemocnice ve
Frydku-Mistku: ,,0 zakladech laboratorni diagnostiky se za¢ina hovofit az v roce 1950.
Tehdy neexistovalo zadné biochemické odd¢€leni, ale malicka mistnost, laboratorni kout,
kde pracovaly tfi velice obétavé a svédomité fadové sestry. Provadély jednoduché
chemické zkousky dle vlastnich predstav, tak jak se je naucily od riznych lizkovych
1ékara pod vedenim prednosty interniho oddéleni. ZlepSeni nastalo nastupem absolventii
zdravotnické Skoly v roce 1953 [34]

Neni v moznostech této prace detailn¢ zachytit vyvoj vSech aspekt souvisejici
S oblasti laboratornich technik a jejich bézného vyuzivani na jednotlivych stupnich
zdravotnickych zafizeni. SkuteCnosti je, ze v prib&hu 50. let, jinak z hlediska
celospolecenského vyvoje velmi kontroverzniho a ¢asto tragického obdobi, se podatilo
biochemické laboratorni metody uvézt do praxe, etablovala se piislusna odborna
pracovisté jako soucast tehdejSich ustavli narodniho zdravi. Jejich odborny kredit
vyrazn€ zvysil nastup nové vyskolen¢ho odborného persondlu. Diraz byl kladen na
klasickou techniku kvantitativni biochemické analyzy, v Sedesatych letech se postupné
zacinala objevovat automatizace. V roce 1956 se zapocalo s postgradudlni vyukou
1ékatt v oboru klinické biochemie. V fijnu 1958 se v ramci Ceskoslovenské 1ékaiské
spole¢nosti Jana Evangelisty Purkyné ustavila Ceskoslovenska spole¢nost klinické
biochemie.

Uznéni zaslouzi vSichni, ktefi v oboru pusobili a rozvijeli jej. Vedle prof.
Hotejsiho jmenujme alespon prof. Jifiho Homolku, prof. Karla Maska, prof. Jaroslava
Masopusta nebo MUDr. Bedticha Nejedlého. Jejich Zaci a pokracovatelé jsou casto

soucasnymi renomovanymi odborniky oboru.

5 SOUCASNA KLINICKA BIOCHEMIE, JEJI
SPEKTRUM, MOZNOSTI, PERSPEKTIVY

A%

porozuméni zakonitostem, které vni funguji. Vtomto ohledu je biochemie

vice, nez toho byla schopna kterakoli jind véda. Velky rozvoj biochemie zna¢né€ ovlivnil
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smysleni biologli, lékatfti, zemédélcli, pracovnikd v oblasti vyzivy 1 ekologl.
Biochemické poznatky stdle oteviraji dvefe novym a novym, stale SirSim a
vyznamnéjSim praktickym aplikacim.

Biochemie nezaujima své mimoradné vyznamné postaveni pouze v ramci biovéd,
ale své misto si obhdjila také mezi védami chemickymi. Pojednavd o tom, jak lze
vytvafenim slozitych molekul a jejich nendhodnym uspotadanim realizovat stale
V nich probihajici energetické a latkové pfemény vyznamné ovliviiuje obor chemie a
S nim souvisejici rozvoj klasickych chemickych disciplin.

Diikazem o uspésnosti a velkém vyznamu biochemie je také fakt, ze vice nez
polovina Nobelovych cen ud€lenych od roku 1901 za vyznamné objevy ve fyziologii,
mediciné a chemii, pfipadla pravé biochemiktim. [32]

Ma-1i oSetiujici lékat spravné posoudit zdravotni stav nemocného, potiebuje
k tomu co nejvice informaci. Tyto informace muze ziskat z nejriznéjSich zdroja, a to:
ze samotné anamnézy, z fyzikalniho vySetfeni, z laboratorniho vySetieni (at’ uz
biochemického, imunologického, cytologického, histologického, mikrobiologického
atp.) a zfunkéniho a pfistrojového vySetfeni (napf. rentgen, endoskopie,
radiodiagnostika atd.). Zakladnim ¢lankem diagnosticko-terapeutického procesu je
fadn¢ provedend anamnéza a zevrubné fyzikdlni vySetfeni. Laboratorni a pfistrojova
vySetieni jsou jakousi rozSifenou moznosti lékafe ke specifikaci zmén nejen zjevné
patrnych, ale i téch pouhym okem neviditelnych, jako jsou tfeba funkéni zmény ¢i
poruchy metabolismu, nebo i celych organti. Laboratorni vySetieni ma 1ékati pomoci
V potvrzeni, nebo vyvraceni podezieni k urcit¢é diagnoze, posouzeni prubchu
onemocnéni, pomoci urcit vhodnou terapii a v neposledni fadé také sledovat jeji ucinek.

Biochemicka vySetfeni zaujimaji v oblasti laboratornich vySetteni 60-70%
informaci o nemocném. [1] Je to dano tim, Zze ma tato oblast velice Siroky rozsah a
obrovské spektrum nejriznéjSich testl. Biochemie nas informuje o metabolickych
funkcich, jejichz defekt je zdkladem vétSiny nemoci. Vysledky jsou kvantifikovatelné,
tzn. interpretovatelné Cisly a relativné snadno dostupné. Sta¢i odebrat vzorek krve,
moci, nebo jiného biologického materidlu, coz pacienta ptili§ nezatézuje.

Je tézké vystihnout a ohraniCit typicky biochemickad vySetieni, nebot’ dnesni
provadéné metody se v praxi prolinaji s metodami ostatnich laboratornich obort. NiZe
jsem se snazila charakterizovat nékteré, dle mého nazoru diilezité a snad reprezentativni

metody a jejich principy. Vybirala jsem dle svého uvazeni, statistik a inspiraci mi
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rovnéz bylo absolvovani odborné praxe v Institutu Klinické a Experimentalni Mediciny
(IKEM), kde jsem vySetieni pozorovala a n¢ktera si vyzkousela.

Jestlize ma mit vysledek biochemického testu skutecné vypoveédni hodnotu a ma-
li byt vhodny k interpretaci, musi byt ptedevsim spravny, pfesny a rychle dostupny. [22]
Posouzeni vysledkil vysetfeni se provadi vétSinou porovnanim s referenénim rozmezim,
pfiCemz je nezbytné brat v uvahu diferenci referencnich hodnot rGznych laboratofi.
Napftiklad klinicko-biochemické laboratofe mohou mit jiné parametry hodnot a
divodem je tieba pouziti jinych analytickych systému, instrumentaci, metod nebo
reagencii. Pfi porovnavani vysledki se tedy doporucuje pouzit hodnoty laboratote, ktera

dana vysetfeni provedla. [22]

5.1 Charakter standardni biochemické laboratore

Biochemické laboratore at’ uz soukromé nebo statni, malé ¢i velké, samostatné ¢i
spojené s nemocni¢ni organizaci, maji néco spolecného. Jsou to metody a vysetieni,
ktera se v nich provadéji a ktera jsou v ramci soukromych biochemickych laboratoii
nabizena i nelékatské vefejnosti, stoji totiz na stejnych principech, které jsou diky nasim
pfedchiiddciim dané a funguji. Nemusi byt ve vSech laboratofich nutné provadéna
vSechna do jednoho, asi by to ani nebylo mozné, nebo alespon vysoce neeckonomické.
Kdyz tedy pomineme soukroma pracovisté, ktera mohou byt jak uzce specificky
zamé&fena, tak mohou mit 1 Siroky rozsah pisobeni, zjistime, Ze dneSnim trendem ve
zdravotnictvi je snaha o centralizaci a konsolidaci. A nejen laboratofi. Centralizace
spo¢iva ve spojovani menSich pracovist se stejnym zaméfenim do jednoho nebo
nékolika vétsich. Konsolidace je zase spojovani riznych typt (laboratoti) do jednoho
institutu. Vyhodou je jisté ekonomickd Gispora, zvySeni vykonnosti a vytéZnosti zatfizeni,
V neposledni fad¢ je vyhodou také potfeba menSiho mnoZstvi materidlu a rychlejsi
odezva a celkova komunikace, v nasem ptipad€ mezi 1ékafem/ nemocnici a laboratofi.
Horsi dopad ma vSak proces centralizace a konsolidace na nezaméstnanost. Velké
procento propousténych pfi ruseni nékterych pracovist a oddéleni je problémem a
nastupujici doba automatizace a robotizace tento problém jesté vice prohlubuje. O tom
ale tato prace neni.

Podivame se, jak dnes vypada standardni biochemicka laboratot a jaké metody se
V ni nejcastéji provadéji. Takova standardni biochemickd laboratof je soucasti komplexu

nemocni¢niho zafizeni. Je podle velikosti a financi ,,vybavena® ur€itym poctem
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pracovnikd, pfistroji a dil¢tho vybaveni. Do pracovnikii spadd nejCastéji jeden nebo
vice specializovanych doktori, primaf, vrchni laborant a nékolik laboranti. Laboratof se
dle své velikosti a rozsahu rozprostira do urcitého poctu mistnosti, poptipad¢ pater. Aby
byl chod laboratofe dobife organizovany, plynuly, nechaoticky a dalo se v ném snadno
orientovat, je dobrym zvykem mit jednu mistnost naptiklad pro pfijem materialu, kde se
vzorky rozdé€li pro pozadovanad vysetfeni a opatii se prisluSnym cislem, dal§i mistnost je
vybavena tfeba jen centrifugami, dal$i ledni€¢kami a mrazaky, jind mistnost slouzi jako
sklad materidlu, pomiicek a reagencii, jind tfeba zase jako umyvéna skla. Kazda
laboratot samoziejmé obsahuje i usek administrativni.

Dobra organizace je tedy pro chod pracovist¢ dilezita, v dnesni dobé je
shromaZzd’'ovani dat a jejich zpétné dohledavani, komunikace a orientace v rozséhlych
databazich velmi usnadnéna existenci pocitaci, tedy né¢jakym centralnim nemocni¢nim
informa¢nim systémem, se kterym mohou zaméstnanci nemocnice pracovat, vkladat do
n¢j udaje o pacientech a brat si potfebné informace. Tento systém je samoziejmée
chranén proti Uniku osobnich udaji a neni mozné se do né&j dostat jinak, nez
z nemocnice, s piislusnymi ptihlaSovacimi udaji.

Laboratot zajistuje vysetfeni téméf jakéhokoliv biologického materidlu. Tieba
vkrvi a moci dokadze analyzovat nejriznéjsi latky anorganického ¢i organického
puvodu, velkym spektrem metod. Analyzuji se bilkoviny, glukéza, tuky, enzymy,
mineraly, vitaminy, hormony atp. Pouzité metody se v tomto ptipadé jesté liSi druhem
materidlu (krev kapilarni, venozni, zilni). Déle se stanovuje acidobazickd rovnovaha,
hladina 1ékd, toxinti a metabolitti (mocovina, bilirubin, kreatinin). Diraz je samoziejmée

kladen na vhodnou kvalifikaci persondlu, rychlost a hlavné vydej spolehlivych

laboratornich vysledkd.

Obrazek 13: Biochemicka laboratoi Masarykovy méstské nemocnice v Jilemnici
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5.2 Hlavni biochemické metody

Biochemicka vysetfeni 1ze hrub¢ rozdélit dle indikace na vySeteni zakladni,
jez zhodnoti zdravotni stav pacienta, umoznuji potvrzeni nebo vylouceni diagnézy,
stanoveni vhodné medikace a jeji sledovani. Dale mame testy specialni, jez slouzi pii
vzacnych, neobvyklych diagnoz.

Podle informaéni naplné lze vSechna vySetieni rozdélit na vysetfeni urcujici,
maji rozhodujici vyznam pro stanoveni diagndzy, vySetieni doplitkova, pomahaji
doplnit a uptesnit informace a nakonec vysSetfeni funk¢ni, v nichz se (obvykle v ur¢.
¢asovém horizontu) sleduji zmény urcitého analytu pii stimulaci nékteré metabolické
funkce. Existuji také testy orientaéni (screeningové), slouzici k rychlé orientaci 1ékate,
nebo vySetfujici laboratofe v rozhodovani pro dalSi postupy. Vysetieni se mohou
provadét piimo u pacienta (napt. kvalitativni testovani moci indikdtorovym papirkem).
[29]

Metod uzivanych v biochemické praxi je nepieberné mnozstvi a jsou provazany
také s jinymi obory. Za stézejni metody by mohly byt povazovany metody separacni,
nebot’ bez schopnosti oddélit ¢i rozliSit jednotlivé slozky smési, nebo vyseparovat
pozadovanou latku, bychom jen stézi zvladli vzorky analyzovat, nebo identifikovat.
K izolaci, déleni, analyze, stanoveni obsahu a Cistoty latek tedy slouzi separa¢ni metody
a patfi sem predev§im metody chromatografické a elektroforetické. Dale pouzivame
Kizolaci, méfeni a dal§i diagnostice metody precipitacni, centrifugalni a
ultracentrifugalni. Pro urceni struktury molekul a stanoveni hladin a koncentraci latek
vyuzivdme metod optickych a mizeme sem =zafadit naptiklad spektrofotometrii,
turbidimetrii, nefelometrii atd. Pro stanoveni velmi nizkych hladin latek a sledovani
jejich pfemén a metabolismu vyuzivame znaceni latek napt. radionuklidy. V biochemii
také hojné vyuzivame svételnou mikroskopii a Vv neposledni tadé i mikroskopii
elektronovou, kterd ndm pomaha k zobrazeni biostruktur, biomakromolekul, nebo virt.
V molekularni biologii, ktera je biochemii velice blizka se k ur€eni potadi stavebnich
jednotek biomakromolekul provadi metoda sekvenovani, uzivana pro studium bilkovin
a nukleovych kyselin. Cilend manipulace s genetickym materidlem a konstrukce

umélych DNA useki se nazyva rekombinace DNA. Nesmime opomenout take dileZzité
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kvalitativni i kvantitativni metody imunochemické, zalozené na reakci antigenu a

protilatky.

5.2.1 Faktory ovliviiujici spolehlivost vySetieni

Jako preanalytickou fazi miizeme oznacit dobu od indikace laboratorniho
vysetieni po zahdjeni samotné analyzy. Nalezneme zde mnoho faktorii, které mohou
ovlivnit kvalitu biochemickych testli. V mimolaboratornim prostiedi je to naptiklad
pfiprava vysetfovaného pacienta, zptisob odbéru vzorku, doba a misto stani nadobky se
vzorkem, transport a uchovani materidlu. Faktory, které sice plsobi na laboratorni
vySetfeni, ale zdravotni personal je nemuze ovlivnit a je potfeba s nimi pocitat, je
napiiklad vék nemocného, pohlavi, genetické faktory, rasa, zivotni prostiedi,
cirkadianni rytmy a sezonni vlivy, zplsob vyzivy pacienta a jeho fyzickd zatéz.
V analytické fazi se mize chybovat pii samotném stanoveni, napf. pii nespravném
davkovani poméru reagencii, nebo miize dojit ke znehodnoceni materidlu rtiznymi

jinymi zpusoby. Také se objevuji chyby administrativni ¢i organizacni. [29]

5.2.2 Zakladni operace, uprava biologického materialu

K analyze a studiu se v biochemii vyuziva nejruznéj$iho materialu. Pro izolaci
vybrané latky je tfeba zvolit material nejvhodné&jsi a to ten, ve kterém je koncentrace
pozadované latky nejvyssi a nutné je brat v potaz také jeho dostupnost.

Zvoleny zivo€iSny, rostlinny, nebo mikrobidlni materidl je potieba
zhomogenizovat, aby mohl byt extrahovan. Homogenizace se déje za ptidavku vody,
rozpoustédla, nebo jinych roztoki a dochdzi pii ni k dikladnému rozmélnéni materialu.
Pouzivaji se rtizné homogenizatory opatfené pohyblivym pistem, ktery drti a
rozméliuje materidl. Homogenizovat lze také v tfeci misce s pridavkem néjakého
abraziva (napf. pisku), pomoci tekutého dusiku, nebo ve vykonném mixéru. Pii
zpracovani odolného materidlu (napft. lidské vlasy), nebo mikroorganismii, které mayji
obvykle pomérné rezistentni bunéénou sténu, jesté vyuzivame nékterych chemickych
detergentli, nebo enzymi, které naruSuji struktury bunécéné stény a tim usnadiiuji
homogenizaci. Praci usnadni také tieba kratkodobé plisobeni ultrazvukovych vin, nebo

opakované zmrazovani a rozmrazovani materialu. [16]
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Obr.14: Homogenizator Heidolph — Verkon

Dale miizeme vzorek podrobit extrakei, kdy se slozky smési oddé€luji na zékladé
jejich rozdilné rozpustnosti v urCitém rozpoustédle. K odd€leni pevnych ¢astic
vyuzijeme procesu sedimentace neboli usazovani. Pevné slozky jsou rozptyleny v plynu
nebo kapaliné a na zaklad¢ pusobeni gravitacnich sil se usazuji dle jejich rozdilné
hustoty (nejdtive ¢astice s nejveétsi hustotou). [16] Precipitace Cili vysraZzeni pozadované
slozky pomiize k jeji izolaci nebo odstranéni. Separaci pevnych ¢astic ¢i precipitatu
muzeme provést i filtraci.

Centrifugace neboli odstfed’ovani patii k nejbéznéjSim operacim provadénych
V biochemickych laboratofich. Je rychlejSi a pohodInéjsi nez filtrace a umoZziuje
oddéleni 1 velmi jemnych ¢astic roztoku. Operaci provadime v centrifugach,
nebo ultracentrifugach a sediment je zde vytvofen na zakladé odstiedivych sil.
Centrifugy existuji v rtiznych velikostech a provedenich (napt. Gthlové, vykyvné). Cas
odstredovani a pocet otafek za minutu je variabilni, nastavitelny operatorem.
Analytické centrifugy jsou navic opatfeny optickym zafizenim, které umoznuje sledovat

rozhrani jednotlivych sedimentujicich ¢astic. [16]

&

Obr.15: Centrifuga
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Setrnou metodou pro p¥ipravu suchych preparati latek a biologického materialu,
ktery je citlivy na zvySeni teploty je tzv. lyofilizace, neboli mrazovd sublimace.
Podstatou je sublimace rozpoustédla ze zmrazeného vzorku za vakua. Odpaiovani
probiha za teploty kolem 0°C, takze ve vzorku neprobihaji enzymatické reakce,
bilkoviny nedenaturuji a vzorky tim padem nepéni, je omezena moznost mikrobidlni
infekce a nezadouci oxidace vzdusnym kyslikem. Lyofilizace se pouziva hlavné
k dehydrataci roztokl proteini a mikrobialnich kultur. Takto usuSené preparaty lze
pomérn¢ dlouho skladovat, nebot’ si ponechavaji urcité procento vody a tim si Iépe

uchovavaji své vlastnosti i biologickou aktivitu. [16]

Obr.16: Lyofilizator Bench Top Pro

5.2.3 Separacni techniky, chromatografie

Latky se v ptirod¢ vyskytuji povétSinou ve smésich a to Casto velmi slozitych,
proto je nutné umét jednotlivé slozky rozdélit, nebo oddélit jednu latku z latkové smési.
K tomu jsou separacni techniky.

Nenaro¢nou metodou fdzové separace je precipitace. Metoda nema sice velké
rozliSeni, ale umoziuje snadné a rychlé zakonzervovani prepardtu po provedeni
extrakce. VysraZeni probéhne pii zméné teploty, pH, v pfitomnosti organickych
rozpoustédel nebo neutralnich soli. [16] Precipitat se posléze odd€li filtraci c¢i
centrifugaci. Pokud je zadouci slozka obsahem precipitatu, 1ze jej rozpustit a ziskat
koncentrovany roztok. Latku pak mulzeme dokonale oddé¢lit napiiklad gelovou

chromatografii (viz kapitola 5.2.5).

40



Membranova filtrace, kterd je n€kdy oznacovana také jako ultrafiltrace,
umoziuje oddéleni molekul v roztoku dle jejich wvelikosti prichodem pies
polopropustnou membranu s pory o znamé velikosti, Casto za mirn¢ zvySen¢ho tlaku
ktery cely proces urychli. Membranovy filtr zadrzi vétSinu makromolekularnich latek,
avsak vétsina malych molekul projde pfes membranu do filtratu. Velmi malé molekuly

(napf. soli, aminokyseliny, sacharidy) obvykle ptejdou do filtratu kvantitativné. [16]

Reverzni osméza Nanofiltrace Ultrafiltrace Mikrofiltrace
Velikost ¢astic < 0.001 um 0.01-0.001 um 0.1-0.01 um > 0.6um
<100 Da 100 - 1.000 Da 1.000 - 500.000 Da > 500.000 Da

PFibl. molekularni
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Obr. 17: Membranova filtrace- rozdéleni membranovych procest podle stupné separace

Difuze nizkomolekularnich latek pfes membrdnu na zdkladé rozdilnych
koncentraci roztokii (piestup molekul z roztoku o vyssi koncentraci do roztoku s nizsi
koncentraci) vyuziva technika dialyza¢ni. Proces se zastavi v okamziku, kdy se
koncentrace propousténych latek na obou strandch membrany vyrovnaji. Dialyza
obvykle trva desitky hodin, proto se provadi za nizkych teplot, aby se zabranilo
pfipadné denaturaci bilkovin nebo mikrobidlni kontaminaci. Metoda se nejcastéji
pouziva pii zbavovani vysokomolekuldrnich latek nizkomolekuldrnich necistot.
Materidlem pro vyrobu membran byl diive napf. pergamen, celofan, nebo stiivka,
vaje€na blanka 1 jiné Zivo€i$né struktury. Nyni jsou komerén€ vyrabény membrany

tvaru trubice s vhodnou velikosti port a riznym primérem.

Illllll./“lllllll-l_

semipermeabel

Obr.18: Difuze ptes polopropustnou membranu
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Chromatografie

Poprvé zpiisob separace na bazi chromatografie popsal a pojmenoval rusky védec
a botanik Michail Semjonovi¢ Cvét, ktery pusobil na VarSavské univerzité. Bylo to na
pocatku 20. stoleti. Cvét pii studiu fotosyntézy rozd¢lil chlorofylova listova barviva na
vrstvé porézniho materidlu a zjistil, ze jednotlivd barviva lze po separaci vizudlné

ree
1

rozeznat, proto postup nazval ,.chromatografie” (,,barvo-psani®). Pro d¢leni slozek
smési bylo vyuzito rozdilnych absorpénich schopnosti jednotlivych barviv. [24]

Principem chromatografického procesu je distribuce slozek smési mezi dvéma
fazemi, z nichz je jedna oznacovana jako faze mobilni a druhd jako stacionarni. Zatimco
mobilni faze je vétSinou kapalina nebo plyn, staciondrni faze muize mit v riiznych
typech chromatografii velmi rozdilnou formu (napt. ¢asteCky tuhé faze, tenka vrstva
kapaliny na pevnych ¢asticich, film kapaliny na wnitini stran¢ kapilary). Proto byl
zaveden pojem ,sorbent a to pro jakoukoli formu stacionarni faze. Béhem
chromatografického déleni dochazi k opakovanému ustalovani rovnovahy mezi obéma
fazemi.

Na pocatku 70. let doSlo k vyraznému posunu v separa¢nich moznostech
kapalinovych chromatografickych metod zavedenim novych materialii s mnohem mensi
velikosti Castic a zvySenou mechanickou odolnosti. Tyto techniky se oznacuji jako
,»Vysokouc¢inné chromatografie (HP= high performance). Pro nejpouzivangjsi a
nejznamé;jsi sloupcovou chromatografii se pouziva oznaceni HPLC (high performance
liquid chromatography).

V soucasnosti existuje celd skala nejriznéjSich variant chromatografickych metod
a jejich rozdéleni je moZzno provést rizn€. Jednim z kritérii mlzZe byt napiiklad
skupenstvi fazi (plynovd a kapalinovd chromatografie). Zatimco plynova
chromatografie pracuje v systému plyn-pevna latka, nebo Ccastéji plyn-kapalina,
kapalinova chromatografie pak v systému kapalina-kapalina, nebo pevna latka-kapalina.
Dalsim kritériem je pak separacni mechanizmus, tj. charakter interakce délené latky se
stacionarni fazi. Podle tohoto principu rozliSujeme chromatografii adsorpéni (zalozena
na riizné schopnosti latek adsorbovat se na povrch pevné faze- adsorbentu), rozdélovaci
(déleni latek mezi dv€ nemisitelnd, nebo omezené misitelnd rozpoustédla), afinitni
(vyuziva jedinecnou schopnost ftady pfirodnich latek specificky rozpoznat jiné
molekuly) a ionexovou (zalozena na iontovych interakcich mezi iontoméni¢em a

separovanou latkou, kterd nese opacny naboj). Dale lze tuto metodu rozdélit dle
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techniky provedeni na sloupcovou chromatografii (na kolon€) a chromatografii
V plo$ném uspotéadani (papirova chromatografie, TLC- chromatografie na tenké vrstve).

Chromatografické metody doséhly v poslednich letech neoby¢ejného rozsifeni a
pfinesly fadu moznosti. Moderni chromatografické techniky slouzi nejen
K preparativnim uceltim, ale také k Gcelim analytickym. Prostfednictvim téchto technik
je mozné ziskat jak kvalitativni, tak i kvantitativni informace, tzn. krom¢ uréeni slozeni
smési lze stanovit 1 koncentraci jednotlivych slozek. Pro tplnou a spolehlivou informaci
je v8ak nezbytné propojeni s dalSimi metodami analytické chemie, napf. hmotnostni

spektrometrii, UV-VIS spektrometrii apod. [16]
} } | |
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Obr. 19: Princip chromatografie
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5.2.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda, ktera pracuje s délenim fragmentu podle
poméru hmotnost/ naboj. Pouzivd se pro uréeni hmotnosti Castic, ¢i stanoveni
elementarniho slozeni vzorku a pro objasnéni chemické struktury molekul, jako napf.
peptida a jinych chemickych sloucenin. Princip hmotnostni spektrometrie je zalozen na
ionizujicich chemickych slouc¢eninach, vyrobé nabité molekuly nebo jejiho fragmentu a

poté méfeni hmotnosti vzhledem k naboji.

I
|
|
: ;o Hmotnostni
vzorek ’ lontovy zdroj | : analyzator Detektor
|
|
(vakuum) : vakuum

Obr.24: Schéma principu hmotnostni spektrometrie

5.2.5 Elektromigraé¢ni metody, elektroforéza

Elektromigra¢nimi ¢i elektroforetickymi metodami nazyvame soubor technik,
které¢ vyuzivaji pohybu ionizovanych castic v elektrickém poli. Metody lze vyuzit
K separaci jak nizkomolekularnich, tak vysokomolekularnich latek. Pokud jsou latky
nesouci naboj rozpustény v elektrolytu a umistény v elektrickém poli, zacnou se
pohybovat konstantni rychlosti imérnou jejich naboji, kationty ke katod¢ a anionty
k anod¢. [16] Prouzky jednotlivych latek vzniklé pii elektroforetickém déleni se pak
daji zviditelnit a nasledné identifikovat riznymi technikami, obvykle barevnou reakci
s vizualiza¢nim ¢inidlem, nebo navdzanim znacené protilatky.

Profesor Moskevské univerzity Ferdinand Fridrich Reuss popsal to, co dnes
zname jako elektroforézu, pomoci vzork jilu a voltova ¢lanku- provrtanych stfibrnych
rubli prolozenych zinkovymi plisky. Dokézal tim pohyb molekul vody a €astic jilu
Vv elektrickém poli k negativnimu polu (r.1807). Polozil tak zéklady elektroforetické
separa¢ni metody, jedné ze zakladnich metod separace v biochemii. [26] K zasadnimu
pokroku v elektromigra¢nich metodach doslo az piiblizn€ za sto let, ve tficatych letech

20. stoleti, diky praci ArnehoTiselia, ktery dokazal elektroforeticky separovat sérové
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proteiny a opticky sledovat pohyblivé rozhrani jednotlivych molekul. V roce 1948 byl
Tiselius ocenén Nobelovou cenou za chemii. Na jeho poznatky navazal napt. také Linus
Pauling, ktery vroce 1949 demonstroval odlisnou elektroforetickou migraci
hemoglobinu u zdravych jedinci a pacientii se srpkovitou anémii. [26] Diky témto
védeckych poznatkiim a néaslednym rozvijenim a usilovnou praci se vyvinuly dalsi dvé
elektromigracni metody, zalozené na dvou odlisSnych vlastnostech. Izoelektricka
fokusace (IEF) délici bilkoviny na zaklad¢ jejich naboje, nebo ptesnéji na zéklad¢ jejich
izoelektrického bodu a SDS-PAGE (Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Vv pritomnosti deodecyl-siranu sodného) d¢lici bilkoviny dle jejich molekulovych
hmotnosti. Kombinace téchto dvou metod ndm dava princip tzv. dvourozmérné
elektroforézy. Komplexni smési proteind totiz nelze fadné rozdé€lit jednorozmérnou
elektroforézou, uzivd se proto varianty dvourozmérné, s odliSnym uspofddanim
v kazdém sméru. Timto zpisobem lze rozdélit pres tisic proteind na jediném gelu, kde

se kazdy protein pohybuje na své jedine¢né misto. [2]
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Obr.25: Gelova elektroforéza

5.2.6 Optické metody, spektrofotometrie, turbidimetrie a nefelometrie

Jako optické metody nazyvame soubor instrumentalnich metod, jejichz spolecnym
rysem je mechanismus, zaloZzeny na interakci hmoty a zareni. Jde bud’ o schopnost
molekul, atomt nebo iontl prechazet z kvantovych stavli s mensi energii do energeticky
bohatSich dodanim zativé energie, nebo opacné vyzafenim energie do energeticky
niz§iho stavu; anebo zafeni pfi interakci podléha jinym zméndm (zména sméru,
rychlosti, optické otacivosti). [15]
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Do optickych metod zaloZzenych na absorpci zéfeni patfi nejpouzivanéjsi
technika oboru biochemie- spektrofotometrie (absorpcni fotometrie). Absorpéni
fotometrie néalezi k nejstarSim fyzikalné-chemickym metodam. Dokazuje to i fakt, ze
prvni fotometrickd métici metoda byla popsana jiz v roce 1845. Nejintenzivnéjsi vyvoj
absorp¢ni fotometrie vSak nastal az po 2. svétové valce a to jak v pfistrojové technice,
tak 1 v metodice. Na trhu se objevuje mnoho novych pfistrojti, od jednoduchych az po ty
delsim nez kterakoli jind fyzikalné-chemicka analytickd metoda. V dnesni dobé,
predevsim diky rozvoji mikroprocesorové techniky, jde vyvoj v této oblasti méteni stale
dopiedu. [20]

Zakladem vsSech metod absorpcni spektralni analyzy je absorpce zafivé energie
V urCitém prostiedi. Prochédzi-li homogennim prostiedim zafiva energie definované
vinové délky, zeslabuje se jeji pocatecni intenzita o podil, ktery je timto prostfedim
absorbovan. Absorpci zafeni se zvysi energie molekuly nebo atomu, ¢imz se dostavaji
ze svého zakladniho stavu o nejmensi energii, do stavu excitovaného o vyssi energii. Pfi
absorpci zafeni v ultrafialové (UV) a viditelné (VIS) oblasti spektra dochazi v molekule
k elektronovym piechodim (valen¢ni elektrony), zaroven dochazi také ke zménam ve
vibra¢nich a rotac¢nich stavech molekuly. Seskupeni v molekuldch, které¢ jim dava
schopnost absorpce a to pfedev§im v rozsahu vlnové délky 200-800 nm se nazyva
chromofor. Slouceniny bez chromoforti absorbuji také zareni, ale v oblasti vinovych
délek pod 200 nm, vyuzivaji se hlavné jako rozpoustédla pro UV-spektrofotometrii.
K méteni svételné absorpce se pouziva fada pfistrojii od jednoduchych fotometri az po
automaticky registrujici spektrofotometry. Detektorem méficim intenzitu svétla, které
proslo roztokem je u jednodussich pftistrojii fotoclanek, ktery prevadi svételnou energii
na elektrickou, mé&fi se intenzita proudu. U spektrofotometrii se dale jako mérné zatizeni
pouziva analogovy nebo digitdlni galvanometr, ktery piimo odec¢itd procenta
propustnosti, nebo absorbance. Pfistroje jsou dnes b&zné opatifeny zapisovaem pro
automatickou registraci (napt. absorban¢nich ktivek) a tiskarnou.

Metoda ma jak kvalitativni, tak kvantitativni vyuziti. Spektrofotometrie v UV a
VIS oblasti ma vyhodu ve své citlivosti a jednoduchosti provedeni, proto ma velmi
Siroké vyuziti. V biochemii nasSla metoda uplatnéni ptedevSim v klinické analyze
organickych latek, stanoveni aniont a kationtl ve vodach, v analyze 1éCiv, potravin,

urcovani stopovych mnozstvi kovll v nejriiznéjSich materialech atd.
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Obr.26: Schéma principu spektrofotometrie Obr.27: Spektrofotometr 6850

Turbidimetrie a nefelometrie
Turbidimetrie a nefelometrie je zaloZena na stejném principu a to na méfeni
stupn¢€ opalescence roztoku, ve kterém jsou pfitomny vice ¢i méné drobné Castice
(nehomogenni roztok). Intenzita méfeného svétla je zavisla na stupni zakalu roztoku. U
nefelometrie je intenzita svétla pozorovdna kolmo na dopadajici svétlo, méfi se tedy
odraz svétla od koloidnich ¢astic (tzv. Tyndalliv efekt). Turbidimetrie méii zeslabeni

pfimo prochazejiciho paprsku svétla zakalenym roztokem.

nefelometrie

rbidimetrie

vZorek

Obr.28: Schéma detekce paprsku turbidimetrie (paprsky proslé kyvetou) a nefelometrie
(paprsky odrazené)

5.2.7 Metody zaloZené na jinych elektromagnetickych zarenich,

rentgenova krystalografie, NMR spektroskopie

Naésledujici dvé metody slouzi predev§im k analyze trojrozmérné struktury

proteind. V biochemickém oboru nalézaji také své misto, s postupujici dobou stale vice.
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Rentgenova krystalografie

Tato technika je hlavni metoda, ktera se dnes pouziva k objasnéni trojrozmérné
struktury molekul proteinu. Rentgenové =zareni, stejné¢ jako svétlo, je druh
elektromagnetického zafeni o velmi malé¢ vinové délce. Jestlize zaméfime svazek
paralelnich rentgenovych paprski na dobie vyvinuty krystal Cistého proteinu, nckteré
paprsky budou rozptyleny uréitym zpusobem atomy v krystalu. Rozptylené paprsky
vytvaii obrazec difrak¢nich skvrn, které vypovidaji o poloze jednotlivych atomi
Vv krystalu proteinu. Pocita¢em lze tuto informaci zpracovat do trojrozmérné mapy a

sestrojit tak atomovy model, K interpretaci se ¢asto uzivaji zjednodusené verze. [2]

NMR- spektroskopie

Nuklearni magneticka rezonance se dfive pouzivala k analyze struktury malych
molekul, nyni je stale vice vyuzivana pro stanoveni struktury malych proteint ¢i jejich
domén. K metod¢ staci pouze velice malé mnozstvi roztoku proteinu. Roztok se umisti
do silného magnetického pole, kde je vystaven pulziim radiové frekvence. Signaly z
atomovych jader vodiku v riznych aminokyselinach lze identifikovat a urcit tak
vzdalenost mezi interagujicimi péary vodikovych atomi. Takto poskytuje NMR-
spektroskopie informace o vzdalenostech mezi riznymi soucastmi proteinové molekuly.
Srovnanim této informace se znalosti aminokyselinové sekvence lze odvodit

trojrozmérnou strukturu proteinu. [2]

5.2.8 Imunochemické metody, imuniprecipitace

Hlavni podstatou vSech imunochemickych metod je interakce mezi antigenem a
protilatkou. Antigenem je mySlena jakakoli substance, se kterou je protilatka schopna
tvofit komplex. Protilatky jsou bilkoviny (glykoproteiny) krevniho séra, nebo jinych
télnich tekutin. Pro imunochemické techniky slouzi protilatky izolované z rGznych
zivociSnych druht, dodavané komercné. Pifi laboratornim stanoveni antigeni pomoci
protilatek (nebo naopak stanoveni protilatek pomoci antigenil) vznika tedy komplex
antigen-protilatka, jehoz pifitomnost je nutné zviditelnit. K tomu slouzi bud’ jiz zna¢ena

specificka protilatka v komplexu, nebo dal§i tzv. sekundarni protilatka, kterd se
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nasledné pfipoji do komplexu také. Pfida se vizualizacni Cinidlo, které reaguje se
»znackou* na protilatce a v pritomnosti komplexu dojde k barevné, nebo jiné viditelné
reakci (napf. fluorescenci). Reakce se hodnoti bud’to pouhym okem jako pozitivni/

negativni, nebo castéji kolorimetricky v kolorimetru, jez nam dé& informaci také o

kvantité- koncentraci imunokomplexi.

Obr.29: Schéma tvorby imunokomplexu a jeho zviditelnéni

Imunoprecipitace

Jednodussi zpiisob sledovani imunochemické reakce je imunoprecipitace
v roztoku. Antigen s protilatkou reaguje za vzniku nerozpustného precipitatu.
Kvalitativné hodnotit 1ze opét pouze zrakem, kvantitativni hodnoceni se pak provadi

turbidimetricky, nebo nefelometricky.
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6 ZAVER

Zkoumani procesti vzniku, vyvoje a soucasnosti laboratornich (biochemickych)
metod davd moznost konstatovat nékterd zjiSténi. Biologicky lidsky material,
V ndvaznosti na to i dalSich zivocicht, se stal pfedmétem pozorovani a hodnoceni jiz od
nejstarSich dob. Na dlouhé véky vSak bylo zkouméni tohoto materialu omezeno
schopnosti lidskych smyslovych organii. Nové moznosti v tomto sméru nastolila
iatrochemie, iatrofyzika, rozvoj piirodnich véd a mediciny, zejména 18. a 19. stoleti.
Zde se také laboratorni metody zacaly pouzivat.

V Ceské medicinské minulosti, vedle osob, které se podilely na védeckém pokroku
v sledovaném obdobi, nelze prehlédnout vyznamny meznik- vznik instituce zabyvajici
se chemii v I€karstvi. Nicméné praktické vyuzivani biochemickych laboratornich metod
se V Ceskoslovenskych podminkéach obdobi 2. Svétové valky omezovalo na hlavni
klinickd zafizeni, 1ékaiské fakulty a Statni zdravotni Gstav.

Rozmach oboru biochemické laboratorni metody nastal v Ceskoslovensku
postupné od prelomu 40. a 50. let, nejvetsi zdsluhu na tom ma uznévany zakladatel
laboratornich vysetfovacich metod — prof. MUDr. Jaroslav Hotejsi. Obor se metodicky,
obsahov¢, personaln€ i po technické strance etabloval v 50. letech minulého stoleti,
Vv souCasné¢ dobé predstavuje naprosto nepostradatelnou soucast zdravotnické

diagnostiky se Sirokou Skalou vysetfovacich metod.
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8 PRILOHY PRACE

Priloha 1

Tabulka 1: Pfehled vysetfovani lidského biologického materialu

Material

obdobi

misto

poznamky

asi 500 pf. n.
l.

starovék

Recko, Rim

uroskopie

yrinarum Y R It
- : Subrubiciidus

) ! Ruffus vt aord

b - o

i

il s

Obrazek 30: Barevny vzornik moci

soucasnost

Pii analyze moci se vyuziva celé
spektrum metod od nejjednodussich
barevnych a srazecich zkumavkovych
reakci aZ po narocné a automatizované
metody, jako je pritokova cytometrie
nebo imunochemické analyzy. Diky
diagnostickym prouzkiim Ize zakladni
vySetieni provést nejen v podminkach
laboratoie, ale pfimo v ordinacich ¢i u

[tuzka nemocného.

krev

asi 400 pf. n
l.

Recko

starofecky filosof Empedokles

ztotoznil krev s Zivotem
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do 15. stoleti

koupele v krvi, piti krve
lidé¢ wvetili vjeji 1éCivou schopnost,

schopnost omlazeni

1616

1665

1667

Velka

Britanie

objev  krevniho obéhu (William

Harvey)

prvni dolozeny krevni pfevod mezi

dvéma psi

prvni  krevni  transfuze cloveéku

z jehnéte, nesetkalo se s velkym

uspéchem- zanevieni na studium
krevnich transfuzi, pozdéji uvédoméni

si ze zviteci krev nelze podat clovéku

odr. 1819

pouze z poloviny uspésné transfuze

lidi, neznalost krevnich skupin!

1901

1907

Rakousko-
Uhersko

3 krevnich
Landsteiner)

objeveni skupin (Karl

objeveni 4 krevnich skupin (Jan

Jansky)

1941

Rakousko

objeveni Rh faktoru (Karl Landsteiner,
A. S. Wiener)

sperma

Velka

Britanie

objevitel genetick¢ informace Alec

Jeffreys poprvé pouzil pro ucely
kriminalistiky identifikaci osoby po
masovém testovani spermatu muzd,
muz byl usvédéen a odsouzen za
vrazdu a znasilnéni dvou mladych

divek

dnes se sperma béZné testuje napf. pro

zjisténi plodnosti

sliny, sklivec,
vlasy,
mozkomi$ni

mok, krev,

soucasnost

dnes vyuziti pro rliznd vySetteni, napf.

v toxikologii
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krevni sérum,

W

mo¢

stolice soucasnost pro mikrobiologicka vySetient,
mikroskopickd  vySetfeni,  zjiSténi
krvaceni popt. zjiSténi piitomnosti
viedu ¢i nadoru

sputum pro cytologicka, = mikrobiologicka
vySetieni

biopsie pro histologicka, cytologika,

¢asti organu Ci
jiného
lidského
materialu

(napf. tumory)

imunohistochemicka vysetieni,

dalezity vyznam v onkologii

pro histologicka, cytologicka,
imunohistochemicka vySetfeni

- Casto pitevni material

- zjiStovani onemocnéni, popft. pfiiny

amrti
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Priloha 2

Tabulka 2: Piehled nékterych meznikl d€jin laboratornich metod a souvisejicich

poznatkl
Rok Objev Objevitel Poznamky
1772 Objev kysliku, Carl Wilhelm - Nektefi autofi uvadéji rok
jeho Scheele 1770 nebo 1774 a jméno
spotifebovavani Joseph Priestley
zivoCichy a - na obojim bude néco pravdy,
produkce J. Priestley sviij objev nejspiSe
rostlinami jako prvni publikoval
1770-1790 | lzolace glycerolu, | Carl Wilhelm
kyseliny mlécné, | Scheele,
citronové, Rouelle
mocoviny
1783 Dtkaz, ze traveni | Lazzaro - Béhem procesu traveni
je chemicky Spallanzani dochazi za pomoci
proces hydrolytickych enzymi
k rozkladu potravy na
jednodussi latky
1806 Izolace prvni Louis-Nicolas - jednalo se o asparagin, byl
aminokyseliny Vaquelin vyizolovén z chiestu
- v roce 1812 William Hyde
Wollaston objevil cystin v
moci
1833 Izolace prvniho Anselme Payen - enzym amylaza
enzymu - roku 1835 A. Payen izoloval
a pojmenoval celul6zu
1864 Prvni krystalizace | Felix Hoppe- - protein hemoglobin
proteinu Seyler
1869 Objev DNA Friedrich - struktura molekuly DNA byla
Miescher objasnéna az v poloving 50. let
20. stoleti
1892 objev - objev toho, Ze anorganické
elektroforézy castice v koloidnim roztoku
pusobenim elektrického pole
nenahodné putuji
- prvni elektroforetickou
aparaturu sestavil roku 1937
Arne Tiselius
- roku 1948 obdrzel za svijj
ptispévek Nobelovu cenu
1893 Dikaz, ze enzymy | Wilhelm Ostwald | - roku 1909 ocenén Nobelovou
jsou katalyzatory cenou za chemii
1897 Duikaz chemické Eduard Biichner - dikaz o tom, ze ke kvaseni

povahy kvaSeni

neni tfeba zivych organizmi,
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ale staci jejich enzymy
- roku 1907 ocenén Nobelovou
cenou za chemii

1897 Objev elektronu J. J. Thomson - rozhodujici vliv na dalsi
vyvoj chemie a ostatnich
ptirodnich véd

1902 Diikaz Emil Fischer

polypeptidové
povahy proteini

1903 Objev Michail -viz kapitola 5.2.3

chromatografie Semjonovi¢ Cvét

1905 Izolace prvniho Arthur Harden, - koenzym NAD

koenzymu William Young - koenzym= nizkomolekularni
latka nebilkovinné povahy,
ktera tvoii soucast slozené¢ho
enzymu
- koenzym NAD
(nikotinamidadenindinukleotid)
ptenasi redukéni ekvivalenty
z katabolickych dé&jt do
dychaciho fetézce

1905 Prvni navrh Georg Franz - metabolické schéma 3-

metabolického Knoop oxidace

schématu
- B-oxidace je zdrojem energie
napf. savcl

1907 Objev 4 krevnich | Jan Jansky -viz kapitola 4.1

skupin
1922 Objev polarografie | Jaroslav - J.Heyrovsky obdrzel roku
Heyrovsky 1959 Nobelovu cenu za chemii
1925 Objeveni Phoebus Levene | - P. Levene rozpoznal, ze DNA
polynukleotidové se sklada z cukrti, fosfatt a
povahy DNA bazi
1928 Izolace vitaminu C A. Szent- - vitamin C byl prvnim
Gyorgyim | chemicky uréenym vitaminem
1933 Prostudovan Hans Adolf - mocovinovy cyklus
mocovinovy Krebs, Kurt napomaha télu zbavovat se
cyklus Henseleit piebytecného dusiku
(vylu€ovan moci)
1937 Prostudovan Hans Adolf Krebs | - Krebstv cyklus (téz citratovy
Krebsiv cyklus cyklus) tvofi spolecnou
matabolickou drahu pfi aerobni
oxidaci sacharidd, proteint a
lipidt
1944 Zjisténi ze DNA je | O. Avery a dalsi
nositel genetické
informace
1950 Zavedeni plynové - umoznéna rychla analyza

chromatografie

smési, které byly diive
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analyzovany jen s velkymi
obtizemi

1951 Navrh struktury a- | Linus Pauling, - o-helix (alfa Sroubovice) je
helixu Robert Corey jeden ze zakladnich
prostrorovych uspoiadani
bilkovin
1953 Prvni sekvence Frederick Sanger | - protein inzulin
proteinu - F. Sanger je dvojnasobnym
nositelem Nobelovy ceny,
Z roku 1958 za urceni struktury
inzulinu, z roku 1980 za
metodu zjistovani struktury
bilkovin, nukleovych kyselin,
vird,..spolu s nim cenu obdrzel
genetik W.Gilbert a P.Berg
(jeden ze zakladatelti genového
inzenyrstvi)
1953 Navrh struktury James D. Watson, | - postupny vznik oboru
dvojsroubovice Francis Crick ,molekularni biologie*
DNA
1957 Objeveni John Kendrew - protein myoglobin
prostorové - J. Kendrew byl v roce 1962
struktury proteinu ocenén Nobelovou cenou za
chemii, spole¢né¢ s M.
Perutzem
1969 Prvni syntéza Robert Bruce - enzym RNAza
enzymu Merrifield, - R. B. Merrifield byl v roce
Denkenwater 1984 ocenén Nobelovou cenou
za chemii, za objeveni SPPS
(sekvencni syntéza peptidi)
1970 Prvni syntéza genu | Har Gobind - gen kodujici aminokyselinu
Khorana alanin
- H. G. Khorana je nositelem
Nobelovy ceny
1971 Model struktury S. J. Singer, - ,,model tekuté mozaiky*
biologickych G. L. Nicolson
membran
1975 Ptiprava F. Kohler, - monoklonalni protilatka
monoklonalnich Caesar Milstein (MP)= protilatka ziskana
protilatek Z klonalni populace jedné
bunky
- V soucasnosti jsou MP hojné
vyuzivany napf. v imunoterapii
1977 Objev metody W. Gilbert, - metoda slouzi k urceni ptesné
sekvenovani DNA | F. Sanger nukleotidové sekvence DNA

(RNA) retézce

- F. Sanger v roce 1980 ocenén
Nobelovou cenou

- V tomto roce také zjiSténi
uplné genové sekvence viru
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1986 Objev PCR Kary Mullis - PCR slouzi
(polymerazova k mnohonasobnému zmnozeni
fetézova reakce) pozadovaného useku DNA
(RNA)
- jedna z nejvyuzivanéjsich
technik molekularni biologie
- roku 1993 byl K. Mullis
ocenén Nobelovou cenou
1995 Kompletni DNA - Haemophilus influenzae
sekvence bakterii
1996 Kompletni DNA - Saccharomyces cerevisiae
sekvence eukaryot
1997 Prvni klonovany - ovce Dolly
savec
2000 Kompletni DNA
sekvence
Drosophila
melanogaster
(,,bananova
muska®)
2001 Kompletni DNA - Human Genome Project
sekvence ¢lovéka (HUGO) — mnoho laboratofi po
svéte si rozdélilo lidsky genom
na mensi ¢asti
- trvalo to vice nez 11 let
2010 Bakterie Synthia- | tym biologa - bakterie zije diky zcela umélé

prvni umély
organismus

Craiga Ventera
(USA)

DNA, kterou biotechnologové
vlozili do bézné bakterialni
buiiky peclivé zbavené
ptivodniho genetického
materialu

62




