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I. SEMESTR



1. UVODNI CVICENI
1.1 SKOLENI BEZPECNOSTI A OCHRANY ZDRAVI

Skoleni bezpecnosti a ochrany zdravi pii préaci, organizace prace v praktickych cvicenich,
zasady spravné laboratorni praxe, pozadavky na studijni pfipravu v rdmci jednotlivych
cviceni:

1)

2)

3)

4)

5)
6)
7)
8)

9)

Kazdy student je seznamen v tvodnim cvi¢eni semestru s laboratornim fadem, s
bezpecnostnimi piedpisy, s protipozarni ochranou a zasadami poskytovani prvni
pomoci. Tuto skutecnost potvrzuje podpisem na tredni listinu se vSemi nalezitostmi,
ktera se archivuje.

Pti praci v laboratofi musi mit kazdy student bily ochranny plast’, popi. laboratorni
obuv ¢i preziivky jsou rovnéz vhodné.

Ve vSech prostorach ustavu plati pro studenty piisny zékaz koufeni. Z hygienickych
divoda neni dovoleno v laboratofi jist, pit a pouzivat laboratorni sklo k piti nebo
piechovavani potravin.

Studenti jsou povinni prostudovat ptedem ukoly, které¢ budou ve cvi¢eni provadét. Na
prakticka cvi€eni musi byt studenti teoreticky pfipraveni. V tvodnim cviceni jsou
studenti sezndmeni s pozadovanou teoretickou pfipravou pro kazdé laboratorni
cviceni, jakoz i s podminkami pro udé€leni zapoctl a pro Uspésné zvladnuti zkousky.
Pti laboratorni préci studenti postupuji ptesné podle navodi pro laboratorni cviceni.
Provadé;ji jen tkoly stanovené sylabem cviceni nebo préace asistentem schvalené.
Studenti pracuji ve skupindch na ozna¢eném pracovnim miste.

Pti uzivani laboratornich ptistrojii jsou studenti seznameni s jejich obsluhou.
VyzZaduje-li to charakter prace, musi studenti pouZivat ochranné pomicky (pracovni
rukavice jednordzové, ochranné bryle).

Cisténi a proplachovani laboratorniho skla provadéji studenti v priibdhu cviceni sami.
Pevné odpady studenti tfidi do oznacenych nadob (pro rozbité sklo, pro papir apod.).

10) V pribéhu laboratorni prace si naméfené hodnoty zaznamenava kazdy student do

protokolu.

11) Praktikum konéi predloZzenim zpracovaného protokolu vyucujicimu a jeho

podepsanim, soucasné student uklidi 1 pracovni misto.



Bezpecnost prace a ochrana zdravi pri praci v laboratori

Pro bezpecnou praci s chemikaliemi je nutno v laboratofi dodrzovat tyto zésady:

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Manipulace s hoflavinami a latkami drazdivymi, jakoz i se silnymi koncentrovanymi
kyselinami a zdsadami je nutno provadét v digestoti se zapnutym odtahem.

Ziraviny se odméfuji automatickou ¢&i sklenénou pipetou nebodavkovacem.

Pii provadéni reakci drzime tusti zkumavek a jinych sklenénych nadob (baiiky)
odvracena od sebe i od nejblizsich spolupracovnikii, zvlaste pti zahfivani.

Zapalené hotaky kahant peclivé sledujeme a nenechavame je hotet bez dozoru
(zvlasté pti destilacich).

Dodrzujeme piesné pracovni navody. Svévolné neménime pracovni postupy a
koncentrace pouzivanych roztokii. Po spalovani ponechame nadoby, banky, zkumavky
ptred dal$i manipulaci s nimi diikladné zchladnout.

Na pracovisti udrzujeme potadek a cistotu. Dbame, abychom pracovni plochu
nepotiisnili chemikaliemi.

Pti praci s biologickym materidlem (krev, sérum, plazma, moc) je nutno dodrzovat
vSechny predpisy jako pfi praci s infekénim materidlem, k jejich odmérovani
pouzivame automatické pipety, davkovace.

Pted kazdym odchodem z laboratoie si umyjeme ruce.

Kazdy (sebemensi) uraz, vzniklé zavady v provozu laboratofe musi byt ihned ohlédSeny
vyucujicimu asistentovi.



VZOR POTVRZENI O SKOLENI BEZPECNOSTI A OCHRANY ZDRAVI

VETERINARNI A FARMACEUTICKA UNIVERZITA BRNO
Ustav ochrany zvirat, welfare a etologie

Prakticka cviCeni z predmeétu .....cccovvvviiniiiniiiiniiinieinncnnns
................................... studijni program
..... ro¢nik, skupina:

PROHLASENI
Potvrzuji svym podpisem, Ze jsem byl/a dnesniho dne poucen/a o nejdilezitéjSich zdsadach bezpecné
prace v laboratoii, jakoz i o vSeobecnych povinnostech studenta VFU Brno na tuseku pozarni
bezpecnosti (seznameni s pozarnim fadem, s umisténim a pouzivanim pfenosnych hasicich pfistroji a
hydrant. Byl/a/ jsem instruovan/a/ o umisténi hlavnich uzavéru vody, plynu a elektfiny na svém
pracovisti a o zptisobu jejich ovladani.).

Zavazuji se, ze:

1. Do cvi¢ebny budu vstupovat v laboratornim plasti a s sebou si budu brat pouze véci nezbytné pro

praci v laboratofi, jako psaci potieby, skripta, sesit. ObleCeni a véci, které nejsou potiebné pro praci

Vv laboratofi, zlistanou po dobu cvic¢eni uschované v uzamykatelné skiini.

Do cviceni budu ptichéazet v¢as a ptipraven/a.

Mimo cviCeni ¢i bez souhlasu vedouciho cvi¢eni nebudu manipulovat s chemickymi latkami,

laboratornimi piistroji ¢i dal$im vybavenim laboratofe.

4. Ve cviCenich si budu poc¢inat vzdy tak, abych neohrozoval/a zdravi a Zivot sviij, svych spoluzaku ¢i
zaméstnanci univerzity.

5. Zéasadné budu pouzivat ochranné odévy a pomuicky ve vSech piipadech, kde je piedepsano a
vyzaduje to bezpecny zplsob prace.

6. Praci budu vykonavat vzdy pouze podle piedloZenych pracovnich postupti a podle pokynii
vedouciho cviCeni, za dodrZeni vSech bezpecnostnich a hygienickych postupt a pravidel.

7. Nebudu samovolné ¢i z nepozornosti ménit predepsany postup prace ani provadét ukony, které
nesouvisi s plnénim zadané ulohy.

8. Zjistim-li pfed zahajenim nebo kdykoliv v pribéhu praktickych cvieni zavady, které mohou
ohrozit bezpeCnost studentd a pracovnikd nebo pozarni bezpecnost, oznamim je neprodlené
vedoucimu cviceni.

9. Pii praci budu dasledné dodrzovat pofadek na svém pracovnim stole &i pridéleném useku
pracovisté. VSechny nadoby s chemikaliemi ¢i biologickym materialem budu po pouziti okamzité
zavirat.

10. Po kazdé manipulaci s biologickym materidlem ¢i nebezpeénou latkou a pred odchodem ze
cvicebny si peclivé umyji ruce mydlem.

11. K bezpeéné likvidaci hoflavin, ziravin, toxickych latek, oleji a pevnych odpadii budu vyuzivat
pouze Kk tomu uréené nadoby, nebudu je vylévat do kanalizace.

12. Po ukonceni prace uvedu pracovni misto do pivodniho stavu a piedam je vedoucimu cvieni.

13. Ve svém vlastnim zajmu okamzité ozndmim vedoucimu cviceni kazdé, i sebemensi poranéni,
poleptani nebo poziti latky, které jsem utrpél béhem vyuky. Okamzité vedoucimu cvi¢eni nahlasim
i bolesti hlavy, zavrat’, nevolnost apod.

14. Budu dodrzovat zakaz koufeni, konzumace potravin a piti napoji ve vSech prostorach oddéleni
biochemie.

Dale potvrzuji, Ze jsem byla seznamena s tim, Ze prace v této laboratofi je z divodu neptiznivého

pusobeni pouzivanych chemikalii na vyvoj plodu zakazana Zenam t€hotnym. V piipadé gravidity jsem

povinna tyto informace neprodlené¢ oznamit vedoucimu cviCeni, ktery stanovi nahradni zpisob
absolvovani predmétu, protoze na prakticka cviceni jiz dale nesmim dochézet.

wmn




1.2 REFERENCNI HODNOTY BIOCHEMICKYCH PARAMETRU
VYBRANYCH DRUHU ZVIRAT

PARAMETRY: JEDNOTKY | PRASE PES KOCKA | SKOT KUN
Celk. bilkovina (TP) gll 65-85 | 54-71 54-94 60-80 52-79
Albumin (Alb) gll 3545 | 23-44 21-56 30-42 25-45
Glukéza (Glu) mmoll | 483 | 3167 | 3183 | 3039 | 4264
Kreatinin (Creat) umol/l | 88239 | 35110 | 50-170 | 88-177 | 106-168
Mocovina (UR) mmoll | 3060 | 3383 | 50113 | 3050 | 3686
Celkovy bilirubin (TB) umol/l (ag_f&(,)u 0-8,55 0-8,55 0,2-5,1 7,0-35
Triacylglyceroly (TG) mmol/I 0-0,5 0,3-3,9 0,5-2,6 0,17-0,51 0,1-0,6
Cholesterol (Chol) mmoll | 2,033 | 3570 | 2034 | 2652 | 1939
Ketolatky (Ket) mmol/I - - - 0,1-1,0 -

Enzymy:
&“f_ﬂ;c“a fosfataza ukat/l | 03-05 | 01-40 | 01-40 | 0137 | 2466
;Al(j‘;‘i‘}*;m‘““tra“fem ukat/l 01-04 | 0110 | 01-1,0 | 0,15-0,95 -
‘2;;’?:;‘%‘“‘“"“3“““ ukat!l | 05,0 | 0110 | 0110 | 07140 | 37-6,0
v-glutamyl
transferaza (GGT, ukat! | 03-05 | 0016 | 00,16 | 01055 | 0-0,2
GMT)
(Sggﬂg'dehyd"’ge“aza ukat/l | 0,02-0,09 | 0,05-0,14 | 0,07-0,13 | 0,07-0,26 | 0,03-0,10
(Llf‘[')‘tfg‘::? drogendza | el | do10 | 08-15 | 05-25 | 163-290 | 3,7-96
Kreatinkinaza ( CK) ukat/l 033 | 0140 | 0140 | 1330 | 0105

Mineralni profil:

Vipnik (Ca) mmoll | 2430 | 2330 | 1526 | 2230 | 2834
Fosfor (P) mmol/l | 1833 | 0821 | 1526 | 1623 | 1,018
Sodik (Na) mmol/l | 133-150 | 140-155 | 150-160 | 136-150 | 132-146
Draslik (K) mmoll | 4565 | 4455 | 3550 | 4058 | 2447
Chloridy (CI) mmol/l | 94-106 | 105-115 | 117-123 | 90-111 | 99-109
Hoitik (Mg) mmoll | 0912 | 07-1,0 | 0613 | 0811 | 0912
MEd’ (Cu) umol/l | 20,9-39,0 | 15,7-31,5 - 12,6-18,0 i
Zinek (Zn) umol/Il 10,7-22,9 9-18 - 12,2-18,0 -
Zelezo (Fe) umoll | 1835 | 54-32,2 | 12,2-385 | 21,0350 | 512




1.3 POUZITI SPEKTROFOTOMETRU WPA S800 SPECTRAWAVE

Meéreni absorbance:

1) Neni-li pfistroj zapnuty - zapnéte pfistroj tlac¢itkem
2) Nastavte vinovou délku: Sipkami ¢ » nastavte mé&feni vinové délky, symbol
Sipkami“ ¥ nastavte vinovou délku (rozsah 330-800 nm)

tlacitkem o potvrd’te nastaveni vinové délky

3) Nastavte m&Feni absorbance: Sipkami“ ¥ nastavte symbol Abs (display:x.xxx"%)

4) Uchopte ptislusnou semimikrokyvetu (pro objem 500-1500ul) a nalijte stFickou

destilovanou vodu, buniéitou vatou peclivé ocistéte kyvetu

semimikrokyveta ¥
min. vy$ka roztoku jel5 mm
5) kyvetu s destilovanou vodou jemnym tlakem umistéte do kyvetového prostoru

6) zmacknéte tlacitko R ]|(display: blika rrrr® poté sviti 0.000")

7) kyvetu s destilovanou vodou vyjméte, destilovanou vodu vylijte
8) kyvetu fadné oplachnéte destilovanou vodou, osuste ji bunicitou vatou

9) do kyvety nalijte postupné v nasledujicim poiadi: slepy vzorek, standard nebo

analyzovany vzorek (min. vyska roztoku je 15 mm) kyvetu buniéitou vatou pe¢livé

oCistete

10) kyvetu ptimétenym tlakem umistéte do kyvetového prostoru

11) zmacknéte tlacitko [T| pro méfFeni absorbance (svételny paprsek sviti zepfedu dozadu
pfes stény kyvety)

12) zméfena absorbance sviti na display, absorbanci zaznamenejte

13) kyvetu vyjméte, analyzovany slepy vzorek, standard nebo vzorek nalijte zpét do
zkumavky

14) kyvetu Fadné oplachnéte destilovanou vodou, osuste ji bunicitou vatou,

15) opakujte kroky 9-14 pro méfeni dalSich vzorka

16) pristroj nevypinejte
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2 MINERALNI LATKY I.
2.1 STANOVENI KONCENTRACE HORCIKU V KREVNIM SERU

Uvod:

"~ Hoieik (pfesn&ji hofetnaty kationt Mg”") je jednim z hlavnich intracelularnich
kationtil v téle a je kofaktorem mnoha enzymatickych reakci, véetné vSech reakci zahrnujici
tvorbu a vyuziti ATP. Hoi¢ik je rovnéz nezbytny pro syntézu bilkovin, nukleovych kyselin a
ma rovné€Z vyznam pii hydroxylaci vitaminu D v jatrech (aktivace).

V buiice je vyznamné mnozstvi hot¢iku v jadie, mitochondriich ¢i endoplasmatickém
retikulu, ale vétSina je navazana na proteiny a zaporné nabité molekuly, pficemz v cytosolu je
hot¢ik navazan z 80% na ATP. V séru se nachazi pfiblizné jen asi 1% celkového hotc¢iku
organismu, z né¢hoz je 55% volnych, 30% je navazano na proteiny (piedev§im na albumin) a
cca 15% je v komplexech s fosfaty, citraty a jinymi anionty. Zasoby v ECT poskytuji zdroj
hot¢iku pro ICT.

Homeostaza hot¢iku je predevsim rovnovaze mezi stfevni absorpce a renalni exkreci,
ptiC¢emz na regulaci koncentrace hoi¢iku se neptimo podili vitamin D a PTH. Metabolismus
hot¢iku je tedy uzce souvisly s vapnikem, ale pii nedostatku hot¢iku nema organismus zadny
aktivni regulacni mechanizmus pro zabranéni poklesu hoiciku v krvi. Hoi¢ik je vstfebavan
pfedevsim v tenkém stiev€é, mohou se vSak vyskytovat druhové odliSnosti. Pii resorpci
hotéiku z travici soustavy se je vapnik antagonistou hoi¢iku a velké davky vapniku snizuji
vyuziti hoi¢iku. VyluCovan je predevSim trusem, v mensi mife moci ¢i mlékem béhem
laktace, béhem niZz se muze ztracet zna¢né mnozstvi hoi¢iku.

Rozdéleni hor¢iku v organismu

ECT

Ostatni 1%

buiky
19%

Svaly
20% A Kosti

60%



Ukol: Stanovte koncentraci hot¢iku v krevnim séru spektrofotometrickou metodou.
Proved’te kontrolu pracovniho postupu stanovenim koncentrace hoi¢iku v kontrolnim séru
Lyonorm P.

Princip: Spektrofotometrické stanoveni Mg®* touto metodou je zaloZeno na vzniku Gervend
zbarvené¢ho komplexu Mg2+ s Magonem Xylidylova modi v alkalickém prostiedi. Reakce
neni specifickd, je zatizena systematickou kladnou chybou, na které se podili sérovy vapnik,
jehoz vliv jesté zvysuji ionty sodiku a drasliku. Stanoveni narusuji citronany.

Xylidylova modi + Mg”* — komplex Xylidylova mod¥-Mg?*
(modra barva) (Cervena barva)

Cinidla:
> Magon = Xylidylova modi (3,5 mmol.I™") (1-(2-hydroxyazo)-2-naftol-3-(2,4-dimethyl)-karboxyanilid)
> Standardni roztok hot¢iku (koncentrace c5=0,823 mmol.I"™")

K analyze pouzijte pripravena cinidla, krevni sérum a kontrolni sérum (Lyonorm).

Pracovni postup:

Do kratkych zkumavek pipetujte dle tabulky:

Zkumavky:

Cinidla, vzorek Vzorek | Standard | Lyonorm |Slepy vzorek
2X 1x 1x 1x

Pracovni roztok Magonu (ml) 1,00 1,00 1,00 1,0

Standardni roztok hot¢iku (ml) 0,01
Sérum (ml)

Lyonorm (ml)
Deionizovana voda (ml)

Vzorky ponechte 15 minut stat, poté nejpozdéji do 60 minut zméfte absorbanci vzorku (Ays;),
slepého vzorku (Asy), standardu (As;) a Lyonormu (Ay) pfi vinové délce 505 nm (490 - 520
nm) v kyveté proti deionizované vode.

Vypoéet pro vzorek:

(AVZ - ASU)

Koncentrace hot¢iku (mmol.171) = W X Cg¢
St — Asv

Vvpocet pro kontrolni sérum (Lyonorm).:

(ALy = Asy)
(ASt - ASU)

Cst — tj. koncentrace standardu (uvedena na lahvicce roztoku standardu)

Koncentrace hoi¢iku (mmol.171) = X Cg¢



Vypoétenou hodnotu koncentrace hoi¢iku kontrolniho séra Lyonorm srovnejte s atestem. Do
protokolu si vypiste charakteristiku Lyonormu (Kontrolni sérum — Lyonorm).

Poznamky:

1) Je-li koncentrace horciku ve vzorku vyssi ne: 3,5 mmoll*, Fedi se vzorek
fyziologickym roztokem a postup se cely opakuje. Vypocet = vysledek x redéni.

2) Stanoveni horciku Magonem neni specifické a je zatizeno systematickou kladnou
chybou, na které se hlavnim dilem podili sérovy vapnik, jehoz viiv jesté zvysuji ionty
sodiku a drasliku. Proto ke kalibraci uZivejte vyhradné standardni roztok ze soupravy,
ktery  obsahuje  interferujici  latky  (vapnik,  draslik a  sodik) ve
fyziologickych mnozZstvich.

3) Sklo pro analyzu musi byt dokonale cisté a vyclenéné pouze pro tyto ucely.

4) Cervené zbarveni komplexu Mg2+ s Magonem nemusi byt vizualné postrehnutelné,
nebot je prekryto modrym zbarvenim nezreagovaného Magonu.



Hodnoceni vysetieni seroveho hoiciku:

Hemolyza je pficinou interference ve vysledcich, nebot’ v erytrocytech je asi 3x vétsi
mnozstvi hoté¢iku nez v séru. Jelikoz sérum predstavuje jen asi 1% celkového mnozstvi
hot¢iku, interpretace vysledkii nemusi byt proto zcela ptfesnd. Hypomagnezémie byva
CastéjSim nalezem pii poruchéch metabolismu nez hypermagnezémie.

> Hypomagnezémie = sniZzena hladina hoi¢iku v krvi

Hypomagnezémie je obvykle spojovana se zvySenou ztratou nebo snizenym piijmem
hot¢iku. Ztraty ledvinami ¢i gastrointestindlnim traktem byvaji nejcastéjsi pfi¢inou
hypomagnezémie u malych zvifat. Ztraty ledvinami jsou béhem zvySené diurézy, renalniho
onemocnéni ¢i inhibice reabsorpce (hyperkalcémie). Malabsorpce a prujem jsou pii¢inami
ztrat hoi¢iku travicim Uustrojim. Obecné pak prolongovana anorexie ¢i Spatné stravovaci
navyky zvitat mohou vést rovnéz Kk hypomagnezémii, a to zejména v piipad¢, ze je zvife v
obdobi laktace. Subklinickd hypomagnezémie je b&ézna u kriticky nemocnych koni a malych
zvitat a mize zvysit zavaznost syndromu systémové zanétlivé odpovédi.

U prezvykavct je Castou pfi¢inou hypomagnezémie Snizeny piijem. Pastevni tetanie
prezvykavci je onemocnéni, které je spojeno s pastvou a pirijmem mladé zelené pice nebo pfi
zkrmovani mladé zelené ¢i konzervované pice (stdjovd tetanie), ktera ma vysoky obsah
drasliku a dusikatych latek a nizky obsah hoic¢iku. ZvysSeny piijem drasliku a dusikatych latek
v bachoru pak vytvaii s hof¢ikem nerozpustny komplex a nasledné se tak snizuje vstiebavani
hot¢iku. Dal$im onemocnénim piezvykavcl je mlécna tetanie, ktera byva spojena se starSimi
telaty na mlééné vyzivé chudé na obsah hot¢iku.

Pii hypomagnezémii miize dojit k vyvolani tetanického zachvatu rizného stupné i v
diisledku ptsobeni malého stresu. K neuromuskuldrnim pfiznakiim hypomagnezémie patii
hyperexcitabilita, svalovy tfes, kiece a ataxie. Dalsi komplikace spojené s hypomagnezémii
jsou rozvoj hypokalémie nebo hypokalcémie.

Hypermagnezémie = zvySena hladina hor¢iku v krvi

Hypermagnezémie je vzacnéjsi stav, kterym trpi zejména monogastrickd zvirata. U koni se
projevuje pocenim a svalovou slabosti, zejména do 4 hodin od obdrZeni nadmérné peroralni
davky siranu hotecnatého, ktery je podavan pii 1é¢bé stievnich obstipaci. NejCastéj$im
diavodem hypermagnezémie u malych zvifat je iatrogenni poddni roztokl infizi nebo z
davodu snizeni rendlni vyluCovani, predevSim spojené s akutnim selhdnim ledvin nebo
obstrukci mocové trubice. Symptomaticka hypermagnezémie je témét vzdy zpisobena
excesivnim piijmem ¢i aplikaci magnesiovych soli. Hypermagnezémie byla pozorovéana
rovnéZ u kocek se selhanim ledvin, kterym byly podavany chybné infuzni roztoky.
Hypermagnezémie je klinicky méné¢ vyznamnym problémem, ovSem mize mit za nasledek
srde¢ni nebo neurologické problémy a zpilisobit nevolnost a zvraceni. Hypermagnezémie
muze vést k poklesu sérové koncentrace kalcia, nebot’ vysoké sérové koncentrace hoiciku
snizuji sekreci PTH.



SOUHRN

{Hypomagnezémie

v

v

SNANEN

ANANENEN

snizeny prijem horciku: nedostateny piijem organické vyzivy, pouze mlééna vyziva nebo ochuzend zptisobem
ptipravy, 1é¢ba deficitni na Mg (diuretika, antibiotika, digitalis), proteino-energeticka malnutrice,

snizena resorpce hoiciku: vazba hotciku na volné mastné kyseliny, fytaty, oxalaty, fosfaty, zasadité pH,
ptebytek vapniku a fosforu a niz§i mnozstvi Na/K, zvraceni, priijmy, laxativa, malabsorpéni syndrom, resekce
stfeva, pankreatitida (zanét slinivky bfisni),

zvySené vylucovani (pfipadné ptesun do bunék):

renalni pficiny - tubularni onemocnéni, glomerulonefritida, intersticialni nefritida,

endokrinni pfiiny - hyperparathyre6za, hyperaldosteronismus, hyperthyre6za, hyperkalcemie, diabetes
mellitus,

poruchy fyziologické funkce kiize - popaleniny,

1éky farmakologické skupiny- diuretika, antibiotika, aminoglykosidy,

ruzné - nadmeérna laktace, bfezost, zavazné patofyziologické stavy (pooperacni),

kardiovaskularni, 1ékové toxikozy

THypermagnezémie
v

v

v

zvySeny piijem hotciku: cileny piivod soli hoi¢iku, 1éky obsahujici Mg (projimadla, antacida)

snizené vylucovani hotéiku: akutni a chronické selhani ledvin, hypothyredza, hypoparathyre6za, Cushingiv
syndrom, nedostatek STH

ruzné dalsi: dehydratace, metastazy tumort, myelom, acidéza




2.2 STANOVENI KONCENTRACE ANORGANICKEHO FOSFORU V
KREVNIM SERU

Uvod:

Zhruba 85% celkového mnozstvi fosforu je v kostie a zbytek je v mékkych tkanich,
malé mnozstvi (<0,1%) je v ECT. Vétsina fosforu v m&kkych tkanich se nachazi uvnit bunék
(hlavni intracelularni anion). Z drtivé vétSiny se jednd o organické fosfaty pfitomné v
nukleovych kyselinach, fosfolipidech, fosfoproteinech a makroergickych slouceninach (ATP,
GTP). Tyto slouceniny hraji kliCovou roli v regulaci intermediarniho metabolismu, proteint,
lipida a sacharidu. Fosfor je dulezity pro energeticky metabolismus bunék, syntézu
nukleovych kyselin a buné¢nou signalizaci.

Fosfor v ECT udrzuje hladinu fosforu v ICT a poskytuje substrat pro mineralizaci
kosti, nebot’ je hlavni soucasti hydroxylapatitu v kostech. Kosterni fosfor je rovnéz
zasobarnou fosforu pro celkovy organismus.

Plasma/sérum obsahuje zejména anorganické fosfaty (fosforeénany HoPO4 a HPO4),
které se stanovuji pii biochemickych analyzach jako tzv. anorganicky fosfor Pj. Tyto fosfaty
predstavuji asi 55% celkového plasmatického/sérového fosforu. DalSich zhruba 35% je
vazéano v komplexech s Na, Ca a Mg a zbylych 10% je vazano na bilkoviny.

Rozdéleni foforu v organizmu

ECT
<0,1%

Mekkeé
tkane
15%

—

Kostra
85%



Ukol: Stanovte anorganicky fosfor v krevnim séru spektrofotometrickou metodou.

Princip: V krvi se vyskytuje anorganicky fosfor jako smés hydrogen- a dihydrogen-
fosfore¢nanu. Po ptidavku kyseliny askorbové a trichloroctové (A-TCA) se kyselina
fosfore¢na prevede reakci s molybdenanem amonnym na zluty fosfomolybdenan amonny.
V kyselém prostiedi (kyseliny askorbové, octové / arsenitanu sodného) se Sestimocny
molybden redukuje a vznika molybdenova modrf. Intenzita vzniklého modrého zbarveni je
piimo umérnd mnozstvi fosforu v krevnim séru.

fosfore¢nany + molybdenan amonny — fosfomolybdenan amonny

fosfomolybdenan amonny — redukce — molybdenova modf

Cinidla:
» A -TCA = kyselina askorbova 0,114 mol v jednom litru Kkyseliny trichloroctové koncentrace 0,612
mol/I,
> AM = roztok molybdenanu amonného 4,30 mmol.1?,
» A - C=citronan sodny 0,077 mol.I"%, arsenitan sodny 0,015 mol.I7, kyselina octova 0,035 mol.1*,
> standardni roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného = 1,614 mmol fosforu.l™,

K analyze pouzijte pripravena cinidla a krevni sérum.

Pracovni postup:

Do centrifuga¢nich zkumavek (kratkych!) pipetujte dle tabulky:

Zkumavky:
Slepy vzorek | Standard

Vzorek

Cinidla, vzorek

1x

2X

2X

A - TCA (ml)

2,00

4,00

4,00

0,20

0,20

Dobie promichat, odstiedit pouze vzorek po dobu 10 minut pii 3000 ot./min.

Ze zkumavek se slepym vzorkem, standardem a vzorky odeberte a piepipetujte do novych
vysokych zkumavek tyto objemy:

Slepy vzorek (ml)
Standard (ml)

Supernatant odebrany ze
vzorku (ml)




Daéle pipetujte dle tabulky:

1,00

2,00

Po pfidani ¢inidla AM musi ihned nasledovat do 15 sekund ptidani ¢inidla A-C.

Po kazdém pfidani Cinidla obsah dobie promichat, poté nechat stat 15 min. Zméite absorbanci
vzorku (Av,), slepého vzorku (Asy) a standardu (Asi) v kyveté pii vinové délce 700 nm proti
deionizované vodé. Modré zbarveni je stalé n¢kolik hodin.

Vypocdet:
(AVZ - ASU)

Koncentrace anorganického fosforu (mmol.1™1) = W X Cgt
St — sy

Cst — tj. koncentrace standardu (uvedena na lahviéce roztoku standardu)



Hodnoceni vySetieni sérovéeho fosforu:

Hladinu fosforu v organizmu hodnotime nejlépe spolu s vySetfenim vapniku, nebot’
jejich regulace a metabolizmus spolu souvisi. Zmény koncentraci fosforu v séru mohou byt v
dusledku abnormalit v hormonalni regulaci absorpce stievem ¢i zpétné resorpce ledvinami.
Sérova koncentrace fosforu v§ak nemusi odrazet celkovy stav v organismu. V erytrocytech se
nachazi také velké mnozstvi fosforu. Béhem delSiho stani vzorku krve, nebo pii Spatné
provedeném odbéru ¢i uskladnéni, fosfor z erytrocyta se mtize dostat do séra.

Hypofosfatémie = sniZen4a hladina fosforu v krvi

Dtvody pro hypofosfatémii jsou hormondlni nerovnovaha, sniZzeni renalni reabsorpce,
snizend stfevni absorpce nebo redistribuce fosforu z ECF na ICF. Hormonalni nerovnovéaha
obvykle zahrnuje soubézné abnormality véapniku. Nizka hladina fosforu se zvySenou
koncentraci vapniku souvisi s primarni nebo pseudo-hyperparatyredzou. Pokles fosforu a
vapniku soucasné je spojeno zejména s hypovitamindzou D. Hypofosfatémie mize nastat také
v dusledku zvySené hladiny PTH v reakci na hypokalcemii v dob& kolem porodu
(fyziologickd hyperparatyredza). Snizeni rendlni reabsorpce fosforu vede k hypofosfatémii,
coz muze nastat v disledku vrozenych nebo ziskanych vad v proximalnich tubulech
(Fanconiho syndrom). Diabeticka ketoacid6za muze vést rovnéz k hypofosfatémii (osmoticka
diuréza). Anorexie nebo dlouhodobé nizky obsah fosfath ve stravé mulze vést k
hypofosfatémii. Dalsimi divody mohou byt porucha absorpce z divodu zvraceni, prijmi
nebo stievnich onemocnéni. Snizend stfevni absorpce s nasledujici hypofosfatémii je
mechanismus spojeny s hypovitaminézou D. Rovnéz respiracni alkaléza byva spojena
S hypofosfatémii z dlivodu pfesunuti fosfati do intracelularniho prostoru jako nasledek
pohybu CO,ven z buriky.

Hyperfosfatémie = zvySena hladina fosforu v krvi

K hyperfosfatémii obvykle dochazi pii zatizeni fosforem (zvySena absorpce Gl,
uvolfiovani z kosti nebo iatrogennim podanim), které neni kompenzovano zvySenym
vyloucenim moci nebo utilizaci tkanémi. U vétSiny druhli jsou primarni cestou vylucovani
fosforu ledviny, pfezvykavei mohou vyluCovat fosfor navic prostfednictvim
gastrointestindlniho traktu. NejcastéjSi pfi¢inou hyperfosfatémie je sniZeni renalniho
vylu€ovani, které byva spojeno s poklesem rychlosti glomerularni filtrace. Chronické selhani
ledvin je nejcastéjsi pri¢inou hyperfosfatémie u dospélych psti a kocek. U prezvykavct je
moznou pficinou obstrukce gastrointestindlniho traktu, nebot’ se takto sniZzuje vyluCovani
fosforu. Nadbytek fosforu prostfednictvim zvySeni stfevni absorpce muZze nastat v pripadé
vysokého pfijmu na fosfaty bohaté potravy. Dal§im divodem muze byt hypervitaminoza D,
béhem niZ se zvysuje stievni absorpce fosforu, coz vede k hyperkalcémii a hyperfosfatémii.
RovnéZz nespravnd aplikace fosfatového klystyru mize vést k zavazné hyperfosfatémii.
RovnéZz uvolnovani fosforu z kosti, které miize nastat pfi osteolytickych lézich, mit za
nasledek hyperfosfatémii. K uvoliiovani fosforu z bun€k dochazi také pii rozséhlych
poranénich (nebo nadorech ¢i akutnich myopatiich). Acidéza miize mit za nasledek snizeni



bunécné absorpce fosforu a muze prispet k hyperfosfatémii. Nespravnad manipulace vzorek
muze zpusobit faleSné zvySené koncentrace sérového fosforu. Mlada a rostouci zvirata maji
vys$i koncentrace sérového fosforu a k mirnému pfechodnému zvySeni muze také dojit
postprandidlné.



SOUHRN
|Hypofosfatémie
hypovitaminéza D
primarni hyperparathyreoza,
pseudohyperparathyredza
osteomalacie, rachitis (méknuti kosti),
zvySend exkrece fosfatt ledvinami,
diabetes mellitus — ketoacidoza
resorpéni poruchy stfeva, snizené vstiebavani, napt. vlivem vysokych hodnot pH, Ca Mg a fytati
nékteré formy ulehnuti u skotu
terapie diuretiky

ANANENENENENENEN

THyperfosfatémie

pfedavkovani vitaminem D

acidoza

sekundarni hyperparathyreoza (renalni nebo alimentarni)
primarni hypoparathyre6za

akromegalie

stavy po zlomeninach kosti, nddory kosti, osteolyza
insuficience ledvin

u mladych zvifat jsou fyziologické hodnoty slabé zvyseny
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3 MINERALNI LATKY II.

3.1 STANOVENI KONCENTRACE SEROVEHO ZELEZA V

Uvod:

atd.

KREVNIM SERU

Zelezo ma v organismu mnoho diilezitych funkci, nebot’ hraje velmi diilezitou roli v
fad¢ redoxnich reakci probihajicich v organismu a je tak jednim z fyziologicky
nejvyznamngjsich prvka. Ve formé& iontu Fe?* je vhemovych barvivech (hemoglobin,
myoglobin), ale také jako kofaktor v cytochromech, cytochromoxidaze, peroxidaze, katalaze

V ECT (plasma/sérum) i ICT (bunkéch) se nachazi velmi malo volného zeleza, nebot’
se organismus na jedné stran¢ chrani pted jeho toxickymi ucinky, ale na druhé strané obsah
zeleza chrani pfed dennimi ztratami. V organismu je hlavnim regulatorem metabolismu Zeleza

hepcidin.

AN NI NN

AN NN NN

Uskladiovaci formy zeleza

Zjednodusené schéma obéhu Zeleza

Stfevni absorpce

7%
2% 5%

kostni dfen

fagocyty
(destrukce 2% ztraty béhem syntézy Erys (syntéza
Erys a Hb) Hemu -
erytropoeza)

23% 24%

erytrocyty

1% krvaceni a dalsi ztraty

e

Prehled vyznamu Zeleza
zelezo je nejhojnéjSim stopovym prvkem v organismu savci
hlavni funkci Zeleza v téle je transport kysliku.
pouze 3-6% z pritomného zeleza ve strave je normalné absorbovana ve streve.
absorpce Zeleza je aktivni proces, k nejveétsi absorpci dochdzi v predni ¢asti tenkého
stieva.
kobalt, zinek, m&d’ a mangan ,,soutézi“ Ze se zelezem béhem stievni absorpce
zelezo neni obvykle snadno vylucovano z téla (neplati pro krvéaceni)
zelezo muze zpusobit tvorbu volnych radikali, neustala premeéna mezi Fe
mlada a rychle rostouci zvifata jsou nachylna k nedostatku Zeleza
vét§ina metalloproteint obsahuje Zelezo

1+ i+

aFe



Ukol: Stanovte koncentraci sérového zeleza jako soucast vysetieni latkové premény Zeleza.

Princip:V séru se Zelezo nachézi jako Fe®" vazané na transportni bilkovinu transferin. Pi
deproteinaci kyselinami trichloroctovou a chlorovodikovou se Fe** uvolni z transferinu a je
redukovéano kyselinou thioglykolovou na Fe?*. S batofenantrolinem, ktery obsahuje reaktivni
skupinu [=N-C—C-N=] se Fe?* pak navaze do ¢ervené zbarveného komplexu, ktery je vhodny
k fotometrickému stanoveni.

O O )

Fe' + 3

batofenantrolin ¢erveny komplex

Cinidla:
> Standardni roztok siranu Zeleznato-amonného (koncentrace 17,9 pmol.I™),
Batofenantrolinové &nidlo: batofenantrolin 0,46 mmol/l, octan sodny 2 mol.I™
deproteinaéné-redukéni roztok kyselin -je piipraven (z ¢inidel 3 a 4)
Cinidlo 3: kyselina thioglykolova 92,1mol."*; Cinidlo 4: kyselina trichloroctovd 0,6 mol.I'", kyselina
chlorovodikovd 2 mol.I*

Y V V

K analyze pouzijte pripravena cinidla a krevni sérum.

Pracovni postup:

Ptipravte si dvé centrifugacni zkumavky. Do kazdé centrifuga¢ni zkumavky odpipetujte 1
ml deproteinacné-redukéniho roztoku kyselin a 1 ml séra. Obsah dokonale promichejte a po 5
minutich stani pfi teploté laboratofe odstfed’ujte po 10 minut pii 3000 ot/min. K dalSimu
stanoveni opatrné odeberte po 1 ml supernatantu pomoci 1 ml pipety. Pokud by byl ¢astecné
odebran 1 bily sediment je zapotiebi sraZzeninu znovu odstiedit nebo opakovat deproteinacné-
reduk¢ni krok. Dale postupujte dle tabulky:

Zkumavky:

Cinidla, vzorky: Vzorek Standard
2X 2X
Supernatant (ml) 1,00 -
Standardni roztok siranu Zeleznato-|- 0,5
amonného (ml)

Deproteina¢né-redukeni roztok (ml) 0,5

Deionizovana voda (ml) -

Batofenantrolinové ¢inidlo (ml)




Obsahy zkumavek dobfe promichejte a 5 minut nechejte stat, poté nejpozdéji do 60 minut
zméite absorbanci vzorku (Av;), slepého vzorku (Asy) a standardu (Asy)v kyveté pii vinové
délce 530 nm proti deionizované vode¢.

Vypocdet:

(AVZ - ASv)

Koncentrace zeleza (umol.171) = A A X Cgt
St~ 4sv

Cst — tj. koncentrace standardu (uvedena na lahvicce roztoku standardu)

Hodnoceni vysetieni sérovéeho Zeleza:

11+

Sérové/plazmatické zelezo predstavuje zejména Fe™ vazané na transferin, neobsahuje

zelezo ve volném hemoglobinu v séru.

> Hyposiderémie = sniZen4a hladina Zeleza v krvi

Anémie z nedostatku zeleza je dilezity syndrom u mnoha zvifat, ktery vede k oslabeni
a letargii kvuli snizenému transportu kysliku do tkani. Nedostatek muze vyplyvat z dietniho
deficitu vstfebatelného zeleza nebo chronickych ztrat krve (parazitismus, vnéjsi krvaceni).
Mlada rychle rostouci zvitata jsou zvlasté citliva na nedostatek Zeleza, nebot’ maji vysokou
poptavku po slou€eninach s obsahem zeleza V jejich stravé. Vyznamnym faktorem je nizka
hladina zeleza v mléce, naproti tomu ma kolostrum obvykle vysoky obsah Zeleza. Selata
obvykle vyzaduji dopln€k Zeleza v ptipadé anémie, je tieba se ovSem vyhnout piedavkovani,
nebot’ to muze mit za nasledek intoxikaci zelezem, zejména v ptipadé nedostatku vitaminu E.
Cetné gastrointestinalni poruchy (priijmu a malabsorpce) jsou také spojeny s nedostatkem
zeleza. Pokles sérového Zeleza muze byt u chronickych zanétlivych procest nebo i jako
nasledek akutnich infekci, kdy pokles koncentrace sérového Zeleza je vyvolan hepcidinem,
ktery reaguje na zanét jako pozitivni reaktant akutni fize. Zelezo je nezbytné i pro bakterie,
pokles sérového Zeleza zabranuje bakteriim v mnoZeni, je to tedy jeden z obrannych
mechanismu

> Hypersiderémie = zvySena hladina Zeleza v krvi

V piipadé vétsiho vstfebavani Zeleza a nizké utilizace ¢i vylucovani muze byt
organismus zelezem pretizen az intoxikovan. Velka loziska feritinu a hemosiderinu jsou
spojena s hemochromatézou - syndromem charakterizovanym jako pigmentace kize,
poskozeni slinivky bfiSni (spojené s diabetem), cirh6zou jater a atrofii gonad.
Hemochromatoza se muze projevit jako nasledek dlouhodobého nadmérného piijmu Zeleza,



nebo také jako vrozena porucha zvysené absorpce Zeleza s vysokou rychlosti (idiopaticka
hemochromatozy). Hereditdrni hemochromatdza je bézné genetickd porucha zejména u lidi.
Chelaty zeleza v koncentraci 0,1 az 15%, lze nalézt v nckterych komercnich rostlinnych
potravinach a preparatech, ¢i vybranych doplicich krmiv. Hemochromatoza je pojem
oznacujici puvodné nadbytek Zeleza s poSkozenim pftislusnych organii, coz se projevuje
bunéénou degeneraci a fibrézou. Dnes se timto pojmem oznacuje stav s nadbytkem Zeleza bez
ohledu na to, zda existuji ¢i neexistuji dikazy o tkanovém poskozeni. Hemosiderdza je pojem
oznacujici nadbytek zeleza bez poSkozeni tkani.

SOUHRN
JHyposiderémie
v' sniZeny piijem Zeleza: vyluéné mléEnd strava u selat a telat, zvySend erytropoéza, (Zelezo narokuje
hemoglobin)
v sniZend resorpce zeleza: vliv fosforu, zinku, kadmia, médi a manganu v krmné davce
v" nedostatek kyseliny chlorovodikové (achlorhydrie, atroficka gastritida)
v chronické ztraty krve
v’ rlzné: infekce, parazitarni onemocnéni, zhoubné nadory, nefrézy, avitamindza C
v’ prijem, krvaceni, zanéty GIT

THypersiderémie
v' pii poskozeni parenchymovych bunék jater (akutni hepatitis, cirhdza jater)
v' aplastick4, hemolytickd, hyperchromni anémie
v’ porfyrie
v hemachromatéza




3.2 STANOVENI VAPENATYCH IONTU VE VZORKU KREVNIHO
SERA

Iq

Uvod:

Vapnik se nachazi ve tfech hlavnich télesnych kompartmentech:v kostech (asi 99%),
meékkych tkanich (1%) a extracelularni tekutiné (prakticky vSechen v plazmé). Vapnik, ktery
se obvykle stanovuje jako celkovy vapnik, se v séru nachazi z 55 % jako ionizovany vapnik
(Ca?"), ze 40 % vazany na protein a z 5 % na organické kyseliny. Podil ionizovaného vapniku
zavisi na hodnoté pH krve (klesajici pH = mnozstvi vapniku roste). Hladina celkového
vapniku pfi acidoze klesa, nebot’ koncentrace ionizovaného véapniku je regulatorem
homeostazy. Biologicky u¢innou formou je ionizovany vapnik, ktery je nejvice determinovan
acidobazickym stavem. Intracelularné¢ se véapnik vyskytuje nepatrné a plni tam cetné
fyziologické funkce, jako jsou podpora aktivity enzymi, regulace aktivity enzymui
(prostfednictvim kalcium-dependentniho proteinu calmodulinu), membranovy pienos,
iniciace svalové kontrakce, neuromuskularni drazdivost, sekrece hormonu, metabolismus
glykogenu a bunécéné déleni. Celkem 90 — 99% intracelularniho kalcia se nachazi v
mitochondriich a endoplazmatickém retikulu. Nizka koncentrace kalcia v cytozolu je
udrzovéna transportnimi mechanismy v plazmatické, mitochondridlni a mikrosomalni
membrané. Tyto procesy hraji dulezitou roli v biologické aktivité¢ ionizovaného kalcia. Do
extracelularniho prostoru vytlacuje kalcium kalciovd pumpa. Vapnik je extracelularni ion. Ma
dilezitou roli ve vystavbé kosti, pfi srazeni krve, udrzovani normalni

Rozdéleni vapniku v séru

sl nedifuzibilni Ca
1 30-50%
80% Ca vazany 5% Ca :
na albumin k(,>mp1§exne
vazany
20% Ca vazany
na globuliny

difuzibilni Ca

50-70% \



Ukol: Stanovte koncentraci vapenatych iontli ve vzorku krevniho séra

Princip: Pfidavkem hydroxidu sodného a murexidu se zbarvi roztok vapenatych soli ¢erveng,
jelikoz ¢ast vapenatych iontl se sloucila na cerveny komplex. V roztoku vsak zlstavaji volné
ionty vapniku. Pfidame-1i komplexon III, vyvazi se nejdiive tyto volné ionty, a jelikoz vazba
vapniku s murexidem je slabsi, rozrusi komplexon III i tuto vazbu, vyvaze vSechny ionty
vapniku a dochazi ke zmén¢ zabarveni z Cervené do modrofialové barvy. Zména této barvy
znamena konec titrace. Titraci komplexonem III musime provadét ihned po pridani murexidu,
jinak se muze barvivo rozlozit.

kyselina etylendiamintetraoctova (EDTA) murexid
o} o
OH
O
N OH
HO N—/_ HN Z
>—/ HO
o NH4
Cinidla:

o  Komplexon I11 (0,002 mol/l) = Chelaton 111, dvojmocna sil kyseliny etylendiaminotetraoctové

o murexid (ve smési s NaCl v poméru 1:100) = amonna sl kyseliny purpurové, metalochromni indikator
e hydroxid sodny (9 mol/l)

e standard Ca, kde 1ml odpovida 0,1 mg Ca

K analyze pouzijte pripravena cinidla a krevni sérum.

Pracovni postup:

Do &ty titraénich banék napipetujte:

- 25 ml deionizované vody

- 0,2 ml NaOH (9 mol/l)

- Pridame indikator murexid (0,02 Q)

Do tif ban&k se ptida 1 ml séra (roztok z&ervena). Ctvrta baiika zistane kontrolni. Titruje se
odmérnym roztokem komplexonu III do barvy kontrolni banky.

Vypocdet:
Pfi titraci odpovida 1ml 0,002 M komplexonu III 0,080 mg Ca.

c(Ca) =a x 0,08 x100 x 0,2495 [mmol/I]

a.... spotfeba komplexonu III pfi titraci



Hodnoceni vySetieni vapniku v séru:

Pro diferencialni diagnostiku metabolismu vapniku je nutné stanoveni ionizovaného
vapniku. Jeho koncentrace, stejné¢ jako podil ionizovaného vépniku v celkovém vapniku,
ptinaseji ty nejlepsi diagnostické vypovédi. Pro praxi vSak obvykle staci stanovit celkovy
vapnik.

Hypokalcémie = sniZena hladina vapniku v Krvi

Nejcast¢jsim davodem pro hypokalcémii je pokles ve frakci vapniku vazaného na
bilkoviny, zejména pokud je soucasn¢ pritomna hypoalbuminémie. Primarni hypoparatyredza
jsou omylem odstranéna pfistitna téliska béhem operace $titné zlazy. Poruchy traveni a
onemocnéni GIT mohou mit za nasledek hypokalcémii. Snizena absorpce spojena s
nedostatkem vitaminu D mlze mit za nasledek hypokalcémie, stejn¢ jako hypofosfatémii.
Hypomagnesémie snizuje sekreci a ¢innost PTH, coz ma za nasledek hypokalcémii (viz
pastevni tetanie). Hyperfosfatémie mutze také vést k hypokalcémii, nebot’” vysoké hladiny
fosforu snizuji aktivaci vitaminu D a snizuji u¢inek PTH na kosti. Tento pfipad je nejéastéji
spojovéana s onemocnénim ledvin nebo nutriéni nerovnovéhou (nadbytek fosforu, nebo nizky
pomér véapniku a fosforu) a je oznacovan jako sekundarni hyperparatyredza. Poptavka po
vapniku v pozdni fazi gravidity nebo laktace mize mit za nasledek hypokalcémii. Poporodni
paréza se nejcasteji vyskytuje v pribéhu 3 dnli po porodu u skotu, ale mize se objevit i
nékolik tydnti pted nebo po porodu u ovci a koz. Ke srazeni vapniku s oxalaty dochéazi béhem
intoxikace ethylenglykolem.

Hyperkalcémie = zvySena hladina vapniku v Krvi

Pokud neni hyperkalcémie feSena, mize vést k vaznym nasledkiim, jako je akutni
poskozeni a selhani ledvin. Hyperkalcémie mlzZe dojit v dasledku zvySeni PTH nebo
podobnych latek jako PTH. Jednou z nejéastéjSich pfi¢in hyperkalcémie jsou neoplazie.
apokrinni analni Zlazy. Pfedavkovani vitaminem D mutze mit vliv na zvySené vstifebavani
vapniku z gastrointestinalniho traktu, stejné jako poziti rodenticidnich pfipravki na bazi dojit
s cholecalciferolu ¢i poziti rostlin obsahujicich glykosidy vitaminu D (trojstét). Onemocnéni
ledvin miZe byt spojeno s hyperkalcemii, ale mélo protoze hyperkalcémie mize byt rovnéz
dtivodem poskozeni ledvin, musi se vySetfit vS§echny mozné duvody. Hypoadrenokorticismus
(Addisonova nemoc) je Castou piic¢inou hyperkalcémie u psii a pfiblizné jedna tietina psi s
hypoadrenokorticismem maji hyperkalcémii. Osteolytické 1éze mohou vést k hyperkalcémii,
nebot” kosti obsahuji vysoké mnozstvi vapniku. Mirné, ptechodné zvysSeni koncentrace
vapniku miize dojit postprandidln€¢. Dehydratace mize mit za nésledek mirné zvyseni v
celkové koncentraci vapniku. Mlada rostouci zvitata maji obvykle vyssi koncentrace vapniku.
Lipémie nebo vyrazna hemolyza mohou interferovat s kolorimetrickym méfenim celkového
vapniku v zavislosti na metod¢ analyzy.



4 VITAMINY
4.1 JODOMETRICKE STANOVENI VITAMINU C V MOCI

Uvod:

Vitamin C (kyselina L-askorbova) je vyznamnou biomolekulou se svymi typickymi
ucinky v biochemickych dé&jich a ve vztahu ke zdravi organismu. Chemicky je derivatem
glukézy a vykazuje redukujici ucinky, kdy redukuje napf. molekularni kyslik, cytochrom a,
cytochrom c, coz ji rovnéz umoziuje antioxidacni u¢inky. Jeji dehydrogenaci vznika kyselina
L-dehydroaskorbova.

Biosyntéza kyseliny askorbové:

Enzymy pro syntézu kyseliny askorbové ve studenokrevnych obratlovcich (ryby,
obojzivelnici a plazi) a nékterych starSich fada ptakt jsou lokalizovany v ledvinach. Pro
ostatni fady ptaki a vétSinu savcl plati, ze enzymy pro syntézu jsou lokalizovany v jatrech.
Pfesunuti lokalizace syntézy vitaminu C z ledvin do jater pravdépodobné souvisi s vétsi
potiebou syntézy vitaminu C u teplokrevnych zivocichti. Nekteré skupiny zvifat ztratily
béhem evoluéniho vyvoje schopnost syntetizovat kyselinu askorbovou diky deleci nékterého
Z nukleotidii genu pro enzym L-gulonolaktonoxidaza. Druhy Zzivodichu, které jsou schopné
vlastni syntézy, absorbuji kyselinu askorbovou pouze pasivné. Naopak Zzivocichové, ktefi
vyzaduji ptisun kyseliny askorbové potravou, absorbuji vitamin C jak pasivnim tak aktivnim
zpusobem. Transport plasmou je pak pievazné v redukované formé.

Syntéza kyseliny L-askorbové

FOSFOGLUKOMUTASA 7 -
a-D-glukosa-6-fosfat > glukosa-1-fosfat S el (Y ReT A B R UDP-glukosa (UDPGle)
2NAD?! 3
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Antioxida¢ni spoluprice Kyseliny askorbové a glutathionu:

NADP* 2 GSH AA H,0,

GR

NADH+H*

(:edukce

DHAA

NADPH+H* GSSG 2H,0

AA — kyselina akorbova; MDHAA — kyselina monodehydroaskorbova; DHAA — kyselina dehydroaskorbova;
APX — askorbatperoxidiza, MDHAR — monodehydroaskorbatreduktaza, DHAR — dehydroaskorbatreduktaza,
GR — glutathionreduktaza; GSH — redukovany glutathion; GSSG — oxidovany glutathion

Utast vitaminu C v biochemickych dé&jich:

1) Utastni se syntézy kolagenu, kdy je nutna pro hydroxylaci aminokyseliny prolinu na
hydroxyprolin. Pti nedostatku kyseliny L-askorbové je syntetizovany kolagen
nedostatecné hydroxylovan, coz se projevi poruchou krevnich cév, dochazi ke vzniku
krvacivych stavi (onemocnéni skorbut)

2) Kyselina L- askorbova usnadnuje absorpci Zeleza ze stieva, kdy Zeleznaté ionty jsou
1épe resorbovany ze stifeva nez Zelezité.

3) Ucastni se syntézy zluGovych kyselin, steroidgeneze v kife nadledvin, syntézy
adrenalinu z tyrosinu, udrzuje metalo-kofaktory v redukovaném stavu, napf. méd’naty
iont v monooxygenazach, zeleznaty iont v dioxygenazach.

4) Antioxida¢ni potencial kyseliny askorbové - hraje spolu s tokoferolem a redukovanym
glutathionem diilezitou roli v systému antioxidac¢ni ochrany organismu, hlavni ve vodé

5) rozpustny antioxidant v plasmé a v tkanich savct



Ukol: Proved'te jodometrické stanoveni koncentrace kyseliny askorbové ve vlastni mo¢i.

Princip: Kyselina L-askorbova (vitamin C, lakton 2-0x0-L-gulonové kyseliny) obsahuje
endiolové seskupeni (tj. dva hydroxyly na dvojné vazb¢) a pusobi silné redukéné. Po oxidaci
za odstépeni vodikil prechédzi askorbat na dehydroaskorbat. V kyselém prostiedi 1ze stanovit
koncentraci kyseliny askorbové titraci odmérnym roztokem jodu dle nasledujici rovnice.

askorbat + 1< >dehydroaskorbat + 2 HI

Pti indikaci bodu ekvivalence Skrobovym indikatorem je vysledné zbarveni roztoku modré.
Metoda stanoveni je vhodna pro vodné roztoky kyseliny askorbové bez latek redukovatelnych
kyselinou askorbovou. U ostatnich vzorki, pokud nejsou aplikovany postupy eliminujici
rusici latky, je stanoveni pouze orientacni. Mezi latky redukované kyselinou askorbovou patii
naptiklad bilkoviny, redukujici cukry, antibiotika a latky s disulfidickymi skupinami.

Cinidla:

5 mmol/I roztok jodu

1% roztok Skrobu (indikator)

0,1 mol/l kyselina sirova

standardni roztok kyseliny askorbové (50 mg/100 ml)

YV V VY

K analyze pouzijte pripravend cinidla a vlastni moc.

Pracovni postup:

Byretu naplnime odmérnym roztokem jodu. K 5 ml moc¢i v titraéni baiice pfidame 0,5 ml 0,1
mol/l kyseliny sirové a 1 ml Skrobového indikatoru. Za krouZivého promichavani titrujeme
roztokem jodu. Titra¢ni roztok musi neustidle pomalu odkapéavat a nepfestavdme krouzivym
pohybem michat, dokud se nadbytkem jodu nezbarvi titrovany roztok do stalého modrého
zbarveni. Poté piestaneme michat a nedotitrovavame, i kdyZz se pozdé€ji zbarveni zméni.
Analyzu proved’te minimalné 3x. Dalsi vzorek pfipravte tésn¢ pied titraci, jinak mize dojit ke
snizeni spotfeby odmérného roztoku jodu vlivem vzdus$né oxidace kyseliny askorbové.
Vysledky obou titraci zprimérujte a pouzijte pro vypocet vysledné koncentrace kyseliny
askorbové ve vlastni moci. Stejné zpracujte i standardni roztok kyseliny askorbové. K 5 ml
standardniho roztoku v titraéni banice pfiddme 0,5 ml 0,1 mol/l kyseliny sirové a 1 ml
skrobového indikatoru a titrujeme. Spotfeby odmérného roztoku jodu zapiste.




Vypocdet:

K vypoctu koncentrace kyseliny askorbové v moci a ve standardu pouZzijeme trojclenku a
nasledujici teoreticky vztah, ktery byl vypocten pro dand ¢inidla z vySe uvedené rovnice
chemické reakce:

1 ml roztoku jodu 5 mmol/l odpovida 0,8807 mg kyseliny askorbové.
(pozor — stanovujete v 5 ml moci/standardu)

Vylu€ovani kyseliny askorbové moci prepoctéte na diurézu muze — 2 000 ml moci za
24 h, zeny 1 500 ml moci/24 h.

Vylucovani kyseliny askorbové (vitaminu C) mo¢i se pohybuje od 0,02 g az do0,1 g/l moci.

Poznamka:
Saturacni test
Pro posouzeni dotace organismu vitaminem C je mozné provést ,,saturacni“ test, ve kterém je

sledovana saturace organismu vitaminem C stanovenim mnozstvi kyseliny L-askorbové
vyloucené moci behem 3 hodin po vypiti roztoku obsahujiciho 1 g této latky. Tri hodiny pred
analyzou kyseliny askorbové v moci se pacient vymoci. Poté ihned vypije roztok obsahujici 1 g
vitaminu C (2 tablety sumivého Celaskonu 500 mg). Tésné pred analyzou se opét vymoci a
objem moci se zméri. Pro zvyseni stability kyseliny L-askorbové je nutno moc ihned okyselit,
V konecném objemu moci md byt 5 % (objemovych) kyseliny octové.

Dle uvedeného pracovniho postupu se stanovi koncentrace kyseliny askorbové v moci
jodometrickou titraci a vypocita se mnozstvi kyseliny askorbové v naméreném objemu moci
(M= 176,12).

Vyhodnoceni vysledku:

Organismus je saturovan vitaminem C, vylouci-li se behem tiihodinové periody vice nez 50
mg kyseliny askorboveé.



4.2 SEPARACE SMESI VITAMINU SKUPINY B GELOVOU
CHROMATOGRAFII

Uvod:

Biochemicky vyznam vitaminu skupiny B:

Vitamin B (thiamin), vitamin B, (riboflavin), vitamin Bz (niacin), vitamin Bs (kyselina
pantothenova), vitamin Bg (pyridoxin), vitamin B; (biotin), vitamin By (kyselina listova),
vitamin By, (kobalamin).

Vitamin B; (thiamin, aneurin)

Biologicky aktivni formou thiaminu je koenzym thiamindifosfat (TDP). Thiamin je
dilezity pro metabolizmus glukdzy a energetické zasobeni nervovych a svalovych bunék.
Je kofaktorem pro multienzymové komplexy (a-ketoglutaratdehydrogenazovy,
pyruvatdehydrogenazovy, dehydrogenazy o-keto kyselin) a transketolazy (pentézovy
cyklus). Pro spravnou &innost vyzaduji TDP-dependentni enzymy také Mg® (nebo jiny
divalentni kationt).

Vitamin B; (riboflavin)

Metabolicky  aktivni  fosforylované formy riboflavinu v  organismu  jsou
flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD). Riboflavin je nezbytny
pro intermediarni metabolismus sacharidii, aminokyselin a lipidt. Je rovnéz nezbytnym
vitaminem pro nékteré oxidoreduk¢ni reakce, jako je napft. pienos elektronti v dychacim
fetézci a rovnéz podporuje antioxidacni ochranu organizmu.

Vitamin B3 (niacin)

Niacin (kyselina nikotinova nebo nikotinamid) ma dulezitou biologickou tlohu, nebot’ je
prekurzorem oxidoredukénich koenzymti — nikotinamidadenindinukleotidu (NAD®) a
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP™), které jsou redukénimi ekvivalenty pro
mnoho metabolickych drah. Udava se, Ze niacin rovnéz snizuje hladinu krevniho
cholesterolu a soucasné je pouzivan V humanni mediciné pfi 1écb€ vysokého krevniho
tlaku.

Vitamin Bs (kyselina pantothenova)

Kyselina pantothenova (pantothenat) je hlavni soucasti koenzymu A (CoA), ktery plni
dulezité metabolické funkce v metabolismu (acetyl- CoA, malonyl-CoA, sukcinyl-CoA,
propionyl-CoA atd.) a rovnéz pii syntéze ruznych latek v metabolizmu, napft.
aminokyselin, hemoglobinu, hormonli nebo acetylcholinu. Jako soucast proteinu
ptenasejici acyl (ACP) se rovnéZ ucastni reakci syntézy mastnych kyselin.

Vitamin Bg (pyridoxin)

Vitamin Bg je obecnym nazvem pro tiéi pyridinové derivaty pyridinu (pyridoxol,
pyridoxal a pyridoxamin), které vykazuji biologickou aktivitu. Uginnou formou je
pyridoxalfosfat, jehoz aldehydové skupiny jsou schopné reagovat s primarnimi
aminoskupinami (napf. aminokyselin), za vzniku Schiffovych bazi, a tak slouZi jako
dilezity kofaktor enzymi. Je rovnéz nezbytny pro funkci fady enzymi, které katalyzuji



metabolizmus  aminokyselin ~ (transaminazy, dekarboxylazy) a rovnéz se
ucastni glykogenolyzy (fosforylazy).

e Vitamin By (biotin)
Z osmi moznych stereoisomert biotinu ma biologickou aktivitu pouze D-biotin jako
karboxybiotin. Biotin je dilezity pro metabolizmus aminokyselin a mastnych kyselin, je
kofaktorem karboxylaz (pyruvatkarboxylaza, acetyl-CoA-karboxylaza, propionyl-CoA-
karboxylaza) piicemz slouzi jako pienase¢ pro CO,.Plsobi rovnéz jako regulator genové
exprese.

e Vitamin By (kyselina listova)
Kyselina listova (folat, folacin) je obecny nazev pro slouceniny, které maji podobnou
strukturu (obsahuji pterin, kyselinu p—aminobenzoovou a glutamovou) a vykazuji
biologickou aktivitu kyseliny listové. Velky vyznam mé zejména redukovana forma —
tetrahydrofolat a jeho mozné derivaty. Folat, zejména jako tetrahydrofolat, se castni
mnoha reakci metabolizmu aminokyselin a nukleotidi. Je dulezity zejména pro
biologické methylace (S-adenosylmethionin). V kazdé z téchto funkci slouzi jako
akceptor nebo darce jediné jednotky uhliku a souhrnné se tyto reakce oznacuji jako
metabolismus jednou hlikatych fragmentd. Spolu s vitaminem B, je Kyselina listova
nezbytnd pro biosyntézu nukleovych kyselin (DNA) a je dulezita pro bunécné déleni,
zejména pro bunky s vysokou mitotickou aktivitou.

e Vitamin By, (kobalamin)
Vitamin Bj, je souhrnny nazev pro vSechny korinoidy (tj. sloucenin obsahujicich
korinové jadro), které vykazuji biologickou aktivitu. Kobalamin je jedina biogenni
slouCenina, ktera obsahuje jinak vzacné se vyskytujici kobalt. V metabolizmu je
kobalamin kofaktorem fady biochemickych procest. Podili se zejména na krvetvorbé,
vyvoji centralni nervové soustavy vraném veéku, pfemény homocysteinu, premény
methylmalonyl-CoA na sukcinyl-CoA, katabolizmu isoleucinu a valinu a na biosyntéze
methioninu.



Chromatografie
Chromatografie je souhrnnym oznacenim pro separa¢ni metodiky pouzivané k déleni

smési latek na zaklad¢ jejich rozdilné afinity ke stacionarni a mobilni fazi. Jednotlivé slozky
smési rozpusténé v mobilni (pohyblivé) fazi jsou pfi prichodu pies stacionarni (zakotvenou)
fazi v zavislosti na svych fyzikaln¢-chemickych vlastnostech v ruzné mite ,,zbrzdény*“ a
dochazi tak k jejich rozdéleni. Mobilni faze mtze byt kapalina ¢i plyn, zatimco stacionarni
faze je pevna latka (napf. papir, AI1203) nebo kapalina na pevném nosici. Podle druhu mobilni
faze se chromatografické metody déli na dva zakladni typy: kapalinovou a plynovou
chromatografii.

Kapalinova chromatografie (LC; liquid chromatography):

K proudéni mobilni faze dochazi za atmosférického tlaku, nizkého tlaku (FPLC; fast
protein liquid chromatography) nebo vysokého tlaku (HPLC; high-performance liquid
chromatography ¢i high-pressure liquid chromatography), pficemz se vzrustajicim tlakem
roste rychlost separace smési latek.

K rozdéleni smési na jednotlivé slozky dochazi podle charakteru stacionarni a mobilni

faze na zakladé:

1) velikosti separovanych ¢astic (kapalinova vyluCovaci chromatografie, gelova filtrace).
Tento typ chromatografie je pouzivan k separaci syntetickych nebo biologickych
polymerti (proteind, nukleovych kyselin, polysacharidi). Stacionarni fazi tvofi
mikroskopické gelové kuli¢ky (agarosa, polyakrylamid, dextran) o definované porozité,
umisténé v chromatografické kolong. Po naliti smési latek do kolony pronikaji do péra
stacionarni faze pouze molekuly mensi nez je velikost port, ¢imz se jejich pruchod
kolonou zdrzi. Frakce jimané po prichodu kolonou tak obsahuji latky s postupné klesajici
velikosti molekuly, tj. kolonou nejrychleji prochazi velké cCastice (srovnej s gelovou
elektroforézou proteint ¢i nukleovych kyselin!).

2) naboje castic (iontoménicova ¢i iontova chromatografie). lonty (kationty, anionty) ¢i
organické slouceniny nesouci elektricky ndboj (proteiny, aminokyseliny, kratké
oligonukleotidy) jsou dé€leny na zaklad¢ interakce s opacné nabitou stacionarni fazi.
Stacionarni faze je tvofena gelovymi kulickami (agarosa, celulosa) s kovalentné
navazanymi funk¢nimi skupinami nesoucimi zdporny (katex) ¢i kladny (anex) ndboj.
Navazané slozky smési mohou byt nasledné ze stacionarni faze uvolnény napt. promytim
kolony roztokem obsahujicim ionty se shodnym nabojem jako izolovana latka, ¢imz dojde
k jejimu vytésnéni. V klinické praxi je ionexova chromatografie uzivana v diagnostice
nékterych vrozenych poruch metabolismu napf. k identifikaci aminokyselin.

3) hydrofobicity (chromatografie na reverzni fazi). Tento typ chromatografie slouzi k izolaci
hydrofobnich latek nesenych hydrofilni mobilni fazi. Stacionarni fazi tvoifi organické
slouCeniny s alifatickym uhlikovym fetézcem (C4-C18, s délkou fetézce narlsta jejich
hydrofobni charakter). Navazané hydrofobni soucasti délené¢ smési latek jsou nasledné
uvolnény promytim kolony organickym rozpoustédlem (methanol, acetonitril).



Ukol: Rozdélte smés vitamind — riboflavinu (M, = 376) a kyanokobalaminu (M, = 1355)
gelovou filtracni chromatografii na koloné Sephadexu G-25.

Teoreticka priprava: Vitamin B, a vitamin Bj,. Vitaminy ve funkci koenzymu (zkratky a
nazvy). Metabolismus kyseliny propionové (ucast vit Biy), cyklus kyseliny citronové (ucast
vit B,). Princip gelové chromatografie.

Cinidla:
» smés vitamind B, a Bj,; pfed odebranim (nanaSenim) potfebného mnozstvi smés v reagencni lahvicce
dobfe protiepte!
» fyziologicky roztok — mobilni faze

Pristroje a aparatury:

e chromatograficka kolona s naplni Sephadexu G - 25
e UV lampa s komorou

Princip:

Smés analyzovanych latek se rozdé€li gelovou filtraci pfi pritoku vrstvou gelu na jednotlivé
analyty podle své velikosti a tvaru. Gelova zrna, na nichz dochazi k déleni (staciondrni fize)
jsou porovitd. Analyty pronikajici do pori gelovych zrn jsou v pribéhu chromatografie
zpozd’'ovany a separovany od analytl, které jsou volné unaseny kapalinou (mobilni fize) a
obtékaji gelova zrna. Jednotlivé slozky smési opoustéji sloupec gelu v poradi podle klesajici
relativni molekulové hmotnosti. Tento princip déleni oznaCujeme jako tzv. ,efekt
molekulového sita“. Protoze je velikost latek pfiblizné imérna jejich molekulové hmotnosti,
lze gelovou filtraéni chromatografii ptfi pouziti vhodnych standardii a vhodnych typt

Sephadexu pfiblizn€ stanovit molekulovou hmotnost neznamé latky.

Gelova chromatografie

== ¢ nizkomolekularni latky

G = = kolona

porézni gelova &astice

- @ vysokomolekularni latky




Gely Sephadex (vyrobce Pharmacia, Svédsko) jsou tovarni oznageni pro produkty vzniklé
polymeraci dextranovych frakci epichlorhydrinem. Rtizné typy jsou oznaceny pismenem G a
Cislem, které znaci desetinasobek objemu vody, ktery nasaje 1 g gelu ve formé prasku pfi
bobtnani (pfi laboratorni teploté trva bobtnani podle typu gelu 2 az 72 hodin). Dale se typy
Sephadexu oznacuji podle velikosti ¢astic — Superfine (nejmensi Castice), Fine, Medium,
Coarse (nejvetsi castice). Sephadex G-25 je vhodny pro déleni smési latek s molekulovou
hmotnosti mensi nez 5 000.

Pracovni postup:
Smeés vitaminli naneste na kolonu tak, Ze pfi uzavieném vytoku z kolony vyjméte ptivodni

hadicku z rezervoaru a vlozte ji do zkumavky s 0,5 ml analyzované smeési vitaminti. Po
otevieni vytoku kolony smés nasajte, pficemz se nesmi nasat do hadicky vzduch. Po uzavieni
vytoku kolony pfendate konec hadicky do zkumavky s cca 3 ml fyziologického roztoku. Po
pomalém vysati vétSiny roztoku se opét nesmi nasat vzduch. Uzaviete vytok z kolony a konec
hadicky prendejte do rezervoaru a pokracujte v chromatografii. Od okamziku natoku smési na
gel jimejte vytékajici roztok do kddinky. Eluat musi odkapavat velmi pomalu tj. pritok
kolem 1 ml/min (rozdélovani neuspéchejte !!) a nesmi dochazet ke stlatovani gelu
(pozadejte o kontrolu dohlizejici persondl). Pii rychlém postupu mobilni faze kolonou
nedojde k vyraznému rozdéleni obou vitamind ze smési (opticky sledujte zbarveni prvni
vitaminové frakce a tehdy pritok zpomalte). Jakmile frakce kyanokobalaminu témet dosahne
spodniho konce kolony (asi 3 cm) zaénéte nyni uz rychle jimat frakce po cca 4 ml az do
vytoku posledni zbarvené frakce z kolony. Poradi vytékajicich frakci: 1.kyanokobalamin
(rizova), 2.riboflavin (Zlutd, fluorescence zlutozelend). Absorbanci kyanokobalaminu
v jednotlivych frakcich stanovte fotometricky pti 548 nm, intenzitu fluorescence riboflavinu
vyhodnot'te pomoci UV lampy (k vyhodnoceni pouZijte ki'izky #,# #, # # #).

Rozdéleni smési vitaminii a postupné jimani fazi do zkumavek:
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Maximum absorbance pro danou latku urcuje jeji elucni objem Ve, ktery je ddn mnozstvim
eludtu od okamziku natoku smési na gel az po eluované maximum latky.

Grafické zpracovani vvsledku:

Nakreslete eluéni diagram (osa X elu¢ni objemy v ml, na osu y vyznacte intenzitu zbarveni =
zméfena absorbance na Spekolu pro vitamin By, a intenzitu fluorescence pro vitamin B,
vyhodnocenou na ktizky).



5.1

Uvod:

5 AMINOKYSELINY

CHROMATOGRAFICKE:Z DELENI SMESI AMINOKYSELIN NA
TENKE VRSTVE ALUFOLU

Postaveni a vyznam AMK v metabolismu:

v
v

v
v

Stavebnimi kameny proteinil (ve svalu se 10% AK denné rozlozi a znovu syntetizuje)
Energetickym substratem pro specifické tkan¢ a bunky (Glutamin pro enterocyty a
lymfocyty)

Substratem pro glukoneogenezi za hladovéni (Alanin, Glutamin — glukogenni AMK)
Nekteré jsou zékladem pro syntézu jinych dilezitych a funkénich molekul(Tyr —
adrenalin a noradrenalin, His — histamin, Gly — hem)

Katabolismus AMK odbouravani proteint:

v

ANER NI NERN

travici enzymy

proteiny z odlou¢enych bun¢k GIT
degradace svalovych proteind
degradace hemoglobinu
intracelularni poskozené proteiny

Metabolismus aminokyselin:
Mocovina

-

Glutamat, Glutamin

t

—> |G =—>|NH, +H* <=>NH,*

Endogenni proteiny

Prijem AMK krmivem
(exogenni proteiny)

Lipid
Acetyl-CoA ¥ HPidy

Biogenni aminy 1
Neurotransmitery CKC ——
Puriny/pyrimidiny 1 ENERGIE

Porfyriny
Kreatin atd. Glukosa, Glykogen



Zakladni reakce AMK
» Transaminace
» Dekarboxylace
» Deaminace

Transaminace:
v' vyména —NH, mezi aminokyselinou a a-ketokyselinou.
v" reakce jsou katalyzovany transaminazami (aminotransferazami)
v' vétsina z nich vyzaduje a-ketoglutarat jako akceptor —NH, skupiny

Dekarboxylace
v' vznikaji primarni (biogenni) aminy
v' enzymy dekarboxylazy
a) dekarboxylace His — histamin
b) dekarboxylace Trp — serotonin
c) dekarboxylace Tyr — adrenalin a noradrenalin
d) dekarboxylace Glu — GABA (y-aminobutyrat)

Deaminace
v (oxidativni deaminace)
v" Glu — a-ketoglutarat, enzym glutamatdehydrogenaza

Zdroje amoniaku:

v' katabolismus AMK odbouravani proteint:
travici enzymy
proteiny z odlouc¢enych bun¢k GIT
degradace svalovych proteinti
degradace hemoglobinu
intracelularni poSkozené proteiny
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Detoxikace amoniaku:

odstranéni aminoskupiny + napojeni na transportni formy
transport do jater

vstup do mitochondrie

mocovinovy cyklus

mocovina krvi do ledvin

<\
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Transportni formy amoniaku:
v Glutamat — pfenos aminoskupiny uvniti bunék: transaminasa — ptenos aminoskupiny
na a-ketoglutaradt — glutamatu Glutamatdehydrogenaza — opac¢na reakce
v" Glutamin pfenos 2 aminoskupin mezi buitkami — uvolni je v jatrech
v Alanin — pfenos aminoskupinu ze tkani (svali) do jater



v' Mocovina — viz mo¢ovinovy cyklus

Toxicita amoniaku
v" pro CNS (jaterni ecefalopatie)
v" Amoniak reaguje s o-ketoglutardtem — snizuje dostupnost pro CKC (klesa ATP)
v Vysoka koncentrace amoniaku stimuluje glutaminsyntdzu — vznika glutamin
(excitac¢ni neurotransmiter)— snizeni dostupnosti glutamatu pro syntézu GABA
(inhibi¢ni neurotransmiter

SHRNUTI MTEABOLIZMU AMK
proteiny savci se z velké ¢asti skladaji z 20 béznych aminokyselin
pti fyziologickém pH vétSina aminokyselin existuji ve forme obojetnych iont
hydrofilni aminokyseliny se nachazeji na povrchu proteind
hydrofobni aminokyseliny jsou umistény v interiéru proteind
cystin kovalentné spojuje rizné regiony polypeptidovych fetézci disulfidickou vazbou (-S-S-)
vétsiné sav¢ich proteind je forma L-aminokyselin
hydroxyprolin a hydroxylysin jsou potiebné pro tvorbu kolagenu
taurin je esencialni aminokyselina pro kocky
GABA je hlavnim inhibi¢nim neurotransmiterem v mozku
fenylalanin je potfebny pro tvorbu tyrosin v jatrech

AN N N N N Y VR N NN

vétSina neesencidlnich aminokyselin mohou byt navzajem preménény z metabolismu sacharida
transaminaci




Ukol: Rozdélte jednotlivé aminokyseliny a jejich smés pomoci rozdélovaci chromatografie na
tenké vrstvé ALUGRAMU. Detekujte rozdélené komponenty roztokem ninhydrinu a
vypoctéte hodnoty Rt. Porovnejte hodnoty R; navzajem.

Princip:

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) pouziva pro dé€leni smési latek tenké vrstvy sorbentu
(silikagelu - stacionarni faze) nanesené na vhodném podkladu — sklenéné desce, tenké folii
hliniku, specidlné preparovaném papiie ev. plastické hmoté. Délena smés latek se nanasi na
start kapilarou. Jednotlivé slozky smési se pohybuji s mobilni fazi (smés rozpoustédel) podle
absorpc¢nich koeficientli a rozdélovacich konstant (ev. relativni molekulové hmotnosti nebo
naboje). Draha, kterou jednotliva slozka urazi, je charakterizovana hodnotou Ry (rozdélovaci
koeficient = pomér vzdalenosti stfedu skvrny latky od startu ke vzdalenosti ¢ela mobilni faze
/rozpoustédla/ od startu). Vzhledem k tomu, ze hodnota Ry je v dané mobilni fazi za stejnych
podminek (teploty, tloustky vrstvy, druhu absorbentu) pfiblizn€¢ konstantni, umoziuje
identifikaci rozdélenych slozek smési.

Rozdé€lovaci koeficient je vZdy mensi nez 1,00. Je charakteristickou veli¢inou pro kazdou
latku v dané rozpoustédlové soustave.

. . R¢ Molarni
Aminokyselina silikagel hmotnost Struktura
COOH
Alanin 0,30 89,09 Y
NH,
COOH
Leucin 0,61 131,18 W
NH,

Cinidla:
» roztoky jednotlivych aminokyselin — alanin a leucin. S roztoky aminokyselin v reagen¢nich lahvi¢kach
pred upotiebenim NEMICHEJTE!!!
» modelova smés aminokyselin
» mobilni faze n — butanol: kyselina octova:voda (4:1:1)
» ninhydrinové ¢inidlo: 0,110 mol/l (1%) ethanolovy roztok ninhydrinu

K analyze pouZijte pfipravena ¢inidla, modelovou smés aminokyselin a roztoky jednotlivych
aminokyselin (alanin a leucin).

Pracovni postup:

Chromatografické desky uchopte do rukou za hrany nebo Iépe pinzetou tak, abyste
neposkodili souvislost tenké vrstvy. Zasadné se povrchu nedotykejte prsty (pot obsahuje
aminokyseliny)! Chromatografické desky jsou ptrechovavany v suchych obalech. Na desce
oznacte lehce tuzkou START ve vysce 2 cm od spodniho okraje desky a tii mista pro aplikaci
aminokyselin v pravidelnych vzdalenostech od sebe. Pfi vyvijeni nesméji byt mista startd
ponofena do vyvijeci soustavy. Na starty naneste umeélohmotnou $pickou roztoky jednotlivych
aminokyselin (standardy alaninu a leucinu) a analyzované modelové smési obou




aminokyselin (asi 2 pl). Pfi nanaSeni neporuste tenkou vrstvu alufolu. Primér skvrn by mél
byt maximalné 3 mm. Nanasejte postupné, skvrnu vzdy nechejte vysusit a teprve pak naneste
dalsi podil vzorku (citlivé misto metody - silné ovlivituje vysledek). Po dikladném zaschnuti
skvrn pfi laboratorni teploté, vlozte desku kolmo do chromatografické komory s mobilni fazi
tak, aby dolni okraj sorbentu zasahoval do rozpoustédla, ale starty musi zustat nad hladinou.
Komoru dobie uzaviete. Jakmile mobilni faze dosahne 2 cm pod horni okraj desky, desku
vyjméte z komory, tuzkou oznacte Celo rozpousStédla a usuSte pii laboratorni teploté. Poté
postiikejte roztokem ninhydrinu (s rozpraSovac¢em pracujte v digestofi a v rukavicich), ususte
chromatogram asi 3 min. nad ploténkou. POZOR! Nespalit! Aminokyseliny se objevi jako
fialovécervené skvrny na bilém pozadi. Skvrny lehce tuzkou obtahnéte a vyznacte jejich stied
vertikalnimi a horizontalnimi GiseCkami. Po zméteni vzdalenosti vypoctéte jednotlivé hodnoty
Rt.

Poznamka:
Pro vypocet Ry pouzijte shodné jednotky (mm; cm).

Pri praci pouzivejte rukavice!

Aplikace aminokyselin a vvhodnoceni vzorkii na TLC:

¢Co | 0 | .
ROZPOUSTEDLA A
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oo | o A
mista aplikace i
= ?
I‘__,-»— e o . START START 1 e Y..Y
alanin ~ leucin modelova ) alanin  leucin modelova
smés I cm smés




6 SEMINARNI CVICENI

6.1 BIOLOGICKE MATERIALY

Biologickym materidlem se rozumi vSechny télni tekutiny a exkrementy, které mtazeme
podrobit biochemické analyze.
Krev — biologicky material

Krev je vyznamnym biologickym materidlem k biochemickym analyzdm. Vyznamné jsou
jeji funkce transportni, podil na udrZzovani homeostdzy, obranyschopnosti organismu a
zabezpeceni srazeni krve. V oblasti transportu jde o kyslik a oxid uhlicity, kdy probiha
vyména latek mezi jednotlivymi organy a dale odstraiiovani produktli metabolismu do plic,
ledvin a jater. Vyznamna je tloha pfi transportu hormont, které se nasledné uplatni v ramci
neurohumoralni regulace ( Koolman, R6hm, 2012).

Krev se sklada z bun€k (erytrocyty, leukocyty, trombocyty — cervené krvinky, bilé
krvinky a krevni desticky) a dale z krevni plazmy, coz je vodny roztok elektrolytd,
minerdlnich latek, zivin, metabolitl, bilkovin, vitamind, stopovych prvkl a signalnich latek.
Krevni plazmu tvoii zejména 90% vody, 7% plazmatickych proteint, 2% hormont (zahrnujici
1 enzymy, vitaminy a podil glukosy) a podil 1% tvoti dals$i uvedené latky.

Vedle krevni plazmy je krevni sérum, které se od plazmy lisi nepfitomnosti fibrinogenu
a dalSich srazecich proteinti. Z metaboliti se jedna o zastoupeni glukozy, lipidd, cholesterolu,
triacylglyceroli a dale laktatu, pyruvatu, mocoviny, kyseliny mocové, kreatininu,
aminokyselin a amoniaku ( Koolman, R6hm, 2012).

Samostatnou ¢ast tvori ziskavani krevni plazmy a krevniho séra jako biologického
materidlu k vlastni biochemické analyze. Krevni plazma se ziskavd z plné krve, kdy se
zabrani srdZeni vazbou na antikoagulacni latky, tj. heparin, citrat, EDTA (kyselina
etyléndiamintetraoctovd). Pii ziskdvani krevniho séra po probéhlé hemokoagulaci vznika
srazenina a ¢ast v tekutém stavu je krevni sérum.

Je definovan 1 tzv. fyziologicky roztok, coZz je roztok NaCl (chloridu sodného)
v koncentraci 0,9% nebo 0,154 mol.I™.

Krev, krevni plazma a krevni sérum slouzi jako biologicky material k fadé
biochemickych analyz.

Z dalsich biologickych materialti se k vySetfeni pouzivda mo¢, sliny, zaludecni sekret,
bachorova tekutina, duodendlni obsah, plodovéa voda a mozkomi$ni mok.

Cilem biochemickych vySetifeni biologickych materiali je diagnostika nebo prevence,
zejména ve vétsich chovech zvitat zajmovych (napt. chovné stanice, apod.) a hospodaiskych.
Z praktickych ptikladi se muze jednat o eliminaci stresové zatéze, posouzeni symptomu
zdravotniho stavu s cilem terapie nebo provedeni potfebnych opatieni v oblasti vyzivy,
pohody zvitat, apod.



6.2 LYONORM — KONTROLNI SERUM

Lyonorm je kontrolni sérum zalozené na séru porcinnim, pro klinickou biochemii
obohacené o elektrolyty, substraty a enzymy. Ke kazdému je pfilozen atest, jehoz Cislo musi
souhlasit s ¢islem Sarze na lahvicce kontrolniho séra. Uvadi se atestovana hodnota a rozptyl
analyz, které jsou vypocteny s pouZzitim statistickych metod z vysledkt analyz provadénych
v 50 laboratofich v CR a SR standardizovanymi nebo nejéasté&ji uzivanymi metodami.

Kontrolni séra je nutné skladovat v temnu a v chladu pfi teplotach pod +8°C. Dodavaji se
Vv lyofilizované formé¢ a fedi se k pouziti redestilovanou vodou v objemu 3 ml.

Soucasti je pisemny material, ktery uvadi rozmezi hodnot jednotlivych parametra
biochemické analyzy krevniho séra.

Poznamka:

Vysledky stanoveni Lyonormu slouzi pro kontrolu pracovniho postupu, zahrnujici jak viastni
praci v laboratori, tak i Cistotu a sprdavnost zvolenych chemikalii. Pokud je vysledek v rozmezi,
které udava vyrobce, vysledek, respektive celé méreni, je spravny a to i bez ohledu na to, jestli
Jje nebo neni ve fyziologickém rozmezi. V opacném piipadé je vysledek nespravny, i kdyz lezi ve
fyziologickém rozmezi.



7 GLYCIDY
7.1 ENZYMOVE STANOVENI GLUKOSY V KREVNIM SERU

Uvod:

Bézna koncentrace glukozy v plazmé monogastrickych zvifat na la¢no je asi 4-8
mmol.I"%, zatimco u piezvykaved 3-5 mmol.I™. M&feni glukozy v krevni plazmé & séru ma
specificky pozadavek na vzorek — krev musi byt odebrana do zkumavek obsahujicich fluorid
sodny, ktery blokuje glykolyzu v ¢ervenych Kkrvinkach, ¢imz se zabrani spotieba glukozy ve
vzorku. Nicméng, fluorid sodny v plazmé nemusi byt vhodny pro nékteré dalsi analyzy (napf.
stanoveni inzulinu). Glykémie (hladina glukoézy v krvi) je nezbytnd pro normalni funkci
zejména mozku a vSech dalSich.

Glukéza v plazmé mulze pochazet z celé fady zdrojl, v zavislosti na aktudlnim stavu
metabolismu sacharidii. V postabsorpéni fazi je glukdza je transportovana z mista absorpce ve
stfevech na mista syntézy a ukladani glykogenu, hlavné v jatrech a ve svalech. Nala¢no je v
plazmé koncentrace glukézy udrZzovana pomoci mobilizace sacharidi z libovolného mista.
Nejprve pievlada glykogenolyza z jater a svald, dale navazuje glukoneogeneze a lipolyza.
Pokud hladovéni pokracuje, prodluzuje se lipolyza a nakonec se aktivuje také proteolyza a
glukoneogeneze ze ziskanych aminokyselin.

Velmi dulezitd je komplexni a tésnd zpétnd vazba v hormondlni kontrole, kterd
zajistuje dostateéné konstantni koncentrace glukozy v plazmé bez ohledu na to, jaky je
soucasny stav organismu (postprandidlné ¢i v dob& hladovéni). Pii béZzné regulaci poptavek
organizmu na glukézu se uplatiiuje glukagon a ristovy hormon, zatimco v abnormalnich
stavech a situacich (dlouhodobé hladovéni nebo stres) jsou obzvlasté dilezité glukokortikoidy
a adrenalin. Na rozdil od pfedchozich, inzulin snizuje koncentraci glukézy v plazmé. Zatimco
prechodna hyperglykémie (postprandialn€) je docela bézny stav, hypoglykémie je potencialné
Zivot ohrozZujici.

Ke stanoveni glukézy v séru nebo krvi jsou pouzivany rizné enzymatické metody.
Pouzit lze Cetné kvantitativni ¢i polokvantitativni metody, nebo metody mokré a suché
chemie. Lepsi nez stanoveni glukozy z plné krve je jeji stanoveni z plazmy ¢i ze séra, které
nejsou, na rozdil od stanoveni z plné krve, zavislé na hematokritu. V ptipadé metod suché
chemie, kdy je vétsinou pouzivana plna krev, jsou stanovované hodnoty nepiesné v dusledku
stoupajiciho hematokritu. Uvadi se, Ze hodnoty glukozy stanovené ze séra nebo plazmy jsou
vzdy vyssi nez z plné krve.



Ukol: Stanovte koncentraci glukosy v krevnim séru (glykemie).

Princip:Stanoveni glukosy je zalozeno na enzymové reakci. Enzym glukosaoxidasa
katalyzuje oxidaci glukosy kyslikem za vzniku laktonu glukonové kyseliny a peroxidu
vodiku. Vznikly peroxid vodiku se ihned stava substratem v navazujici reakci katalyzované
peroxidasou je oxida¢né kopulovan na ¢ervené zbarveny produkt.

Cinidla:
» standard: Solunorm GLUKOSA (SONO G1, G2) s uvedenou aktuélni koncentraci (5 nebo 10 mmol/I)
>  glukosové cinidlo, které jiz mate piipraveno z ¢inidla 1a ¢inidla 2.
(¢inidlo 1: peroxidasa> 3,30 pkat, glukosaoxidasa> 60,0 pkat, 4-aminoantipyrin 0,245 mmol / lahvi¢ka;
¢inidlo 2 : pufr chromogen (fosfore¢nanovy pufr 0,14 mol/l; 3-methyl-fenol 10 mmol/l)

K analyze pouzijte pfipravena ¢inidla a krevni sérum.

Postup:

Pipetujte do kratkych odstfedivkovych zkumavek ¢inidla dle tabulky:

Zkumavky:
Cinidla, vzorky Standard

Slepy vzorek
1x 1x

Glukosové ¢inidlo (ml) 1,0 1,0

Krevni sérum (ml)

Deionizovana voda (ml)

Standard (SONO) (ml)

Obsah kazdé zkumavky dobte protfepejte (nasyceni kyslikem). Vzniklou reakéni smés je
nutno chranit pred svétlem. Zkumavky dejte ithned po napipetovani inkubovat (15 minut, 37
°C). Po inkubaci nejpozdéji do 60 minut zméite absorbanci vzorku (Avz), slepého vzorku
(Asv) a standardu (Ast) v kyveté pti vinové délce 492 proti deionizované vodé.

Vypocet:
Koncentrace glukosy ve vzorku vypoctéte ze vztahu:

(AVZ - ASU)

Koncentrace glukosy (mmol.l™1) = Ao — A X Cg¢
St — sy

Cst — tj. koncentrace standardu (uvedena na lahvi¢ce roztoku standardu)



SOUHRN

Hypoglykémie

v’ insuficience jater (cirh6za), bakterialni sepse

v insulinom (nador B-bunék pankreatu)

v’ protrahované hladovéni

V" intoxikace
hyperinzulinismus, inzulinem nebo iatrogenni
rendlni glykosurie (pes)
otrava zaludy (skot)
eperythrozoonéza (prase)
tézké hepatopatie, jaterni cirh6za
hypoglykemicky syndrom $ténat trpaslic¢ich plemen psu
komplex hypoglykemie-hypotermie u novorozenych telat a jehiiat
hypoglykemie sajicich selat
hypothyreoza
Addisonova choroba
v’ ketdza u prezvykavci
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Hyperglykémie
v' terapie glukokortikoidy,

diabetes mellitus
postprandialng (kaSovita potrava)
akromegalie (kocka)
diestrus (fena)
zanét pankreatu
progestageny
insuficience ledvin
stresové situace (obzvlasté u koéek extrémné vysoké hodnoty)
Cushinguv syndrém
hypertyredza
onemocneni mozku
ktecové stavy
postprandialni
iatrogenni:

- infuze glukozy

- glukokortikoidy

- ACTH

- gestagen

- morfin

- adrenalin
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7.2 SESTROJENI GLYKEMICKE KRIVKY MODELOVYCH VZORKU
KREVNIHO SERA

Ukol: Stanovte koncentraci glukozy v modelovych vzorcich krevniho séra
Princip: Stejnym principem jako v pfedchozi ¢asti A) se stanovi koncentrace glukozy

v modelovych vzorcich, které predstavuji krevni sérum psa odebrané v ¢ase 0 min (pred
podanim glukosy) a pak za 15, 30, 45 a 60 minut po intraven6znim podani glukosy.

Cinidla:
> standard: Solunorm GLUKOSA (SONO G1, G2) s uvedenou aktuélni koncentraci (5 nebo 10 mmo.I™)
> glukosové cinidlo, které jiz mate pfipraveno z ¢inidla 1 a ¢inidla 2.
(cinidlo 1: peroxidasa> 3,30 ukat, glukosaoxidasa> 60,0 ukat, 4-aminoantipyrin 0,245 mmol.I*
lahvicka; cinidlo 2 : pufi- chromogen  (fosforecnanovy pufi- 0,14 mol.I™; 3-methyl-fenol 10 mmol.I™)

K analyze pouzijte pfipravena ¢inidla a sadu modelovych roztoki glukézy
v deionizované vodé odpovidajici glykemii jedince v ¢ase 0 (pied podanim glukozy) a
za 15, 30, 45 a 60 min po podani glukozy.

Pracovni postup:
Pipetujte z modelovych vzorkl do odstiedivkovych zkumavek dle schématu tabulky:

Zkumavky:

“. . . Slepy Vzorek 1 |Vzorek 2 |Vzorek 3 | Vzorek4 | Vzorek 5
Cinidla, vzorky: rorak |9 iy | (15 min) |30 min) | (45 min) | (60 min)

(1x) (1x) (1x) (1x) (1x) (1x) (1x)
Glukosové ¢inidlo (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Deionizovana voda (ml) | 001 -

Standard (SONO) (ml) - 0,01
Roztok (0 min) (ml) -

Roztok (15 min) (ml)
Roztok (30 min) (ml)
Roztok (45 min) (ml)
Roztok (60 min) (ml)

Obsah kazdé zkumavky dobie protfepejte (nasyceni kyslikem). Vzniklou reakéni smés je
nutno chranit pred svétlem. Zkumavky dejte ihned po napipetovani inkubovat (15 minut, 37
°C). Po inkubaci nejpozdéji do 60 minut zméfte absorbanci vzorku (Ayz), slepého vzorku
(Asv) a standardu (Ast)v kyveté pii vinové délce 492 proti deionizované vode.

Vypocet: Proved'te stejné jako v piipad¢ ulohy A).



Sestrojeni glykemické krivky:

U grafického sestrojeni nandsejte na osu X Casové intervaly v minutich dle modelovych
vzorkidl a na osu y piislusné vypoctené koncentrace glukosy v mmol/l. Na zékladé pribehu
kiivky zjistéte, zda modelovy vzorek odpovida prubéhu glykémie u zdravého nebo
nemocného jedince.

Vyhodnoceni:
Pro vyhodnoceni kiivky pouzijte nésledujici teoreticky doplnék. Testem tolerance glukosy l1ze

odlisit diabetického jedince od zdravého. U zvifat se aplikuje glukosa intravendzné. Ke
stanoveni kfivky lze pouzit krev, krevni sérum nebo krevni plazmu. Na obr. 1 je uveden
priklad glykemické kiivky u zdravého psa a na obr. 2 u diabetického psa.

Obr. 1: Glykemicka kiivka zdravého psa
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Obr. 2: Glykemicka krivka diabetického psa
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Komentar k obrazkim: Béhem prvnich 15 minut (2. odbér) by meéla hladina glukosy
poklesnout na 15 — 18 mmol/l a za 45 min od aplikace glukosy (3. odbér) by se méla vratit do
fyziologického rozmezi.

Vyznam stanoveni glykémie pii poruchach intermedidrniho metabolismu je jednorazové
stanoveni glukosy zakladnim vySetfenim. Napf. pii diabetes mellitus je hyperglykémie
projevem nedostatecného regulaéniho vlivu insulinu. Hypoglykemie byva dasledkem
vycerpani energetickych rezerv (napf. u novorozenych savct bez ¢asného napiti kolostra, pii
prochlazeni). Testem tolerance glukosy lze odlisit diabetického jedince od zdravého.

Poznamka:

Krivka je sestrojena z modelovych vzorku, které pro potreby cviceni jsou zamérné upraveny.
Sekunddrni kontaminace nesterilnimi Spickami predstavuje pudu pro c¢innost mikroorganismii
Z prostiedi s nasledkem postupného ubytku glukosy v médiu.



8 LIPIDY, STEROLY

8.1 KVANTITATIVNI STANOVENI CELKOVEHO CHOLESTEROLU
V KREVNIM SERU.

Uvod:

cholesterol je produktem metabolismu zvitat
zlu¢ je hlavni cestou pro vylucovani cholesterolu z téla
Acetyl-CoA je zdrojem vSech atomt uhliku v cholesterolu
HMG-CoA-reduktaza je enzym limitujici rychlost biosyntézy cholesterolu
- glukagon a kortizol - hormony typicky zvySené béhem hladovéni, zabranit jaterni
biosyntéze cholesterolu
- inzulin a hormony §titné zlazy maji tendenci ke zvyseni jaternich biosyntéze
cholesterolu
v’ jatra syntetizuji nejvice cholesterolu
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Ukol: Proved’te stanoveni celkového cholesterolu v krevnim séru.

Teoreticka priprava: Biosyntéza cholesterolu. Pfeména cholesterolu na specialni produkty.
Lipoproteiny piendSejici cholesterol. Aldosteron a renin-angiotensinovy systém (RAA
systém).

Princip:
Cholesterol reaguje s acetanhydridem a kyselinou sirovou za vzniku zelené zbarvené
slouceniny. Interferenci bilkovin potlacuje kyselina 2,5-dimethylbenzensulfonova.

Cinidla:
» Cinidlo 1 : standardni roztok cholesterolu 5,17 mmol/l, kyselina octova 17,5 mol/l
IPOZOR! ZIRAVINA ! hoilava kapalina ILt¥idy nebezpeé&nosti!

» ¢€inidlo 2 : acetanhydrid 6,5 mol/l, kyselina octova 7 mol/l,
kys. 2,5-dimethylbenzensulfonova 0,05 mol/l
IPOZOR! ZIRAVINA ! ho¥lava kapalina ILt¥idy nebezpe&nosti!

> &inidlo 3 : koncentrovana kyselina sirova ! POZOR ! ZIRAVINA!
m VAROVANI m

Pred zacatkem prace pouzijte ochranné bryle!!! Nebezpeci vystiiknuti ziravin!!!

Dodrzujte chlazeni zkumavek ve studené vodni lazni!!!

Pracovni postup :
Vzorek krevniho séra, standardni vzorek a slepy vzorek napipetujeme do suchych, Cistych,
vysokych zkumavek dle nasledujici tabulky:

Vzorek Standard Slepy vzorek
2X 1x

Cinidla [ml]

Sérum

Cinidlo 1 — Standard

Deionizovana voda
Cinidlo 2
Acetanhydrid
Promicha se a temperuje se 5 minut ve studené vodni lazni (voda z vodovodu £ 10-20 °C) —
dodrzet !!! Hrozi vystiiknuti obsahu zkumavek a poleptani o¢i.

Cinidlo 3

konc. H,SO4

1,5 15 15

Promicha se a temperuje 10 minut ve vodni lazni se studenou vodou!!! Pii vinové délce 575
nm se zméii absorbance vzorku (Avz), standardi (Ast) a slepého vzorku (Asy) proti

deionizované vod¢. Méfeni je nutno provést do 45 minut po ochlazeni. Pfi vypoctu odecitejte
hodnotu slepého vzorku od naméfenych hodnot vzorkl a standardi!



Vypocet:

(AVZ - ASv)

Koncentrace cholesterolu (mmol.l™1) = m X Cgt
St = ASv

Cst je koncentrace standardu cholesterolu (5,17 mmol/l)



8.2 KVALITATIVNI PRUKAZ LIPOPEROXIDACE V OLEJICH
Uvod:

Lipoperoxidace je destruktivni proces uzce spjaty s oxidativnim stresem
Vv biologickych systémech. Oxidativni stres je vysledkem nerovnovahy produkce a eliminace
volnych radikaltt ve prospéch jejich produkce. Tvoii tak vyznamnou oblast biochemie
potravin, obecné a klinické biochemie. Jde o proces souvisejici s volnymi radikaly, které jsou
velmi reaktivni a iniciuji peroxidaci lipidi. Utoéi na biomolekuly, jako jsou lipidy, proteiny,
nukleové kyseliny a zpusobuji jejich oxida¢ni poSkozeni, narusuji funkénost bunéénych
mechanismu, poskozuji bunééné membrany a mohou vyustit az v zanik bunky. Tento proces
urychluje starnuti a zplsobuji poskozeni organismu, které muze indukovat zavazna
onemocnéni. Proces lipoperoxidace je radikalova tetézova reakce, ktera nejvice zasahuje
polynenasycené mastné kyseliny lipidi a sloucenin lipofilniho charakteru. Z nich po Gtoku
radikalti vznikaji lipoperoxylové radikaly. Primarnimi produkty lipoperoxidace jsou
hydroperoxidy, jez podléhaji dalSim pfeméndm za vzniku sekundarnich produktd -
hydroxyaldehydti (zejména malondialdehyd), které jsou velmi reaktivni a pro organismus
toxické. Enzymové a neenzymové antioxidanty tvoifi vyznamné slozky ochrany bunék a
celého organismu proti volnym radikalim a psobeni oxidativniho stresu.

Schéma tvorby lipoperoxidace
R’ LH

mastna
kyselina

L* LOOH

radikal hydroperoxid
mastné mastné
kyseliny kyseliny
0,
LOO* Kovalentni vazba s proteiny
peroxylovy : a nukleovymi kyselinami,
radikal . = [ipoperoxidace, enzymové

mastné inaktivace a dalsi $kodlivé

kyseliny P
ucinky



Ukol: Proved'te kvalitativni priikaz lipoperoxidace v olejich.

Princip:

Malondialdehyd (MDA) ptedstavuje potencialné rizikovou latku v potravinach ptipravenych
za vysoké teploty. Predstavuje sekundarni produkt peroxidace polynenasycenych mastnych
kyselin esterifikovanych ve fosfolipidech. Pozitivnim vysledkem diitkazu je vznik rtizového
zbarventi.

Cinidla:
v ¢&inidlo TBA (kyselina 2-thiobarbiturova ¢ = 0,029 mol/l v kyseliné octové ¢ = 2,19 mol/l)
v" modelové vzorky: rostlinné oleje (Cerstvy — ¢.1 a Zlukly — €. 2)

Pracovni postup:

Do dvou pripravenych zkumavek odméfime 2 ml vody. Pak do prvni zkumavky ptidame 5
kapek Cerstvého oleje (€. 1), do druhé zkumavky zlukly olej (€. 2). Protfepeme a do kazdé
zkumavky odmeétime 0,5 ml ¢inidla kyseliny 2-thiobarbiturové (TBA). Zkumavky dikladné
promichédme a ve vrouci vodni lazni (kddinka nad plynovym kahanem se sitkou) zahfivame
zakryté alobalovou f6lii po dobu 10 min. Pfiblizn€ po 5 min se za¢ne vyvijet riZové

zbarveni.

Vyhodnoceni:
Podle intenzity rizového zbarveni vyhodnotime pfitomnost malondialdehydu v jednotlivych

vzorcich olejl na kiizky #, ##, ###.
Reakce tvorby barevného aduktu malondialdehydu s kyselinou 2-thiobarbiturovou:
OH

NN

S N OH HO
s <44

N o o~ N

OH OH
Barevny produkt



9 ENZYMY I
Uvod:

VyuZiti enzymii ve veterinarni mediciné:

v’ indikatory patologického stavu

pfi poskozeni bun€k se zvySuje aktivita intracelularnich enzymu v extracelularni tekuting
analyticka ¢inidla v klinické biochemii

léciva

ANEANERN

Klinicka enzymologie
v v plazmé se obvykle objevuji nizké aktivity dg. vyznamnych enzymi
v rovnovaha mezi uvolfiovanim enzymu do cirkulace v pribéhu normalni obmény bunék a
jejich zvySenymi metabolickymi naroky ¢i vylu¢ovanim
v rozmezi hodnot aktivity enzyml v plazmé u zvifat ztézuje uréeni limitd pro ,,normalni
rozmezi*

Jak zmérit mnoZstvi enzymu?

v celkové mnozstvi viech enzymii v plazmé je niz$i nez 1 g/l
v velmi obtizné zméfitelné

v’ fyziologicky nizké (stopové) koncentrace enzymu

v’ piitomnost mnoho dal$ich proteint

v bé&Zné chemické reakce ditkazu jsou nepouZitelné

v' neni specifické pro odli$eni jednotlivych enzymu

Jak zmérit mnoZstvi enzymu?

Neprimé stanoveni
- katalyticka koncentrace
- pkat/l
- stanovi se produkt enzymové reakce
- vétsina klinicky vyznamnych enzymi



Piimé stanoveni

- hmotnostni koncentrace

- pgl

- stanovi se molekula enzymu jako antigen (imunochemicky)
jen nékteré, napf. tumorové markery

Katalyticka aktivita enzymu:

jednotka katal, 1 kat = mol/s

jeden katal je katalyticka aktivita enzymu, pii které se v reakci pfeméni jeden mol substratu za
sekundu

mezinarodni jednotka IU (international unit)
1 IU = pmol/min

Pievodni vztahy:
1 pkat =60 IU
1 TU =0,0166 pkat

Katalyticka koncentrace enzymu
v’ aktivita je vztazena na objem biologické tekutiny (krevni plazma, sérum)
v’ jednotky mkat/l, ukat/l

ZvySeni aktivity

v dochazi pfedevsim v disledku poSkozeni, prasknuti nebo nekrdzy bunék
v buné¢na proliferace mize také vést ke zvyseni enzymii v plazmé

v’ zavisi na rychlosti a rozsahu poskozeni bunék

v" rovnovaha mezi rychlosti katabolismu a vylu¢ovanim enzymu

v" polocas v plazmé/séru

v' {inik enzymu do cirkulace vs. indukce tvorby enzymi



Schéma uniku enzymu do cirkulace pri poskozeni hepatocytu:
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Schéma indukce zvvSené tvorby enzymi:
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Priklady nespecifického zvyseni aktivity enzymii:

v
v

v

Vek - novorozenci + mlad’ata (ALP - pfed uzavienim epifyzarnich rastovych Stérbin)
Indukce enzymi - 1éky mohou stimulovat produkci (ALP - barbituraty; GMT-alkoholem
indukované poskozeni jater)

Hemolyza

Zvysené sérové aktivity ALP a GMT v disledku cholestazy

Induktory enzymu Supresory enzymii
v’ etanol v" allopurinol
v’ barbituraty v' chloramfenikol
v’ karbamaty v' sulfonamidy
v’ spironolakton v’ ketokonazol
v'  glukokortikoidy v metronidazol
v’ griseofulvin v’ parathion

SniZena aktivita
v" mnohem méné¢ ¢asto
v" mnoho piipadi = $patné skladovani vzorku (vétSina enzymu jsou pomérné labilni)
v’ prislusny organ miZe byt hypoplasticky, atroficky nebo znifeny (exokrinni
pankreaticka insuficience)

Mnoha lé¢iva jsou inhibitory enzymu
v Acetylsalicylova kyselina (cyklooxygenaza)
v' Ibuprofen (cyklooxygenaza)
v' Statiny (HMG-CoA reduktiaza) — hypolipidemika, snizuji syntézu cholesterolu
(lovastatin)
v"Inhibitory ACE (angiotensin konvertujici enzym) — 1é¢ba hypertenze (enalapril)
o Reverzibilni inhibitory acetylcholinesterazy
o Selektivni inhibitory mozkové acetylcholinesterazy (rivastigmin, galantamin) -
Alzheimerova choroba

Lokalizace poskozeni?
VétSina enzymii
v' téméf ve vSech bunikach, rizné koncentrace
v vétSina enzymi vyskyt souc¢asné v riznych tkanich

Spatna piiprava vzorki
v’ sérové enzymy = proteiny
rozklad nebo denaturace teplem, zména pH, stabilita, chemikalie
muze mit za nasledek ztratu aktivity enzymu
vétSina enzymi je stabilnich v chlazeném séru/plazmé po dobu 24 hodin
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vliv hemolyzy a lipemie



Organova specifita enzymii?

Odhad specifity miize byt zlepSen:

stanovenim izoenzymu

stanovenim vice nez jednoho enzymu

Velmi malo enzymi jsou specifické pouze pro jeden typ bunék (tkanové ¢i organové
specifické)
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o ALT je ptevazné specificka pro jatra u psu a koc¢ek, a méné pro svaly u koni



9.1 SUBSTRATOVA SPECIFITA ENZYMU
Uvod:
Specificita enzymu

Specificita ucinku

v’ enzym katalyzuje pouze jednu z nékolika termodynymicky moznych pfemén substratu
v’ urCuje predevsim koenzym

Substratova specificita

v" schopnost ur¢itého enzymu katalyzovat pfeménu pouze urcitého substratu

v’ uréuje apoenzym (aktivni centrum)

v miZe byt uzka (enzym ma pouze jeden substrat) nebo Sirokd (enzym Kkatalyzuje
preménu nékolika chemicky ptibuznych substrat

Schopnost enzymu pieménovat ze skupiny substrati, které by mohly podléhat dané
chemické preméné, jen nékteré se nazyva substrdtova specifita. Tato ojedinéla vlastnost
enzymu je vysvétlovana tim, Ze do aktivniho mista enzymu se mohou vazat jen molekuly
ur¢itého tvaru a vymezenych schopnosti, které mohou nekovalentné interagovat s vazebnymi
skupinami enzymu. Substratova specifita mize byt absolutni (=pfeménuje se jen jeden
substrat) nebo tzv. skupinova (=preméiuje se celd skupina substratl).



Ukol: Zjistéte hydrolytické Gi¢inky o-amylasy a sacharasy vii¢i krobu a sacharose.

Teoreticka priprava: Enzymy, jejich klasifikace, zpusoby aktivace enzymu (limitovana

proteolyza, kovalentni modifikace, alostericka modifikace).

Princip:
Zjistuje se substratova specifita a-amylasy a sacharasy ke Skrobu a sacharose na zékladé
kvalitativniho stanoveni nékterych substrat a produktii enzymové reakce.
1) a-Amylasa ( 1, 4- a — D — glukan — 4 — glukan — hydrolasa, E.C. 3.2.1.1 - AMS))
hydrolyzuje o (1 — 4) glykosidové vazby sacharidii obsahujicich nejméné tfi glukosové
jednotky :

a -amylasa

maltotriosa ——  maltosa + glukosa
a-amylasa
isomaltotriosa —— isomaltosa + glukosa

Skrob je touto endoglykosidasou §tépen na kratii glukanové fetézce a posléze az na hlavni
produkt maltosu. Schopnost enzymu katalyzovat metabolickou pfeménu Skrobu indikuje

negativni jodoSkrobova reakce (nizkomolekuldrni dextriny a maltosa nereaguji) a pozitivni

Fehlingova reakce na redukujici cukry. Zdrojem o-amylasy jsou sliny, u nichz nelze vyloudit

ptitomnost redukujicich cukrl z potravy.

2) Sacharasa ( p — D — fruktofuranosid — fruktohydrolasa, E.C. 3.2.1.2.6) hydrolyzuje 3-D-
fruktofuranosidy za odstépeni molekuly fruktosy, napf.:

sacharasa
sacharosa— fruktosa + glukosa

Schopnost enzymu katalyzovat metabolickou pfeménu sacharosy indikuje pozitivni reakce na
redukujici cukry a glukosu. Zdrojem enzymu jsou kvasinky Saccharomyces cerevisiae rasa
drozd’arenska, u nichz je enzym lokalizovan pfedevSim vné cytoplazmatické membrany.
Nelze vyloucit vznik falesné pozitivniho vysledku vlivem ptitomnosti redukujicich cukrti

Z kvasinkovych bunék nebo rozkladem roztoku sacharosy vlivem sekundarni kontaminace.

Cinidla a biologicky material:

kvasinky Saccharomyces cerevisiae rasa drozd’arenska

vlastni sliny

1% roztok Skrobu (10 g skrobu /1)

fyziologicky roztok : NaCl 0,15 mol/l

roztok sacharosy 20 g/l (skladovat v chladniéce, pouzivat Cerstvy roztok)
Lugoltv roztok (vodny roztok jodu a jodidu draselného)

Fehlingtiv roztok I: modré skalice 40 g/l

Fehlingliv roztok II: vinan sodnodraselny 200 g/l a NaOH 150 g/ 1
Fehlingovo ¢&inidlo : 1 dil Fehl. roztoku I a 1 dil Fehl. roztoku II (¢inidlo se ptipravuje  tésné pied
pouzitim; po zahfati nesmi vzniknout Cervena srazenina; proved’te.).
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Pracovni postup : Odvazte 1 g kvasnic a rozmichejte je ve 4 ml deionizované vody. Do

zkumavky nasbirejte 1 ml vlastnich slin a zfed’te je 2 ml fyziologického roztoku. Poté
pipetujte do tenkosténnych, vysokych zkumavek dle tabulky:

Enzym Amylasa Sacharasa

Zkumavka |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
¢islo:
Slina (ml)

0’5 - 015 0,5 0,5 = - - - -

Suspenze
kvasinek - - - - - 0,5 - 0,5 0,5 0,5
(ml)

Deioniz.
voda (ml)
Var 4 min
(vodni - - - + - - - - + .
lazen)
Skrob (ml) | - |20 | 20 | 20 - - - - - 2.0

Sacharosa ) ) 3 . 2.0 - 20| 2,0 2,0 -
(ml)

20/05]| - ; ; 20 |05 | - ] ]

Obsahy zkumavek dobie promichejte, poté inkubujte pii 37 °C po dobu 30 minut. Pak obsah
kazdé zkumavky rozdélte tak, aby bylo mozné provést reakce na:

- Skrob (zkumavky 2, 3, 4, 10) : k 1 ml analyzovaného roztoku piidejte 1-2 kapky Lugolova
roztoku. V ptitomnosti Skrobu vzniké modré zbarveni.

- Redukujici sacharidy (vSechny zkumavky) : k 1 ml Fehlingova ¢inidla ptidejte 1 ml
analyzovaného roztoku a povaite ve vrouci vodni 1azni. V piitomnosti redukujiciho cukru
vzniké €ervena sraZenina oxidu méd’ného.

Poznamka :

Pied cvicenim neni vhodné konzumovat potraviny, z nichZ v dutiné ustni mohou vznikat
redukujici cukry (chléb, pecivo, ovoce, sladké limonady, kofola...).

Je treba pracovat velmi cisté, pouzivat dobre vymyté zkumavky a u reagencnich lahvicek
nezameénovat zatky. Pro kazdé cinidlo nebo substrat pouzit cistou Spicku u davkovace nebo
cistou sklenénou pipetu s nastavcem.

Pri inaktivaci (var) je tieba pocitat s vytemperovanim reakcni smési na teplotu vrouci vodni
lazné (kadinka).

Pri vyhodnoceni nepritkaznych reakci prihlédnéte k cCistoté média, v némz je enzym obsazen
(zkumavky 1,6; sliny bez redukujicich cukrii viz bod 2, kvasnice v zarucni dobé - zkumavka 8)
a inaktivaci enzymu (zkumavky 4,9; viz bod 3).

Zdrojem a—amylazy jsou sliny, u nichz nelze vyloucit pritomnost mikrobidlnich enzymi.
Doba inaktivace je zavisla na stari kvasinek (obvykle trva 3 az 4 minuty).



9.2 STANOVENI KATALYTICKE KONCENTRACE ALP V KREVNIM
SERU
Uvod:

alkalicka fosfataza (ALP)

Fosfatdzy hydrolyzuji estery fosforu a tvofi anorganické fosfaty. Existuji v podobé celé
rady izoenzymu. Z klinického hlediska rozlisujeme zejména dvé skupiny: alkalické fosfatazy,
které maji reak¢ni optimum v oblasti pH 9-10, a kysele fosfatazy s reakénim optimem okolo
pH 5. Referenéni hodnoty se zvlasté u AP vyrazné liSi v zavislosti na pouzivani ruznych
pufru. AP byla prokazana téméf ve vSech tkanich organismu v rtznych aktivitach:
osteoblasty, stfevni sliznice, placenta, bunky tubulu ledvin, epitel zluCovych cest, jatra,
leukocyty (znac¢né druhové rozdily). Normalné se zjistuje v homogenizatu jaternich bunék jen
nizka aktivita AP. Ztejmé existuje izoenzym, ktery ma odchylné vlastnosti a je indukovany
riznymi U¢innymi latkami, napi. kortikosteroidy. To muze byt divod, pro¢ pii 1é¢bé
kortikosteroidy nebo v piipadé¢ pfirozeného hyperkortizolismu (Cushinguv syndrom) dochazi
ke zvySeni aktivity AP. Znac¢né zvySeni aktivity AP je pozorovano pfi cholestaze. U
prezvykavci a kocek reaguje AP teprve pii vyraznych hepatopatiich. Protoze je AP obsazena
v osteoblastech, maji mlad4 zvifata podstatné vyssi aktivitu nez dospéli. K této vékové
zavislosti je tieba piihlédnout.

v' ALP EC 3.1.3.1; Fosfohydrolaza monoesterti kys. orthofosfore¢né [alkalické
optimum]

lokalizace v butice: buné¢nd membrana (extracelularni glykoprotein)

Stépi fosfatove estery

vyzaduje pH ~ 10,2; Mg**a zZn?*

ISOENZYMY:

sttevni

tkanove nespecificky (jatra, kosti, ledviny)

placentarni

fetalni
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Ukol: Proved'te stanoveni katalytické koncentrace alkalické fosfatasy (ALP) v séru metodou
konstantniho Casu.

Princip (metoda konstantniho c¢asu): Alkalicka fosfatasa (alkalickd fosfohydrolasa-
monoesterd kyseliny o-fosforecné, E.C.3.1.3.1 - ALP) $tépi v N-methyl-D-glukaminovém
pufru 4-nitrofenyl-fosfat na 4-nitrofenol a fosfat. Alkalicka fosfatasa je aktivovana chloridem
sodnym a chloridem hofecnatym. Mirou aktivity enzymu je mnoZzstvi uvolnéného 4-
nitrofenolu, ktery se stanovuje fotometricky metodou konstantniho Casu po zastaveni
enzymové reakce inhibitorem ALP (roztok EDTA/NaOH), ktery blokuje aktivni centrum
enzymu.

Cinidla:
»  N-methyl-D-glukaminovy pufr = roztok 2
» standardni roztok : 4-nitrofenol = roztok 3; koncentrace 2,4 mmol/I

»  substrat : 4-nitrofenylfosfat = roztok 1
» roztok inhibitoru (EDTA/ NaOH)

K analyze pouzijte pfipravena ¢inidla a krevni sérum.

Pracovni postup:
Do zkumavek nepipetujte dle nasledujici tabulky:

Cinidla, Zkumavky:

vzorky: Vzorek Slepy vzorek Standard Slepy vzorek
2X ke vzorku 1x ke standardu

(Asvz1) (Asvz2)
2X 1x

Roztok 2 1,00 1,00 1,00
(pufr) (ml)
Sérum 0,02 -
Roztok 3 - 0,02
(standard) (ml)

Promichat a preinkubovat 5 minut p¥i 37 °C a poté pridat do zkumavek v
termostatu

Roztok 1 0,20 0,20
(substrat) (ml)
Deionizovana 0,20 0,22
voda

Inkubovat presné 10 minut pri 37 °C a poté pridat do zkumavek v termostatu
Roztok 0,50 0,50 0,50 0,50
inhibitoru (ml)
Sérum (ml) 0,02

Promichat a do 30 minut zméfit Asr (absorbance standardu), Asvz> (absorbance slepého
vzorku ke standardu),Ayz (absorbance vzorku) a Asvzi (absorbance slepého vzorku ke
vzorku) pii vinové délce 420 nm proti deionizované vode.

Vypocdet:

A) Pomoci vlastniho kalibra¢niho faktoru, ktery plati pro vase laboratorni podminky:



F = 4/ (Ast- Asvzo)

Koncentrace 4-nitrofenolu ve standardnim roztoku (2400 umol/l) pfi inkubaci 10 min (600 s) odpovida
katalytické koncentraci ALP (2400/600) 4 pkat/I.

Katalytické koncentrace ALP: ALP [ukat/l] =F X (Avz- Asvzi)

B) V piipadé, Zze nebyla provedena kalibrace, jsou faktory F vypoctu pfi riznych
vlnovych délkach nasledujici:

405 nm = 7,899 410 nm = 8,373 420 nm = 10,263 430 nm = 14,546

Poznamka:

Bez zredeni [ze analyzovat vzorky do 7 ukat/l. Presahne-li aktivita ALP tuto hodnotu je nutné
serum zredit fyziologickym roztokem a analyza se musi opakovat (vysledek x redeni).

U psit ma ALP vysokou senzitivitu, ale nizkou specificitu pro jatra, u kocek je tomu naopak. U
psii existuje ALP ve formé tri hlavnich izoenzymii (kostni, jaterni, kortikoidy indukovany
izoenzym). U kocek chybi kortikoidy indukovany izoenzym. Falesné zvysené koncentrace se
vyskytuji pri hyperbilirubinemii, tézké hyperlipemii a hemolyze.



10 ENZYMY II.
10.1 STANOVENI KATALYTICKE KONCENTRACE ALT V KREVNIM
SERU
Uvod:

ALANIN-AMINOTRANSFERASA

Tento enzym miizeme u psa a koc¢ky oznacit jako jatern¢ specificky. U vSech ostatnich
zivo¢iSnych druht — s vyjimkou primati vcéetné Clovéka — je k diagnostice jaternich
onemocnéni nevhodny. U psa, kocky, pfipadné primati je tento enzym velmi vhodny ke
stanoveni, zda jatra jsou ¢i nejsou postizena. OhraniCené jaterni zmény (abscesy, nckteré
tumory) se nebudou odrazet ve vyraznych vykyvech aktivity ALT (urcitou vypovidaci
hodnotu ma jen pozitivni vysledek). ALT se nachazi pouze v cytoplazmé. Ke zvySeni jeji
aktivity dochézi tedy jiz pii poruseni membrany jaternich bun¢k, aniz by muselo dojit k jejich
nekroze.

v' ALT EC 2.6.1.2; L-alanin: 2-oxoglutarat-aminotransferaza
v' lokalizace v buiice: CYTOSOL

v" lokalizace v organismu: hepatocyty

v' ukazatel citlivy, ale ne specificky

Zvyseni aktivity:
v' poSkozeni jater
v anémie
v'akutni pankreatitida
v myopatie, myokarditida u Eq



Ukol: Stanovte Katalytickou koncentraci ALT metodou konstantniho &asu pomoci
diagnostické soupravy

Teoreticka priprava:
ALT - vyznamny diagnosticky enzym, reakce a lokalizace. Transaminace aminokyselin. Coriho-
Alaninovy cyklus.

Princip:

Katalytickym pusobenim alaninaminotransferazy (ALT) na substrat obsahujici L-alanin a 2-
oxoglutardt vznikd pyruvat a glutamat. 2-oxoglutardt a pyruvat reaguji s 2,4-
dinitrofenylhydrazinem za vzniku hydrazont. Stanoveni je zalozeno na méteni absorbance téchto
hydrazonti v alkalickém prostiedi. Hydrazon vzniklého pyruvatu mé vyssi absorbanci.

Cinidla:
e Cinidlo 1 - standardni roztok pyrohroznanu sodného 2 mmol/l, je potrebny pro kalibraci, pro viastni
méreni nepouzijete
e  ¢inidlo 2 - 2,4-dinitrofenylhydrazin 1 mmol/l v HCI 1 mol/I
e (Cinidlo 3 - hydroxid sodny (hotovy pracovni roztok)
e (inidlo 4 - substrat ALT: L-alanin 0,2 mol/l, 2-oxoglutarat 2 mmol/l, fosfore¢nanovy pufr 0,1 mol/l,
pH 7,4 (25 °C).

Pracovni postup:
Pipetujte jednotlivé slozky reakéni smési do kratkych sklenénych zkumavek:

Cinidla [ml] Vzorek (2x) Slepy vzorek (1x)
Cinidlo 4 (substrat ALT) 0,25 0,25

Preinkubujte 3 min pii 37 °C.

Sérum 0,05 -

Inkubujte presné 30 min pii 37 °C.

Cinidlo 2 (2,4-dinitrofenylhydrazin) 0,25 0,25
Promichejte a nechte stat 20 min pri laboratorni teploté.

Cinidlo 3 (NaOH) 2,5 2,5

Sérum - 0,05

Promichejte a po uplynuti 10 min proved’te méfeni absorbance ptfi 500 nm. Dale odectéte
hodnotu slepého vzorku od primérné hodnoty vzorkd. Vyslednou koncentraci odectéte
z kalibraéni ptimky pro ALT (vysledek je nutno VYNASOBIT 2, protoZe doslo ke
zKkraceni pivodni doby inkubace ze 60ti minut na polovinu — 30min.)



10.2 STANOVENI KATALYTICKE KONCENTRACE GGT V
KREVNIM SERU

Iq

Uvod:

1-GLUTAMYLTRANSFERAZA
Jednd se o enzym, ktery je vazany na mitochondrialni matrix hepatocytu. Je
monolokularni a mizeme jej oznacit jako jaterné specificky. V ramci jaterniho lalicku se
nachazi nejvEtsi aktivita v centrilobularni oblasti. To je pfedpokladem pro skutecnost, Ze
GLDH velmi citlivé reaguje pii sekundarnich hepatopatiich, pokud noxa atakujici jatra
poskodi nejprve centrilobularni hepatocyty. Jako ptiklad lze uvést stazi zluci, kongestivni

kardiomyopatii a hypoxemii. Pfi malém poskozeni dochdzi nékdy k izolovanému zvySeni
aktivity GLDH pouze mirné nad horni hranici fyziologického rozmezi. GLDH reaguje
mimotadné citlivé. ZvySeni do 15 IU/1 nehodnotime jako vyrazné patologické. Hodnoty
ptrekracujici trojnasobné horni hranici rcferenéniho rozmezi poukazuji na tézké jaterni
onemocnéni nebo jaterni cirhdzu.

v' GGT EC 2.3.2.2; y-glutamyl-peptid:aminokyselina y-glutamyltransferaza

v" lokalizace v bufice: membranovy enzym

v' lokalizace v organismu: Zlucové cesty, mikrosomalni frakce hepatocytd, ledviny,
pankreas, stfevo

v' GMT je citlivym, av8ak nepfili$ specifickym markerem jaterniho onemocnéni

v’ zvySeni aktivity enzymt muiize provazet akutni pankreatitidu

V' citlivy marker hepatobiliarniho poskozeni u koéek GMT>ALP, u steatdzy jater roste
ALP (u psa spiSe ALP)

v' ALP + GMT ve spoletném vySetfeni maji vyssi vypovidaci silu pro zjisténi

onemocnéni jater

Zvvseni aktivity:

- poskozeni jater, cholestaze

- anémie (hypoxické poskozeni jater)
- akutni pankreatitida

- poskozeni ledvin (tubulil)



Ukol: Stanovte katalytickou koncentraci gama-glutamyltransferasy pomoci
diagnostické soupravy

Teoreticka priprava:
GMT — Meistertiv cyklus. Biosyntéza glutathionu. GMT vyznamny diagnosticky enzym.
Uvedte enzymy glutathion-dependentni.

Princip:

GMT ptenasi z y-L-(+)-glutamyl-4-nitranilidu glutamylovy zbytek na dipeptidovy akceptor,
kterym je glycylglycin, ktery soucasné slouzi jako pufr. Uvolnény 4-nitranilin se stanovuje
fotometricky po zastaveni enzymové reakce okyselenim.

Cinidla:

e substrat: y-L-glutamyl-4-nitranilid

e glycylglycinovy pufr

e kyselina octova 1,7 mol/l (10%)

e pracovni roztok je jiZ pripraven rozpusténim 1 tablety substratu v 10 ml deionizované vody a po
ochlazeni ptidat 2,5 ml pufru.

Pracovni postup:

Pipetujte jednotlivé slozky reakéni smési do kratkych sklenénych zkumavek dle nésledujici

tabulky:

Contta (i) vaors Sepg vaore
Pracovni roztok 0,25 0,25
Preinkubujte 5 min p¥i 37 °C, poté pridejte
Sérum 0,025 -
Inkubujte presné 30 min p¥i 37 °C, poté pridejte
Roztok kyseliny octové 15 1,5
Sérum - 0,025

Promichejte a po uplynuti 10 min proved’te meteni absorbance na Spekolu 11 pii 405 nm.
Déle odectéte hodnotu slepého vzorku od primérné hodnoty vzorkii. Vyslednou koncentraci
odettéte z kalibragni ptimky pro ALT (vysledek je nutno VYDELIT 2, protoZe dolo

k prodlouzeni pivodni doby inkubace z 15-ti minut na 30min.)



11 CVICENI PROJEKTU OPVK

11.1 SPRAVNA LABORATORNI PRAXE OPVK KA 2110/1-10
ZASADY SPRAVNE LABORATORNI PRAXE - VYBRANA USTANOVENI

Zabezpecovani jakosti v laboratorni praxi je vyznamnou soucdsti prace kazdé laboratote.
Problematiku jakosti fesi fada piedpist, z nichz zdsadni jsou normy a legislativa pro ¢innost v
oblasti akreditace laboratofi.

Abychom pfiblizili studentim zabezpecovani jakosti v biochemické laboratofi v ramci nasich
praktickych cviceni, uvadime dvé skupiny piikladi, které jsou soucasti zabezpecovani jakosti.

Jde o zasady:
- spravné laboratorni praxe v biochemické analyze,
- prezentace a interpretace ziskanych vysledkii v ramcei biochemické analyzy.

Nedilnou soucasti a samostatnou kapitolou ptirucky jakosti je dodrzovani zasad spravné

laboratorni praxe. Se zabezpeCovanim spravné laboratorni praxe v ramci jakosti laboratorni
¢innosti se setkdvame 1 v naSich praktickych cvi€enich a pro studenty uvadime konkrétni
ptiklady aplikace spravné laboratorni praxe:
1) pouzivani kontrolniho séra v ramci jednotlivych praktickych laboratornich tkold — jde
o vyuziti tzv. Lyonormu, kdy se vyuzivaji kontrolni sérum (porcinni sérum obohacené o
elektrolyty, prislusné substraty a vybrané enzymy, biochemické parametry jsou stanoveny v
prislusném atestu) jde o vlastni systém kontroly spravnosti laboratorni prace,

2) prace s automatickymi pipetami (davkovaci) — nutnost dodrzovani presnych objemut
¢inidel a roztoku,

3) préace s laboratornim vybavenim v prib&éhu biochemickych analyz — napt. vodni lazen
(spravné nastaveni pozadované teploty a dodrzeni pfesného Casu inkubace), odstredivka
(spravny pocet otacek a ¢as odstied’ovani), spektrofotometr (nastaveni spravné vinové délky a
kalibrace pfistroje), automatickd michacka (sprdvna rychlost a ¢as michani k dokonalému
promichani), prace s pfipravenymi Cinidly (pouZiti spravné koncentrace a objemu dané
metodikou prace).

Soucasti praktické aplikace zasad spravné laboratorni praxe v rdmci zabezpecovani jakosti
je 1 vlastni prezentace a interpretace vysledkl biochemickych analyz. Jde o dodrzovani téchto
zasad:

1) ziskané laboratorni vysledky kvalitativnich diikazl a kvantitativni analyzy hodnotime
podle stanovenych kritérii,
2) u kvalitativnich dikazii jde o hodnoceni vysledku ve smyslu ,,ano/ne®, ale i o

posouzeni napf. vzniku barevnych reakci a jejich intenzity, vzniku dalSich struktur ve
zkumavce napft. sraZenin, gel, apod.,



3) v ptipad¢ kvantitativni analyzy jde o porovnéni hodnot ziskanych analyzou a tzv.
referen¢nich (srovnéavacich) hodnot, tj. hodnot pfedem stanovenych pro dany bioanalyt a
metodu,

4) hodnoceni vysledkit v obecné rovin¢ podle danych kritérii, napt. metoda hodnoceni
pomoci kiizkli (nejcastéji u kvalitativnich dikazi), metoda slovniho hodnoceni ,,pozitivni,
negativni, dubidzni®, aplikace a posouzeni vysledkii podle spravnych referenc¢nich hodnot (ve
veterinarni biochemii pro dany parametr a druh zvitete, resp. se zohlednénim véku zvirat i
obecnou formulaci),

5) spravné a presné vypracovani laboratorniho protokolu o vysledku biochemické
analyzy podle danych parametrt vystupu protokolu.

Vybrana odbornd terminologie z oblasti spravné laboratorni praxe

Jakost — stupen splnéni ur¢itych pozadavkd souborem znaku

Akreditace — Giedni postup, na jehoz zakladé je Gifedni autoritou vydavat uznani, ze piislusna
organizace nebo osoba jsou zpisobilé k vykonavéani urcitych Cinnosti (v laboratofich k
laboratorni ¢innosti, v¢etné specifikace ptislusnych analyz).

Audit — ¢leni se na interni a externi

Interni audit — ovéfeni existence a zavedeni systému jakosti v dané laboratofi, vcetné jeho
posouzeni a prezkoumani vy$$Sim managmentem laboratofe, zejména s cilem, zda je tento
systém ucinny.

Externi audit — provadi nezavisly organ jako soucast akreditace.

Mez detekce — jedna se o nejmensi mnozstvi analytu v analyzovaném vzorku, které 1ze danou
laboratorni technikou detekovat, napf. mnoZzstvi analytu naméfené v systému zvolené
instrumentalni metody. Mez detekce patii mezi valida¢ni parametry.

Mez stanovitelnosti — nejmens$i mnozstvi analytu, které muze byt stanoveno. Mez
stanovitelnosti patfi mezi validacni parametry.

Audit — interni provérka:

Horizont4lni — zkoumani jednoho prvku

Vertikélni — kontrola na podkladé€ ndhodné& vybraného vzorku.

Certifikace — jde o postup, kterym se poskytuje pisemné zjisténi, ze vyrobek, proces nebo
sluzba jsou ve shod¢ se stanovenymi pozadavky.

Certifikace — postup, kterym se poskytuje pisemné zjisténi, Zze vyrobek proces nebo slozka
jsou ve shodé stanovenymi pozadavky. Certifikace se 1iSi od akreditace tim, ze vyslovné
nezmifnuje odbornou zpusobilost.

Certifikacni organ vydava certifikat. Po dobu platnosti certifikatu pak provadi periodické
kontroly.

Validace (laboratorni metody) — je potvrzeni piezkouSenim a poskytnutim objektivniho
dukazu, ze jsou jednotlivé pozadavky na specifické pouziti splnény.

Verifikace (laboratorni metody) — tj. ovéfeni spradvnosti fungovani laboratorni metody.
Ovéfeni je soucasti vSech systému a realizuje se pifi zavedeni dané laboratorni metody, véetné
zménového fizeni.

Kalibrace — je posouzeni hodnot uznanych méficim systémem a hodnotami odpovidajicimi
obsahu ve vzorku.



ZabezpecCovani jakosti (Quality Assurance) piedstavuje planované a systematické ¢innosti
pro poskytnuti divéry, ze produkt nebo sluzba (v ptipadé laboratofe se jedna o vysledek
laboratorniho vysetieni nejcastéji ve formé laboratorniho protokolu) bude spliiovat pozadavky
na jakost, které v ramci preventivniho charakteru, zahrnuji:

— systém jakosti,

— vhodné a odpovidajici laboratorni prostiedi,

— kvalifikovany personal s odpovidajicim vzdélanim, vycvikem a dovednostmi,
- vhodné zafizeni laboratofe,

— postupy fizeni jakosti,

— dokumentované metody (tj. analogické postupy),

— validované metody,

— standardni opera¢ni postupy,

— kalibrace,

— ptipravky a analyticka ¢inidla,

— testy zpisobilosti,

— kontrolni postupy pro ¢innost laboratofte,

— postupy vyjadiujici vysledky laboratornich analyz

- napravna opatieni,

— interni audity (n€kdy oznacCované jako interni provérky a prehodnocovani systému
jakosti),

— postupy pro feSeni stiznosti.

Vedle QA je soucasti i operativni Fizeni jakosti (oznacovany jako QC — z angl. Quality
Control), coz pfedstavuje operativni prostiedky a ¢innosti pouzivané pfi splnéni poZadavki na
jakost.

Rizeni jakosti, resp. operativni fizeni jakosti zahrnuje:

— analyzu vzorki,

- standardu a referen¢nich materialu,

— analyzu duplikati,

— analyzu obohacenych vzorkd,

— pouziti vzorkli QC,

— pouziti regulacnich diagramd,

- mezilaboratorni testovani,

— interni provérky a analyzy jakosti (interni a externi).

Zéakladnim legislativnim dokumentem je CSN EN ISO/IEC 17025:2005 Posuzovani
shody — Vseobecné pozadavky na zpusobilost zkuSebnich a kalibra¢nich laboratoii v
akreditaénim systému Ceské republiky. Norma piedstavuje zakladni dokument, ktery popisuje
a charakterizuje plnéni akredita¢nich kritérii.

Ptedpokladem akreditace je zpracovéani tzv. prirucky jakosti (zkr. PJ), kterd musi byt k
dispozici vSem pracovnikiim laboratofe. Sou€asné je povinnosti trvale ji udrzovat v aktudlnim
stavu.

Ptirucka jakosti musi obsahovat nasledujici informace:

— identifika¢ni tidaje organizace a laboratofe,



— ustanoveni o koncepci jakosti,

- strukturu laboratofe,

— organiza¢ni schéma (organizace a laboratoie),

— informace personalniho charakteru,

— pracovni a funk¢ni ¢innosti pracovnikd,

— vcetné odpoveédnosti a pravomoci (personalné ma mit laboratot vedouciho laboratoie,
technického vedouciho a manazera jakosti),

— charakteristika prostor, nastupt osob,

— technické zatizeni a vybaventi,

— vSestranné a specifické postupy zabezpecovani jakosti

— zkouseni zpusobilosti,

— napravna opatfent,

— pouzivani referencnich materiald,

— vyfizovani stiznosti,

— zabezpeceni nestrannosti, nezavislosti a véruhodnosti (nesmi byt vn&jsi vlivy).

Diulezitym prvkem systému jakosti je vedeni dokumentace. Vedle jiz zminéné ptirucky jakosti
je tfeba vést zaznamy o zafizeni laboratote, véetné kalibrace a s ni souvisejici dokumentace,
pouziti referen¢nich materialti, zahrnujici jejich identifikaci.

Akreditacni organ provadi vizualn€ 1x rocné dozor nad dodrzovanim akreditacnich kritérii.
Vlastni akreditace (z latinského Accredo — dati diivéru) je nestranné a objektivni posouzeni
zpusobilosti, které provadi v Ceské republice Cesky institut pro akreditaci.(CIA).

CIA — obecné prosp&na spolecnost, je narodni akreditaéni organ zalozeny vladou Ceské
republiky, ktery poskytuje svoje sluzby v souladu s platnymi pravnimi pfedpisy ve vSech
oblastech akreditace jak statnim, tak privatnim subjektiim. Cesky institut pro akreditaci (CIA)
je vykonnym organem pro:

— akreditaci zkuSebnich laboratofi

— akreditaci kalibracnich laboratofi

— akreditaci certifikacnich organt, které provadéji certifikaci vyrobki, systém jakosti a
personalu

— akreditaci inspek¢nich organt

Dokumentace laboratofe v rdmci SLP:

Vystupem laboratorni analyzy je protokol o zkousce, ktery musi obsahovat nasledujici tdaje:
— nazev a identifikace protokolu,

- nazev a adresa zakaznika,

— identifikace pouzitych metod (ve stylu ptilohy k ovéfeni k akreditaci),

— popis zkouSené polozky,

— datum pftijeti vzorkl a provedeni analyz,

— odkaz na pléan a postup vzorkovani,

— vysledky zkousek, vcetné jednotek,

— identifikace osob podepisujicich protokol.



11.2 STANOVENI BILKOVIN BIURETOVOU REAKCI V KREVNIM
SERU A LYONORMU

Uvod:

Funkce proteinii v organismu
» Katalyza chemickych reakci (enzymy)
* Transportni funkce (hemoglobin, albumin, globuliny)
* Imunologicka funkce (imunoglobuliny)
» Kontraktilni funkce (aktin a myozin)
* Funkce pfi srazeni krve (fibrinogen, trombin)
* Hormonalni funkce (peptidové a proteinové hormony: inzulin, glukagon, ristovy
hormon...)
* Strukturni funkce (kolagen, elastin)

Zjednodusené schéma metabolizmu proteina a aminokyselin:

/ Proteiny ‘\

Proteolyza Proteosyntéza

.

synteza AMK degradace AMK

[><

C-skelet Amoniak
Sacharidy ..
4 +
Lot CO, +voda Mocovina NH,
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Krevni plazma — 55%
90% voda
7% plazmatické proteiny
2% nutrienty, enzymy, hormony
0,9% elektrolyty
Bunééné komponenty - 45%
Vrstva leukocytl a trombocytd

Cervené krvinky

Plazma vs. sérum
plazma je tekutd cast krve, ktera nebyla srazena (pouziti antikoagulant)
sérum je kapalna cast krve, ktera zistava po srazeni

obsahuji podobné slozky (s vyjimkou plazmatickych koagulacnich faktort)
plazma bez koagula¢nich faktorti = sérum

Plazmatické proteiny
koncentrace celkového proteinu 60 - 80 g/ 1 (| Ca)
koncentrace albuminu 25 - 35 g / | (Ca a Fe nizsi nez velkych zvitat)
sérové globuliny (transportni proteiny, reaktanty akutni faze, globuliny)

PARAMETRY:

JEDNOTKA

PRASE

PES

KOCKA

SKOT

KUN

Celk. bilkovina (TP)

g/l

65-85

94-71

54-94

60-80

52-79

Albumin (Alb)

g/l

35-45

23-44

21-56

30-42

25-45

v’ Mista syntézy:

- hlavni plazmatické proteiny jsou syntetizovany hepatocyty
- imunoglobuliny + B-lymfocyty ve slezing, lymfatickych uzlinach a kostni dfeni
- enterocyty — apoprotein B-48
- sekrece albuminu je stimulovana poklesem osmotického tlaku
- role hormon §titné zlazy (TH), rastového hormonu (GH—IGF-1), insulinu

- vliv patofyziologickych zmén — infekce nebo zanét




Odbouravani plazmatickych proteint
- hepatocyty
- mononukledrni fagocytarni systém (komplexy antigen protilatka, hemoglobin-
haptoglobin)

Faktory ovliviiujicich plazmatické proteiny
- vék:
o novorozenci (| Glob)
o s ptibyvajicim vékem - TCB (| Alb vs. 1Glob)
- patofyziologické a fyziologické zmény:
o hormony, gravidita, produkéni faze

Hlavni funkce plazmatickych proteini:
- zéklad struktury buné¢k, organi a tkani

- dusikova bilance pro vyzivu (albumin)

- katalyza biochemickych reakci (enzymy - lipaza, cholinesteraza)
- koloidné-osmoticky tlak (albumin)

- vyrovnavaci funkce ABR rovnovéhy

- srazeni krve (fibrinogen)

- obrana proti patogeniim (imunoglobuliny, komplement)

- prevence proteolyzy (o 1 -antitrypsin)

- transport metabolitl (albumin, transferin, ceruloplasmin)

- regulace bunécného metabolismu (hormony)

Celkové proteiny plazmy
v plazmé vice jak 3000 proteint
+70 validovanych testil -referencni intervaly
asi 10 parametrti jsou v soucasné dob¢ pouzivany k diagnostice u domécich zvirat

Hypoproteinémie
v malnutri¢ni stavy
v' sniZeni koncentrace jedné nebo nékolika malo bilkovin (napf. ztrata albuminu pfi
nefrotickém syndromu)
v" nedostate¢na tvorba albuminu u téZkych hepatopatii (celkova hypoproteinémie)
v' pievodnéni pacienta

Hyperproteinémie
v’ dehydratace
v' zvySeni koncentrace jedné nebo nékolika malo bilkovin (polyklonalni ¢i monoklonalni
hyperimunoglobulinémie)




Ukol: Stanovte celkové proteiny v krevnim séru a kontrolnim séru Lyonorm biuretovou
reakci.

Princip:
Latky obsahujici peptidovou vazbu reaguji s ionty Cu?* v alkalickém prostiedi za vzniku
cervenofialového komplexu.

Cinidla;
» standard bilkoviny v g/l (63 g/l)
»  biuretové ¢inidlo (roztok médnaté soli) : siran méd’naty 0,15 mmol/l, Chelaton IIT 0,18 mol/l, hydroxid
sodny 0,2 mol/l !POZOR! ZIRAVINA!

Postup:
1) Do zkumavek napipetujte podle nasledujici tabulky v pfedepsanych objemech:

Zkumavky:

Cinidla, vzorky Vzor(?k Standard Slepy vzorek Lyonorm
krevniho ox 1x 3x

séra 3x

Biuretovo ¢inidlo (ml) 1,50 1,50 1,50 1,50

Sérum (ml) 0,02

Lyonorm (ml)

Standard bilkoviny (ml)

Deionizovana voda (ml)

2) Obsah zkumavek promichejte na automatické michacce a nechte stat 12 minut pfi
laboratorni teploté.

3) Obsah zkumavek znovu promichejte a zméite absorbance vzorku (Avz), slepého
vzorku (Asy), standardu (Ast) a Lyonormu (A.) pii vinové délce 550 nm proti
deionizované vodé.

4) Proved’te vypocet obsah celkovych proteint podle nasledujiciho vzorce:

PRO VZOREK:

(sz - Asv)

Celkovy protein (g.171) = @A —4) X Cgp
st — sy

PRO LYONORM:

(ALYO - Asv) % c
T N t
(Ast - Asv) s
Cst — tj. koncentrace standardu (uvedena na lahvicce roztoku standardu)

Celkovy protein (g.1™1) =
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2 PROTEINY I
2.1 STANOVENI SEROVEHO ALBUMINU METODOU BCP

Uvod:

Albumin
V' tvoi{ 35-60% vsech plazmatickych bilkovin
pouze 30-40% z celkového albuminu je v krvi, zbytek v intersticiu
syntézu ovlivituje osmoticky tlak, insulin, thyroxin, kortizol
vznika v hepatocytech (preproalbumin, proalbumin)
T, + 20 dnti (druhové rizné |Ca)
zajistuje onkoticky tlak
umoziuje volnou cirkulaci plazmy kapilarnim fecistém
vaze vodu a udrzuje ji v krevnim fecisti
transportni funkce
extracelularni antioxidant (-SH skupiny cysteinu)
negativni reaktant akutni faze
po skonceni existence dodava potfebné AMK = nutri¢ni funkce
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Transportni funkce pro:

ionty (Mg2+, Zn2+, Ca2+, Cu2+)

nekonjugovany bilirubin (2 mol bilirubinu/1 mol albuminu)
oxid dusnaty NO

neesterifikované mastné kyseliny

<

kyselinu mocovou

vitamin C

1é¢iva (penicilin, kyselina salicylové, sulfonamidy)

kortizol, hormony T4 + T3 (u Ca vice nez TBG), testosteron (38%), estrogeny (60%),
progesteron (50%), aldosteron (15%)

ISRV NENENE NN



Ukol: Stanovte albumin pomoci metody BCP

Princip: 5,5’-dibrom-o-kresolsulfonftalein (= bromkresolovy purpur, zkratka BCP) tvofi
s albuminem ve slabé kyselém prostiedi za pritomnosti povrchové aktivnich latek barevny
komplex vhodny k fotometrickému stanoveni (s globuliny nereaguje).

Cinidla:
> 1tableta BCP
» ¢inidlo 2: octanovy pufr (pH 5,2 pti 25 °C), Brij 35, azid sodny
» ¢inidlo 1: (pracovni roztok), ktery mate jiz ptipraven rozpusténim 1 tablety BCP v 60 ml ¢inidla 2.
» standard albuminu — koncentrace uvedena na etiketé (30 g/1)

Postup: Pipetujete do kratkych zkumavek. Jeden vzorek pfipravte jako Lyonorm a druhy
S krevnim sérem.

5 Zkumavky

Cinidla Vzorek | Lyonorm | Standard | Slepy vzorek
2X 2X 1x 1x

Pracovni roztok (ml) 2,5 2,5 2,5 -

BCP (ml) - - - 2,5

Deionizovana voda (ml) - - 0,02

Standard (ml) - - 0,02 -

Krevni sérum (ml) 0,02 - - -

Lyonorm P (ml) - 0,02 - -

Nechejte stat 10 minut a poté zméite absorbanci na spektrofotometru pii vinové délce 600-
605 nm.

Vypodet :
Pro sérum: 7 A)
Albumin (g.1™1) = ﬁ X Cgp
Pro kontrolni sérum - Lyonorm:
A, — A
Albumin (g.1"1) = ((I‘éjt]——Aj:)) X Cgp

CStevvvnnnn. koncentrace standardu albuminu - uvedena na lahvicce



Hodnoceni vysetifeni albuminu v séru:

Hypoalbuminémie:

chronické insuficience jater
hepatopatie (cirhdza)

karcinomul, sarkomt

akutni a chronické hepatitis
cirhoza jater

deficitni vyziva

ztrata krve nebo plasmy

rendlni ztraty

rozséhlé popaleniny
gastrointestinalni choroby

reakce akutni faze

podvyziva, dlouhodobé hladovéni
zvysSeny katabolizmus u akutnich zanét a nddoria
hyperhydratace (iatrogenni)

Hyperalbuminemie:

dehydratace
chyby v laboratorni analyze

Poznamka:

ZvySenou péci je nutné vénovat dosazeni homogenity vzorkii.

Stanoveni je znacné citlivé na zmény teploty, proto je nutné dodrzovat stejnou teplotu
vzorku, standardu a v§ech slepych vzorkii.

Interferuje heparin, zbytky bilkovin, mycich prostredkii na skle, séra silné iktericka a
hemolytickad. Lipemicka séra musi byt vzdy korigovana slepym sérovym vzorkem.



3 PROTEINY IIL.

3.1 VYSOLOVANI A DIALYZA BIiLKOVIN KREVNIiHO SERA

Uvod:

Dialyza je proces, ktery umoziiuje pomoci polopropustné membrany oddélovat
z roztoku latky nizkomolekularni od latek vysokomolekularnich. Na jejim principu je
zalozena funkce umélé ledviny, kdy krev protékd soustavou dialyza¢nich trubic omyvanych
roztokem o specifickém sloZeni iontd. Je samoziejmé, ze ionty i ostatni nizkomolekularni
latky mohou membranou prochazet obéma sméry. Dialyza je tedy umélym zptsobem
odstraniovani odpadnich produktii a nadbyte¢né tekutiny z téla, coz je proces, ktery je nutny v
ptipad¢ akutniho ¢i chronického selhani ledvin, nebo jejich dysfunkce.

Druhy dialyzy
v hemodialyza
v’ peritoneélni dialyza

1) Hemodialyza

Pii hemodialyze je krev Cerpana piistrojem mimo télo do dialyzatoru (umélé ledviny).
Dialyzator filtruje metabolické odpadni produkty z krve a vycisténa krev se poté vraci zpét do
téla. Hemodialyza vyZaduje opakovany pfiistup do krevniho fecisté. Lékaii mohou provést
docasny piistup vlozenim velkého intravenozniho katétru do velké Zily (obvykle kréni).

2) Peritonealni dialyza

Peritonealni dialyza je provadéna pfes membranu pobiiSnice, kterd funguje jako filtr. Tato
membrana ma velkou povrchovou plochu a bohatou sit’ krevnich cév. Latky z krve mohou
snadno projit pfes pobfiSnici do abdominalni dutiny. Tekutina (dialyzat) je infuzi Cerpan
pomoci katétru vloZeného skrz bfisni st€énu do peritonealni prostoru v oblasti bficha. Dialyzat
musi zdstat v oblasti bficha po dostate¢né dlouhou dobu, aby mohly odpadni produkty z
krevniho ob&hu pomalu piechazet. Poté se dialyzat se vypusti, odstrani a je nahrazen Cerstvym
dialyza¢nim roztokem.

Hemodialyzy je tedy nahradou funkce ledvin, ktera pomize pacientim umoznit obnovu
homeostaze pii akutnim selhdnim ledvin a pfipadné prodlouzit pteZiti u pacientii se selhanim
ledvin v kone¢ném stadiu nap. chronického selhdni. Hemodialyza je také vhodna pro teseni
stavii popalenin a odstranéni urCitych toxini z krevniho ftecisté. V prabéhu posledniho
desetileti veterinarni medicina prohlubuje zkuSenosti s hemodialyzou a jeji dostupnost se
zvysila. Pocet veterinarnich dialyzacnich zafizeni Se zvySuje a hemodialyza se tak stava
standardem pro moderni péci o zvifata.



Ukol: Izolujte zékladni bilkoviny krevniho séra vysolovanim a ziskané bilkoviny predistéte
dialyzou. O ucinnosti dialyzy se presvédCte kvalitativnimi reakcemi na dikaz
nizkomolekularnich ionttt NH,", SO42' Vv dialyzatu v aktualnich ¢asovych intervalech.

Princip: Separace plazmatickych bilkovin (albuminu a globulini) z krevniho séra
frakcionovanym (postupnym) vysolovanim siranem amonnym a ndasledné odstranéni
nizkomolekularnich latek, v¢etné vysolovaciho ¢inidla dialyzou (zakoncentrovani roztoku
proteinti).

Uvedend metoda ma vSak sva omezeni. Pfitomnost nékterych iontli rozpustnost proteinti
naopak zvySuje. Neékteré ionty vyvolavaji denaturaci (a poskozeni) bilkovin a tim znemoziuji
po separaci jejich dalsi vyuziti. V takovych pfipadech je nutno zvolit bud’ jinou sul, nebo
jinou separa¢ni metodu.

Cinidla:

siran amonny pevny

nasyceny roztok siranu amonného: 76,7 g/100 ml deionizované vody
Nesslerovo ¢inidlo

dusi¢nan barnaty 0,038 mol/l

hydroxid sodny 2,5 mol/l

siran méd’naty 0,040 mol/l

VVVYVYVYVYVY

Dialyzacni aparatura: nalevka opatfend semipermeabilni celofanovou membranou, stojan,
kadinka, elektromagneticka michacka, magnetické michadlo, magneticka ty¢inka na vyjmuti
michadla.

Pracovni postup:

a) Vysolovani globulini: Do malé kddinky odpipetujte 4,0 ml krevniho séra a 4,0 ml
nasyceného roztoku siranu amonného. Smés dobre promichejte na elektromagnetické
michacce a poté odstredujte 3000/ot. po dobu 10 minut.->bude pripraveno. Sediment
obsahuje globuliny, v supernatantu je obsazen albumin. Supernatant slijte a pouzijte ke
kvalitativnim zkouskdm na piitomnost bilkovin (biuretova reakce), iontli amonnych
(Nesslerovo cinidlo) a siranovych (dusi¢nan barnaty). Sediment globulini piecistéte
dialyzou (bod b).

b) Dialyza globulimi: Sediment globulini suspendujte v deionizované vod¢ (asi 1 ml).
Vznikly koloidni roztok globulinli pieneste pomoci pipety do dialyzaéniho pfistroje
(z casovych duvodd pieneste a dialyzujte pouze 1 ml). Dialyzujte 15 minut proti
deionizované vodé v kddince za intenzivniho michani na elektromagnetické michacce.
Poté vypnéte michacku, odeberte asi 3 ml dialyzatu (roztok v kadince) na kvalitativni
dikaz bilkovin, iontd siranovych a amonnych. Zbytek roztoku z kadinky wvylijte a
nahrad’te novou deionizovanou vodou. Pokracujte v dialyze a v 10 min intervalech
provadéjte kontrolni analyzy (kvalitativni ditkazy/d jako v pfedchozim kroku/b) a sledujte
jejich intenzitu. Vysledky zapisujte prubézné do protokolu. Dialyzu proved’te nejméné
3X (tj. celkem 30 minut).




Kvalitativni ditkazy:

- Ditkaz bilkovin (globulinti, albuminu) biuretovou reakci: Kasi 1,0 ml vzorku pfiddme
stejny objem roztoku hydroxidu sodného, dikladn¢ promichame a opatrné pridame n€kolik
kapek roztoku siranu méd’natého. Pfitomnost bilkovin indikuje vznik fialového zbarveni.
Negativni vzorek ma zbarveni modré. U vzorki, které obsahuji mnozstvi bilkovin blizké
mezi detekce zkousky, je vhodné soubézné analyzovat slepy vzorek (vzorek
s predpokladanou bilkovinou nahradit deionizovanou vodou).

- Dikaz amonnych ionti Nesslerovym cinidlem: Kasi 0,5 ml vzorku pfikapavejte
Nesslerovo ¢inidlo. I stopy amonnych iontd zptsobuji zluté az oranzové zbarveni, popf.
hnédocervenou srazeninu. I zde je vhodné soubézn¢ analyzovat slepy vzorek.

- Dikaz siranovych iontii dusi¢nanem barnatym: K asi 0,5 ml vzorku piikapavejte roztok
barnatych soli. V pfitomnosti siranovych iontli vznika bild srazenina malo rozpustného
siranu barnatého.

Upozornéni:
S ¢inidly pracujte opatrné, podle zasad pro bezpeénou praci s chemikaliemi v pracovnich
rukavicich.

Poznamka:

Vysolovani = pokles rozpustnosti sféroproteinu v dusledku vysoké koncentrace urcitych soll.
Postupné (frakcni) vysolovani bilkovin z krevniho séra (siran amonny, ethanol) patii
Kk nejbeznéjsim metodam izolace bilkovin.



4 PROTEINY III.

4.1 1ZOLACE PROTEINU MLEKA A DUKAZ JEHO JEDNOTLIVYCH
SLOZEK
Uvod:

VysSetreni mléka

Mléko je u laktujicich zvifat nejsnaze ziskatelny biologicky material. Samotné
mnozstvi mléka ziskané pifi kazdodennim dojeni, dale jeho teplota a makroskopické
vlastnosti, mohou upozornit chovatele a veterinarniho 1ékafe na dilezita fakta. Pravidelné
analyzy (napf. kontroly obsahu bilkovin a tukti v dodavaném mléce) umoziuji dalsi kontroly
vzhledem k obsahu latek, které vyjadiuji kvalitu ziskaného mléka. Rovnéz dilezitou roli hraji
bakteriologické zkousky, zjistovani poctu somatickych bunck, jakoz i méteni bodu mrazu. Na
zéklad¢ vySetfeni mléka mizeme utvofit nazor o celkovém zdravotnim stavu zvifete,
zahrnujici:

v’ Stav metabolismu ve vztahu ke krmeni
v Kuvalitu mléka
v' Zdravotni stavu vemene

Prvni dulezité¢ informace nam poskytne makroskopické vySetfeni (barva, zapach,
konzistence, obsah krve). Barevné zmény — odstin zluté, hnédé, cervené nebo modré -
poukazuji na mastitidy nebo ptitomnost rostlinnych barviv. Odchylky od specifického
mlééného zapachu (ovocny, matovy, kafrovy, étericky, ostry, hnilobny, pizmovy) byvaji
zpusobeny krmivem nebo mastitidou.

Pti zménach konzistence (vodnatd, zahusténd, Gplna ztrita mlécného charakteru) je
tieba vyloudit cizi pfimési. Kromé toho jsou pravidelnym dusledkem zanétlivych procest.
Totéz plati 1 o vlo¢kovani (drobné bilé, hlenové bilé, hlienovo- hnisavym Zlut¢). Jejich vyskyt
je prvnim podezienim na bakteridlni podminéné mastitidy. Pfimési krve jsou po delSim stani
vyrazngj§i kvili tvorbé usazeniny, kterd se podoba hematurii. Mohou mit traumatické,
alimentarni-toxické nebo infekéni pfiCiny. Zpétné zavéry o latkové preméné i1 o krmeni
povoluji analyzy obsahu bilkovin, mocoviny a tukil, koncentrace ketonovych latek jakoz i
mlécné kyselosti (pH hodnota, Soxhlet-Henkelova kyselost). Maji uzky vztah ke zdravotnimu
stavu vemene, a proto koreluji s takovymi kritérii, jako jsou pocet bun€k, koncentrace laktozy,
K", Na, CI" tak uZitkovosti.

Mlécné bilkoviny

Mlécné bilkoviny se syntetizuji z plazmatickych aminokyselin. Tyto pochazeji
castecné z bachorové syntézy bakterialnich proteinll, postacuji pfiblizné€ pro 15 kg mléka, a
castecné z bypass proteinl. Schopnost proteosyntézy ve vemeni je ve velké mife fixovana
geneticky, v urcité mite je vSak ovlivnitelnd i zasobovanim energii a bilkovinami.



Ukol: Proved'te izolaci bilkovin mléka a dikaz jednotlivych slozek - ditkaz bilkovin, kyseliny
fosfore¢né (vazaného fosforu), vapniku a laktozy.

Teoreticka priprava: Mlé¢ko-slozeni, mlezivo - slozeni, hlavni rozdily mléka a mleziva,
nutriéni vyznam mléka. Syntéza laktdzy v laktujici mlécné zlaze.

Princip:

Kravské mléko obsahuje pramémé 2,9 % fosfoproteinu kaseinu. Izolace hlavniho mlé¢ného
proteinu je zaloZena na precipitaci kaseinu okyselenim mléka na pH 4,7 pii 20 °C. Srazeni je
spojeno s uvolnénim ¢asti  kaseinatového vapniku do vodné faze. MIéEné albuminy a
globuliny lze izolovat po odstranéni kaseinu ze zbytku mléka (syrovatky) po ptidavku NaCl
zahtatim k teplotdm varu. Vodna faze mléka zbavena bilkovin je zdrojem latek rozpustnych
ve vodé, napf. iontového vapniku, fosforecnant a laktosy, jejichz piitomnost v tomto
prostiedi Ize prokdzat kvalitativnimi zkouSkami.
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a:
ledova kyselina octova
hydroxid sodny 1mol/l a 2,5 mol/l
biuretové ¢inidlo: 40 g NaOH, 89 g vinan sodno-draselny, 5 g CuSO, /1 deionizované vody
octan olovnaty 0,03 mol/l
kyselina dusi¢na 1,59 mol/l
soluce molybdenova: 7,5 g molybdenanu amonného se rozpusti za tepla v 50 ml deionizované vody a
pomalu se smisi s 50 ml 5,08 mol/l kyseliny dusi¢né
chlorid sodny (pevny)
$tavelan amonny 0,7 mol/l
Fehlingtiv roztok I = 40 g/l CuSO, . 5H,0
Fehlingtiv roztok II = vinan sodno-draselny 200 g/l a NaOH 150 g/1
o Fehlingovo ¢inidlo: 1 dil Fehlingova roztoku I a 1 dil Fehlingova roztoku II (roztok se
pripravuje tésné pi‘ed pouZitim, po ptivedeni k varu musi byt stabilni bez srazeniny).

VVVY VVVVVYYVY

Pracovni postup:
Do kadinky (100 ml) odméite valcem 20 ml mléka a 20 ml deionizované vody.

Izolace kaseinu: Kasein ze ziedéného mléka vysrazejte ledovou kyselinou octovou (az 10
kapek). Po promichéni zfiltrujte a ziskate filtrat €. 1. Uchovejte. Srazeninu kaseinu na filtru
rozpustte v Imol/l NaOH (4 az 5 ml). Kasein z tohoto roztoku opét vysraZejte ledovou
kyselinou octovou, zfiltrujte a sraZeninu na filtru rozpustte v 2,5 mol/l NaOH (az 7 ml).
Vznikly roztok rozdélte do 3 zkumavek: Obsahy pouZijete k provedeni ditkazu bilkovin,
fosfore¢nanti a organické siry, resp. vyskytu aminokyselin obsahujicich siru v kaseinu.

Izolace mléénych albuminit a globulinii se provadi ve filtratu ¢. 1. K filtratu ptidejte NaCl
(mnoZstvi cca 1 az 2 malé laboratorni 1zicky), promichejte a dejte zahtivat do vrouci vodni
lazn€. Po vzniku zdkalu kadinku z lazné€ vyjmeéte, nechte chvili voln¢é chladnout na stole.
Ptipravte si filtra¢ni aparaturu s hladkym filtrem (filtracni kruh, filtra¢ni nalevka, kadinka). Po
vychladnuti obsah kadinky pieved’te ty¢inkou na filtr. Vznikly filtrat oznadte (filtrat &. 2) a
uschovejte k dikazu pfitomnosti laktosy, vapniku a anorganického fosforu ve vodné fazi
mléka. Poté bilkoviny na filtru proplachnéte vodou, vznikly filtrat oznacte (filtrat €. 3) a
pouzijte k dukazu bilkovin (albumint a globulint).

Kvalitativni reakce:
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Prikaz bilkovin (kaseinu, laktalbumint a laktglobulinil) : k 1 ml vzorku ptidejte po
kapkach biuretové ¢inidlo. V pfitomnosti proteint vznikne fialové zbarveni (pozor ne
modré ani razové).

Prikaz fosforecnanii (fosforu anorganického): K 1 az 2 ml soluce molybdenové
pridejte jen nékolik kapek vzorku okyseleného kyselinou dusi¢nou. Povaite na vodni
lazni, poté ochlad’te. Po chvili se utvoii Zluta sraZenina fosfomolybdenanu amonného
( NH4)3 [ P(MO3010)4]. X H,0.

Prikaz _vapniku: k1 ml vzorku pridejte asi 0,5 ml S$tavelanu amonného. V
ptitomnosti vapniku vznikd bild sraZenina Stavelanu vapenatého (C00),Ca.

Prikaz laktosy: k 2 ml vzorku se ptida 2 ml Fehlingova ¢inidla (Iml Fehl. T a 1 ml
Fehl. II), povaite na vodni lazni. V ptitomnosti redukujiciho cukru laktosy vznikne na
dné zkumavky cihlové cervenda sraZenina oxidu méd’ného (Cu;0).

Prikaz siry (v kaseinu — cystin a cystein): K 2-3 ml vzorku pfidejte nékolik kapek
octanu olovnatého a hydroxidu sodného (vznik olovnatanu sodného) vzniklou smés
povaite. V pozitivnim piipadé vznikd éernda (v zavislosti na mnozstvi a pfitomnosti
dalsich latek) také hnédoSeda, hnéda nebo Sedd sraZenina sulfidu olovnatého

(PbS).

Pro nasledujici praktické cviceni pripravte ziedené mléko. Kasein ze ziedeného mléka
vysrazejte ledovou kyselinou octovou (az 10 kapek) a ulozte do policky nad pracovnim
stolem.



5 NEBILKOVINNE DUSIKATE LATKY I.

5.1 STANOVENI KONCENTRACE MOCOVINY V KREVNIM SERU A
LYONORMU

Ukol: Stanovte koncentraci mo&oviny v krevnim séru.

Teoreticka priprava: Zdroje amoniaku v télesnych bunkach. Netoxické transportni formy
amoniaku v krvi. Ureosynteticky cyklus. Metabolismus argininu.

Princip :

Mocovina tvofi s diacetylmonoximem vsilné¢ kyselém prostiedi za pfitomnosti
thiosemikarbazidu a Zelezitych iontl Cervené zbarveny komplex vhodny k fotometrickému
stanoveni. Koncentrace mocoviny v séru se zvysuje, kdyz klesa funkéni schopnost ledvin. Pro
posouzeni funkénosti ledvin ma stanoveni mocoviny rozhodujici vyznam.

Cinidla:

Y

standard : standardni roztok mocoviny 16,65 mmol/l

¢inidlo 2 : diacetylmonoxim, thiosemikarbazid, zelezita sl |POZOR! JED!

kyselina sirova 1,87 mol/l ; spoleén¢ s Cinidlem 2 slouzi k pfipravé pracovniho roztoku

pracovni roztok - tésné pied analyzou si pripravte pracovni roztok smichanim roztoku ¢inidla 2 a

YV V VYV

kyseliny sirové v poméru 1 : 1. Pfipravte si pouze tolik ml pracovniho roztoku, které k analyze
momentalné pottebujete.

Pracovni postup :

Davkujte do kratkych zkumavek podle nasledujici tabulky:

Zkumavky

Cinidla Vzorek Standard Slepy vzorek Lyonorm P
2X 1x 1x 2X

Pracovni roztok (ml) 2,0 2,0 2,0 2,0

Krevni sérum (ml)

Standard (ml)

Deionizovana voda (ml)

Lyonorm P (ml)

Hrdla zkumavek uzavieme hlinikovou folii (alobal) nebo parafilmem. Zkumavky poté
zahiivame piesné 10 minut ve vrouci vodni lazni ( v kadince nad kahanem ) — pracujte
opatrné ! Po vyjmuti z vodni 1azn¢ zkumavky rychle ochladime v proudici vodé a do 15 minut
zméfime v 1 cm kyveté pti vinové délce 515 nm absorbanci vzorkid (Avz), standardu (Ast),
slepého vzorku (Asy) a Lyonormu (A,) proti deionizované vodé.



Vypocet:

Pro vzorek séra:

Ay, — A
Koncentrace mocoviny (mmol.l71) = M X Cgt
(ASt - ASv)

Pro kontrolni sérum - Lyonorm:

A, —A
Koncentrace motoviny (mmol.l™1) = ((ALy—Asv)) X Cst
St — sy

Cst = koncentrace standardu mocoviny (16,65 mmol.l'l)



6 DIAGNOSTICKY VYZNAMNE PROTEINY

Rozdéleni plazmatickych bilkovin:

v
v

v

albumin

globuliny
o o1t ap globuliny
o PBi1+tP2 globuliny
o v globuliny

fibrinogen

Frakce plazmatickych bilkovin:

v Albuminy: albumin
prealbumin
v oy-globuliny: thyroxin-vazajici globulin, transkortin, oy-kysely glykoprotein oy-
antitrypsin, oy-lipoprotein (HDL), o;-fetoprotein
v ap-globuliny: haptoglobin, a;-makroglobulin, ceruloplasmin, RBP a antitrombin
v B-globuliny: transferin, hemopexin, B-lipoprotein LDL, fibrinogen, C-reaktivni
protein, C3 a C4 slozka komplementu
v y-globuliny: I1gG, IgM, IgA, IgD, IgE
Albumin
V' tvoii 35-60% vsech plazmatickych bilkovin
v’ pouze 30-40% z celkového albuminu je v krvi, zbytek v intersticiu
v’ syntézu ovlivituje osmoticky tlak, insulin, thyroxin, kortizol
v’ vznika v hepatocytech (preproalbumin, proalbumin)
v" Ty, + 20 dni (druhoveé rizné |Ca)
v’ zajist'uje onkoticky tlak
v umoziuje volnou cirkulaci plazmy kapilarnim fe¢istém
v' véze vodu a udrzuje ji v krevnim fedisti
v' transportni funkce
v’ extracelularni antioxidant (-SH skupiny cysteinu)
v’ negativni reaktant akutni faze
v po skonéeni existence dodava potfebné AMK = nutri¢ni funkce
as-globuliny
Thyroxin-vazajici globulin (TBG = thyroxine-binding globulin)

vaze asi 60 % thyroxinu T4 (zbytek na albuminu a prealbuminu)

vaze trijodthyronin (T3) (mensi afinita)
relativné velké mnoZstvi u primatd a velkych domacich zvifat, ale v niZSich
mnozstvich u psii a koc¢ek



* estrogen béhem gravidity stimuluje syntézu TBG

oy -antitrypsin

(as-inhibitor proteas, as-antiproteinasa)

* tvoii hlavni podil v oy-globulinech

* reaktant akutni faze

* inhibitor proteolytickych enzymii (elastasy, kolagenasy)

— pozn. nedostacujici inhibice ucinku proteas se projevi zejména v plicich
narusenim vaziva mezi plicnimi sklipky zpiisobi casny vznik emfyzému
(juvenilni emfyzém) a rovnéz v plicich (astma, COPD)

* pfi pankreatitidach ,,neutralizuje* proteolytické aktivity trypsinu a chymotrypsinu
» Zvyseni: reakce akutni faze
» Snizeni: onemocnéni jater, chronicka plicni nemoc

ou-lipoprotein (HDL)
(HDL=high-density lipoprotein)

» zahrnuji HDL lipoproteiny

» transport cholesterolu (estery) z periférie do jater (reverzni transport cholesterolu)

» Snizeni: reakce akutni faze

Sérovy amyloid A (SAA)
* sumadrni nézev pro skupinu plazmatickych lipoproteint, soucast HDL3
* reaktant akutni faze
* podobny C-reaktivnimu proteinu

Haptoglobin (Hp)
* slouzi k transportu volného hemoglobinu z plasmy do RES sleziny
* antioxidant - zabrafuje vzniku *OH na kterém se podili volny hemoglobin
» komplex Hb-Hp neprochazi glomeruly
» Zvyseni: reakce akutni faze, glukokortikoidy (Ca)
» Snizeni: intravaskularni hemolyza, hemolytické anémie, vrozené poruchy krvetvorby,
transfuze

ap-globuliny

Haptoglobin (Hp)

* slouzi k transportu volného hemoglobinu z plasmy do RES sleziny

* antioxidant - zabrafiuje vzniku *OH na kterém se podili volny hemoglobin

» komplex Hb-Hp neprochazi glomeruly

» Zvyseni: reakce akutni faze, glukokortikoidy (Ca)

» Snizeni: intravaskularni hemolyza, hemolytické anémie, vrozené poruchy krvetvorby,
transfuze



Ceruloplasmin

véZe a transportuje 90% plazmatické médi (na 1 molekulu - 6 atomii Cu®")
pusobi jako ferroxidasa

— Fe**-¢ - F™

— brani vzniku nebezpeéného *OH hydroxylového radikélu Fentonovou reakci

— umozni vazbu Zeleza Fe** na transferin
pii nizké koncentraci ceruloplasminu - hromadéni médi v mozku, v jatrech, ledvinach,
rohovce (Wilsonova choroba)
Zvyseni: reakce akutni faze
Snizeni: dédi¢né, malnutrice, onemocnéni jater

Antitrombin

hlavnim fyziologicky koagula¢ni inhibitor

inhibuje aktivované serinové proteazy (trombin, faktory Xa, [Xa, XIa, XIIa)

regulace hemokoagulace a zamezeni trombozy

inhibic¢ni schopnost je potencovana heparinem (v komplexu)

Zvyseni: akutni hepatitida, cholestdza, deficit vitaminu K, antikoagulacni 1écba
warfarinem

B-globuliny
Transferin (Tf)

transport plazmatického Zeleza (1 molekula 2 atomy Fe®*)

pusobi tak jako antioxidant (zabrafiuje vzniku ROS)

za fyziologickych okolnosti celkova vazebna kapacita transferinu (TIBC) saturovana
Zelezem asiz 1/3

dalsi formy Zeleza jsou feritin, hemosiderin

» Zvyseni: akutni onemocnéni jater, nefroticky syndrom, chronické hepatopatie

» Snizeni: poruchy uskladnéni Zeleza, reakce akutni faze, zanétliva onemocnéni, ztraty
Zeleza

Hemopexin

* s hemem vytvaii komplex v poméru 1:1, ktery je vychytavan hepatocyty
(recyklace Zeleza)

* vazba hemu s hemopexinem tlumi toxické u¢inky hemu (zeleza)

* vaze hemin uvolnény z MetHb

» Snizeni: hemolyticka anémie, chronickou aktivni onemocnéni jater

B-lipoprotein LDL

odpovida lipoproteinu o nizké hustoté (LDL)
LDL lipoproteiny roznéseji cholesterol pro vSechny buiiky téla

Fibrinogen

soucast koagulaéni kaskady
aktivovan thrombinem (serinova proteasa) na fibrin



» fyziologicky jen v plazmé (ne v séru)
» ZvySena: akutni faze reakce
» Snizeni: diseminovana intravaskularni koagulace, dédi¢nd afibrinogenemia

C-reaktivni protein (CRP)

> reaguje za piitomnosti Ca®* s C-polysacharidem bun&né stény pneumokoki

» je zapojen do imunitniho systému

» CRP se vaze na patogen ¢i umirajici buiiku (fosfocholin) — aktivace komplementu
—opsonizace — fagocytoza a uvoliiovani lymfokinti a modulace fce neutrofilt

» nespecificky marker - infekce, tkanového poskozeni, nebo nekrézy spojenou s
infarktem

» je to protein akutni faze zanétu - reaguje nejrychleji nejvétsim nartistem koncentrace

v-globuliny

Imunoglobuliny
» protilatky produkované B buitkami jako odpovéd’ organismu na stimulaci antigenem
* reaguji specificky s antigennimi determinanty (epitop)
 struktura:
— glykoproteiny
— minimaln¢ 4 polypeptidové fetézce
— 2 tézké (H) a 2 lehkeé (L) fetézce spojené disulfidovymi mistky
— Tfetézce obsahuji konstantni oblast (C) a variabilni oblast (V)
* nemayji antimikrobialni vlastnosti
* podpora bunééného imunitniho systému:
— vaZi se na antigeny na povrchu patogeni = zabranéni jejich interakci s
burikami (neutralizace)
— propojuji jednobunécné patogeny do agregatt (aglutinace)
— aktivuji systém komplementu (opsonizace)
» diagnosticky vyznam
* U zvifat mnoho podtiid (Eq: IgM, IgD, IgA, IgE a IgG1-1gG7)



Schéma imunoglobulinu G:

LEHKY REJEZEC

KONSTANTNI OBLAST
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LEHKY RKTEZEC ™

Reaktanty akutni faze
(Acute Phase Reactants, APRS)
v' kvantitativni markery onemocnéni
v poutziti: stanoveni diagnézy onemocnéni, prognézy, sledovani reakce na 1é¢bu,
celkovy zdravotni screening
v' citlivé na piitomnost patologickych 1ézi
nizka specificita pro konkrétni onemocnéni

<\

v vyznamné rozdily mezi jednotlivymi druhy

Podminky stimulujici zmény koncentrace APRs:
v zanét

infekce

trauma

nadory

ANERANERN

Iniciace procesi:
v" destrukce bungk
reverzibilni poskozeni bunék ¢i tkani a jejich nésledna reparace (hojeni)
aktivace n€kterych bunck (imunitni buiky)
metabolickd odezva organismu

ANENERN



Schéma mechanizmi reakce akutni faze:

CYTOKINY,
PARAKRINNi HORMONY,
] / VAZOAKTIVNi SLOUCENINY
MAKROFAGY,
ENDOTELIALNi BUNKY,
FIBROBLASTY REAKCE AKUTNI

o FAZE
LOKALNi ZANET

PORANEN( /7
TKANE IMUNITNIi SYSTEM

/ FIBRINOLYZA, METABOLICKA

KOMPLEIVIENT / KOAGULACE OF'IDCE”ZI,‘(’:?'
PROCESY
KONTAKTNI SYSTEM
ENDOKRINNI EFEKT
Rozdéleni reaktantii akutni faze:
POZITIVNI NEGATIVNI
C-reaktivni protein (11000x) albumin (Alb)
ocl-antitrypsin transferin (TT)
fibrinogen antitrombin
haptoglobin (Hp) transkortin
C3,C4 protein vazajici retinol (RBP)
sérovy amyloid (SAA) transthyretin
ceruloplasmin
ocl-kysely glykoprotein




7 NEBILKOVINNE DUSIKATE LATKY II.

7.1 STANOVENI KONCENTRACE KYSELINY MOCOVE VE
VLASTNI MOCI

Uvod:

Stanoveni Kkyseliny mocové v séru a v moci

Zvysena koncentrace kyseliny moc¢ové v krvi (hyperurikémie) muze byt dasledkem
jeji zvySené tvorby (vcetné zvyseného prisunu potravou), zvyseného rozpadu bunck (maligni
procesy, leukémie) nebo jejiho snizeného vylucovani ledvinami. Hyperurikémie mize vést k
ukladani malo rozpustnych krystalt kyseliny mocové do tkani a kloubd (dna). Kyselina
mocova a jeji soli jsou také ¢asto soucasti mocovych sedimentti a konkrementd.

Rozpustnost kyseliny mocové a jejich soli

Kyselina mocova (2,6,8-trihydroxypurin), hlavni produkt degradace purinovych bazi u
primati, je vyluéovana moc¢i. Purinové jadro zustava tedy béhem degradacéniho procesu
intaktni. Kyselina mocova je latka nepatrné rozpustna ve vodé (25 mg/l pti 18° C). Vuci
bazim projevuje vlastnosti slabé dvojsytné kyseliny s hodnotami pKA = 5,4 a 10,3 pti 25° C.
Rozpustnost kyseliny mocové se asi dvacetkrat zvysi v alkalickych roztocich, v dusledku
tvorby alkalickych soli - uratd Nejvice rozpustny je urat lithny. Na rozdil od béznych
amonnych soli je naopak urat amonny velmi malo rozpustny.

Pii degradaci purini je kyselina mocova a vyrabi dalmatské psi maji genetickou vadu
V genu pro transportér kyseliny mocové kyseliny mocové v krvi a proto neni metabolizovan
coz vede ke zvySenym koncentracim v plazmé€ a moci kyseliny mocové. Vyznamné
onemocnéni mohou byt pfitomny nebo mohou byt ndhodné; koreluje s klinickymi ptiznaky.
Tito psi maji dostate¢nou urikdzy v hepatocytli ve srovnani s absenci tohoto enzymu u lidi, ale
Dalmatincii nemtiZze transportovat kyselinu mocovou na hepatocyty pro urikdzy prevést
kyselinu moc¢ovou na allantoin proto vylucovani kyseliny mocové v moci. Tyto krystaly
mohou byt také vidét u psli s primarnim jaternim onemocnénim, které nejsou prevést kyselinu
mocovou na allantoin a amoniaku na mocovinu.



Ukol: Stanovte koncentraci kyseliny mo&ové ve vlastni modi.

Princip: Stanoveni kyseliny mocové je zalozeno na jejich redukénich schopnostech. Reakei s
kyselinou fosfowolframovou v alkalickém prostfedi vznika zbarveny komplex wolframové
modfi. Jeho koncentrace se stanovuje fotometricky pii 650 nm.

Cinidla:
» fosfowolframové ¢inidlo
» nasyceny roztok uhli¢itanu sodného
» standardni roztok kyseliny mocové (1mg/100ml)

K analyze pouzijte pfipravena ¢inidla a vlastni moc.

Pracovni postup:

Vzorek moci je nutno pfed analyzou nafedit 50x a 100x. K tomu pouzijte odmérné baiiky,
fed’te deionizovanou vodou a po zazatkovani dobie promichejte.

Do zkumavek pipetujte dle nasledujici tabulky:

Zkumavky:

Cinidla, vzorky: Vzorek
3x pro kazdé
fedéni

Standard Slepy vzorek
1x

Ztedéna moc¢ (ml) 2,0

Standard (ml) -

Deionizovana voda (ml)

Nasyceny roztok sody (ml)

Fosfowolframové ¢inidlo (ml)

Obsah zkumavek dobie promichejte a chrante pred svétlem — vlozte zkumavky do skiinky
stolu. Nechejte 10 minut stat. Poté zméfime na spektrofotometru pii vlnové délce pii 650 nm
proti deionizované vodé. Absorbanci lze méfit v rozmezi 60 min. Naméfené absorbance
vzorku (Avz), slepého vzorku (Asy) a standardu (Ast) dosadte do vzorce pro vypocet
koncentrace kyseliny mocové.



(sz - Asv)

Koncentrace kyseliny motové (mg.100 ml™1) = m X Cgt
st = sv

Cst — tj. koncentrace standardu (uvedena na lahvi¢ce roztoku standardu)

Nezapomeiite zohlednit Fedéni vzorkii!

mg/100 ml x 0,05948 = mmol/I

Referenéni hodnoty pro danou metodu u ¢lovéka:

> 0,25 - 1,0 g kyseliny mocové za 24 hodin. (2,4 - 3,5 mmol/l)

Poznamka:

U zdravych lidi ma exkrece kyseliny mocové znacné rozpéti hodnot, zpravidla 2,4 — 3,5
mmol/den. Mnozstvi zavisi na obsahu purinovych nukleotidii ve strave. Ma-li se ziskat
predstava o syntéze a degradaci nukleovych kyselin v organismu, je nutné provést stanoveni
endogenniho urdtu, tj. pri stravé s minimalnim mnozZstvim purinovych bdzi.

Pri vylucovani kyseliny mocové vyssim nez 6 mmol/den je riziko urolitiazy az 50 %.
Diilezité je i pH moci — hodnoty pod 5 rovnez zvysuji pravdepodobnost vzniku mocovych
kamenii. Hyperurikemie miize vyvoldavat poskozeni ledvin, které spociva v ukladani krystalii
kyseliny mocové v ledvinnych tubulech nebo intersticiu.

Pri terapii hyperurikemie hraji roli i reZimova opatreni — vynechadni alkoholu, snizeni
hmotnosti a hlavné omezeni prijmu purinii.

Ptaci a plazi:

Kyselina mocovda predstavuje hlavni exkrecni produkt katabolismu purinii u ptakii a plazii.
Pro posouzeni stavu a funkce ledvin u plazii ma prakticky vyznam kvantitativni sledovani
kyseliny mocové, vapniku a fosforu.

Individualni rozdily v koncentraci kyseliny mocové v Krvi nejsou tak vyznamné, jako
rozdily mezidruhové (napr. hadi x zelvy/terestrické x akvatické druhy).



7.2 MUREXIDOVA ZKOUSKA

Ukol: Proved'te ditkaz kyseliny mo¢ové murexidovou zkougkou.

Princip: Kyselina mocova se oxida¢né $tépi koncentrovanou HNO3 na alloxan a mocovinu.
Vznikly alloxan po pfidani koncentrovaného amoniaku vytvaii amonnou sl kyseliny purpurové,
tzv. murexid.

Cinidla:
» roztok kyseliny mocové v NaOH, resp. urat sodny (alikvot roztoku z tikolu A)
» koncentrovana HNO3
» koncentrovany NHs

Pracovni postup:

Kyselinu mo€ovou v mnozstvi na Spicku noZe (n€kolik krystalk) suspendujte ve 2 ml
deionizované vody ve zkumavce. Poté po kapkach pridavejte NaOH tak dlouho, az se veskera
kyselina mocova rozpusti (vznika rozpustny urat sodny).

Dale pracujte v digestoii. Na porcelanovou misku napipetujte cca 3-5 kapek roztoku uratu
sodného a pridejte stejné mnozstvi konc. HNO3. Poté opatrné, pozvolna odpaite nad plamenem v
digestofi do sucha. Odpafovani provadite na misce, kterou drzite rukou (okraj nesmi byt teplejsi,
nez jaky snesete) a vznikly odparek musi mit okrové zbarveni.

Nikdy neodparujte zahiivanim misky na stojanu se sit’kou!
K odparku ptikapnéte nékolik kapek konc. NH3. Vznika €ervenofialové zbarveni murexidu.
Poznamka:
1) Nejcastéjsi chybou byva nevhodny pomér mezi kyselinou dusicnou a mocovou, kratké
nebo dlouhé odparovaini a spaleni vzorku.
2) Této reakce se vyuzZiva pri rozboru mocového konkrementu, dale k ditkazu samotné
kyseliny mocove ziskané stérem z dutiny ustni, brisni, z perikardu (visceralni forma dny u
plazu).



8 TETRAPYROLY

8.1 CHEMICKY PRUKAZ KRVE TVORBOU TEICHMANOVYCH
KRYSTALU

Ukol: Provedte chemicky priikaz krve tvorbou Teichmanovych krystalki

Teoretickd _ priprava: Biosyntéza  hemoglobinu, methemoglobinreduktasa a
glutathionperoxidasa erytrocytii. Zdroje peroxidu vodiku v erytrocytech a zpisoby jeho
eliminace.

Princip: Pasobenim ziedénych kyselin na hemoglobin dojde k jeho rozstépeni na globin a
hem, ktery se v pfitomnosti chloridii pfeménuje na chlorhemin. Chlorhemin se vyznacuje
charakteristickym tvarem krystalii pro dany zivoc¢isny druh.

Cinidla:
» Roztok ledové kyseliny octové s piidavkem halogenovych soli (KI + KBr + KCI)

Pracovni postup:

Na podlozni sklo dejte jednu kapku krve a rovnomérmneé ji rozettete. Sklicko protahnéte 3x nad
nesvitivym plamenem kahanu, pfikryjte krycim sklem a ptikapnéte 4 kapky kyseliny octové
s halogenovymi solemi. Opatrné zahfivejte k varu. Sklicko nesmi vyschnout!! Znovu
pridejte jest¢ nckolik kapek tohoto Cinidla a uvedte opét do varu. Pod mikroskopem
pozorujte vzniklé krystalky chlorheminu — Teichmanovy krystalky (lokalizace nej¢astéji pii
okraji kryciho sklicka). Krystalky zakreslete.

Poznamka:

Je treba dodrzet optimalni pomér mezi krvi a cinidlem. Natér musi byt neustdle vihky, tj.
kapalina se nesmi uplné vyparit a soucasné doba zahievu musi byt dostatecna k vytvoreni
krystalkai.



8.2 STANOVENI CELKOVEHO BILIRUBINU V KREVNIM SERU.

Uvod:

Bilirubin vznikd z pfevazné c¢asti Sté€penim hemoglobinu, mala ¢ast (do 20 %) z
myoglobinu, cytochromu a katalazy. Nejprve dochazi k uvolnéni Zeleza a v RES (slezina,
Kupfferovy buiiky jater, kostni dfen, po krvaceni také jiné tkané) vznikd primarni, ve vodé
nerozpustny, v tuku rozpustny bilirubin (bilirubin 1). Tento bilirubin se po uvolnéni z RES
transportuje krevni plazmou, vazan na sérovy albumin. Ledvinami se primarni bilirubin
nevylucuje, pouze v piipadé, ze je tvoren v ledvinach samotnych v souvislosti s rendlnim
krvacenim ¢i po resorpci hemoglobinu z primarni moci v proximalnim tubulu.

Primarni, na albumin vazany bilirubin, se krvi dostava do jater, kde ptichazi do styku s
hepatocyty. Tam, na portdlnim po6lu hepatocytu, dojde k uvolnéni barviva z albuminu a
bilirubin I vstupuje do hepatocytu. Uvniti hepatocytu dochazi ke konjugaci s kyselinou
glukuronovou za vzniku vodorozpustného bilirubin-diglukuronidu, tedy bilirubinu II, ktery
je pres intaktni mikroklky na kanalikularnim p6lu hepatocytu se Zlu¢i vylucovan do tenkého

stfeva.



Teoreticka priprava:
Degradace hemoglobinu, biliverdin, bilirubin, sterkobilin, urobilin; urobilinogen, kyselina
glukuronova — biosyntéza a funkce.

Princip:

Bilirubin kopuluje s diazotovanou kyselinou sulfanilovou na roztok azobarviva, ktery je
vhodny k fotometrickému stanoveni. Stanoveni celkového bilirubinu se provadi v prostredi s
akceleratorem.

Cinidla:

Cinidlo 1 - roztok kyseliny sulfanilové a kyseliny chlorovodikové

Cinidlo 2 - akcelerator: kofein, octan sodny, benzoan sodny a chelaton I11.

¢inidlo 3 - pufr: vinan sodno-draselny a hydroxid sodny

¢inidlo 4 - dusitan sodny (JED!!!)

roztok 1 — ¢inidlo 2 rozpusténé ve 170 ml deionizované vody — mate pFipraveno!

YV VVVVY

roztok 3 - té€sné pied stanovenim si sami pripravite roztok 3 smichanim 1 ml ¢&inidla 1 a 25 QU éinidla
4 —NaNO,

Pracovni postup:
Do vysokych zkumavek pipetujte ¢inidla dle tabulky:

Cinidla [ml] V(Zzoi)ek Slepz’rl\gorek
Sérum (ml) 0,1 0.1
Roztok 3 (ml) 0,2 )
Cinidlo 1 (ml) ; 0.2
Roztok 1 (ml) 0,8 0.8

Obsah zkumavek ihned promichejte a nechte stat 10 min ve tmé (ve skiifice stolu) a dale
postupujte podle tabulky:

Cinidlo 3 (ml) 0,6 0,6

Obsah zkumavek opét promichejte a ponechte stat 10 min ve tmé (ve skfifice stolu).

Zméite pii vinové délce 600 nm absorbanci vzorku (Avz) a absorbanci slepého vzorku (Asy)
proti deionizované vod¢. Zbarveni je za nepfistupu svétla stadlé miniméalné 30 minut.

Vypocet: Obsah bilirubinu ve vzorku odectéte z kalibra¢niho grafu. K odecteni pouzijte
absorbanci vypoctenou ze vztahu Avz— Agy.

Poznamka:

Analyzu je nutné provadet za nepristupu svétla. Na svétle klesa zbarveni azobilirubinu asi o
10 % béhem 15 minut. Pokud by nebyl méren slepy sérovy vzorek, mohou byt ve vzorku
nalezeny falesné vyssi hodnoty bilirubinu podle druhu séra o 2 — 14 umol/l. Pouzita séra
musi byt ¢ira a nehemolyticka



9 MED
9.1 STANOVENI KYSELOSTI MEDU, KA 2110/1-6

Uvod:

S obsahu kyselin v medu pfimo souvisi jeden z dilezitych parametrti jeho kvality —
kyselost medu. Jsou rozeznavany tfi druhy kyselosti: volnd, laktonova a celkova. Pro
vyjadfovani kyselosti medu se obvykle pouziva termin volna kyselost, kterd je definovana
jako obsah vsech volnych kyselin obsazenych v medu. Kyselost medu je vyjadfovana v
miliekvivalentech (mekv) na 1 kg medu.

Kvalitni medy z Ceské republiky vétsinou obsahuji bézné do 30 mekv kyselin/kg
medu. Pfi vyto¢eni nevyzrdlych medi s vys$S§im obsahem vody nebo pii nevhodném
skladovani miize dojit k procesu kvaseni medu, pfi kterém dochazi ke zvySeni obsahu
organickych kyselin a tim i ke sniZeni celkové kvality medu. Limit dle norem je do 40 mekv
kyselin/kg.

Celkovou kyselost medu Ize rovnéz vyjadtit i jako hodnotu pH. Medy maji primérné
pH od 3,9 do 4,0, pfi ¢emz medy nektarové jsou kyselejsi (pH 3,4) a medovicové mohou
obsahovat az pH 6,1. Pfi¢inou mensi aktivni kyselosti medovicovych meda je vyssi obsah
mineralnich latek, které ptisobi tlumivé na kyselost.

Kyseliny jsou v medu obsazeny ve vSech druzich a zptsobuji kyselou reakci a chut’.
oxidaci). V medu je obsaZena spiSe ve formé laktonu, které tvoii asi tfetinu celkové kyselosti
medu. V medu jsou dile ve vyznamném mnozstvi pfitomny kyselina citrénovd, jablecna a
jantarova. V malém mnozstvi pak kyseliny octova, mravenci, maselna, mlécnd, Stavelova,
glykolova a 2-oxoglutarova. Bohaté spektrum organickych kyselin je znakem pravosti medu,
cukerné zasoby véel jsou na organické kyseliny chudé. Kvalitativni i kvantitativni zastoupeni
organickych kyselin v medech je velice variabilni a zavisi hlavné na botanickém druhu medu,
ale mize byt ovlivnéno také procesem zrani medu a zpiisobem jeho skladovani po vyto€eni.



Ukol: Stanovte kyselost vzorkt medu.

Princip: Stanoveni kyselosti medu je zalozeno na alkalimetrickém stanoveni s vyuzitim
odmérného roztoku hydroxidu sodného titraéni metodou na acidobazicky indikator
fenolftalein.

Cinidla:
v Hydroxid sodny (¢ = 0,1 mol/l )
v Etanolovy roztok fenolftaleinu (¢ = 1% )

Postup:
1) navazime do kadinky 10 g medu (v pfipadé tmavého medu ¢ini navazka 5 g, u
vysledku nutno nasobit dvéma),
2) pridame 75 ml destilované vody a rozmichame tyc¢inkou,
3) ptidame 5 kapek fenolftaleinu,
4) titrujeme 0,1 M hydroxidem sodnym do rizového zbarveni, které vydrzi 10 sekund,
5) titraci je nutno provést béhem 1 minuty,
6) odecteme vyslednou spotfebu hydroxidu sodného na desetiny mililitru.

Vypocet:

Kyselost medu je vyjadiena jako miliekvivalent kyseliny na 1 kg medu. Vysledek se vyjadti
jako spotieba hydroxidu sodného x 10. Pii analyze navazky 5 g vzorku se vysledna spotieba
vynasobi dvéma.



10 NUKLEOPROTEINY

10.1 IZOLACE NUKLEOPROTEINU Z KVASNIC A PRUKAZ JEJICH
SLOZEK

Ukol: 1zolujte nukleoproteiny z kvasnic a kvalitativnimi reakcemi prokazte jednotlivé slozky.

Teoretickda priprava: Purinové a pyrimidinové béaze nukleovych kyselin. Vyznamné
metabolity a intermediaty.

Princip:

Z porusenych bunék kvasnic (Saccharomyces cerevisiae, rasa drozd’arenskd) lze kyselym
roztokem ethanolu extrahovat a vysrdzet nukleoproteiny, které hydrolyzujeme =za
varu kyselinou sirovou. Hydrolyzat obsahuje mimo degrada¢ni produkty bilkovin také
degradac¢ni produkty nukleovych kyselin: purinové a pyrimidinové baze, kyselinu fosfore¢nou
a pentosy (ribosa, deoxyribosa). Uvedené latky se prokazuji kvalitativnimi reakcemi a to:
purinové baze jako nerozpustné stiibrné soli, kyselinu fosforecnou molybdenanem amonnym
jako nerozpustny zluty fosfomolybdenan amonny a pentosy reakci s orcinem, floroglucinem
nebo difenylaminem. Pentosy po odstépeni molekuly vody silnou kyselinou vytvareji furfural,
ktery s uvedenymi latkami déava barevné kondenzaéni produkty.

Cinidla:
v" chlorid sodny (pevny)
v kyselina octova 1,7 mol/l « roztok konc. amoniaku.
v" ethanol
v kyselina octova konc., tzv. ledova
v' Kkyselina sirova 1,1 mol/l,
v orcinové ¢inidlo: 1g orcinu v 500 ml 9,5 mol/l HCI, ptida se 4 - 5 ml FeCl; (10g/ 100 ml),
v roztok floroglucinu (1,3,5-trihydroxybenzen dihydrat): 2 g v 1000 ml 9,5 mol/I-HCI,
v’ roztok molybdenanu amonného v kyseling dusi¢né: 7,5 g molybdenanu amonného se rozpusti ve 100 ml
vody a ptida se 100 ml 6 mol/l HNO;
v amoniakalni roztok stiibra /k roztoku AgNO; (5g/100 ml) se pfidava koncentrovany roztok amoniaku,

pokud se vznikla srazenina nerozpusti/,
v Discheho ¢inidlo: 1g difenylaminu se rozpusti ve 2,5 ml konc. kyseliny sirové a doplni se do 100 ml
konc. kyselinou octovou.

Pracovni postup:

1) Do vysoké kadinky (objem 600 ml) odméite 42 ml deionizované vody. V ni rozpust'te 4,2
g NaCl a poté ptidejte 42 g (kostka) rozdrobenych kvasnic, které musite dobte ty¢inkou
rozmichat na homogenni suspenzi.

2) Suspenzi povaite opatrné za ¢astého michani nad plynovym kahanem. Suspenze nesmi
prekypét.

3) Ptidejte 8,4 ml 1,7 mol/l CH3COOH a obsah znovu uved’te do varu.

4) Po ochlazeni kadinky pod tekouci vodou rozlijte suspenzi piiblizné stejn¢ do dvou velkych
plastovych centrifuga¢nich zkumavek a odstied’te pii 3000 otackach/ 10 minut.

5) Odpipetujte 1 ml supernatantu do dvou zkumavek (pro diikaz glutathionu), zbytek ¢irého
zlutého supernatantu opatrné slijte do odmérného valce a zméite objem.

6) Z valce prelijte supernatant do 400 ml kadinky a pfidejte dvojnasobny objem ethanolu a
nekolik kapek koncentrované kyseliny octové. Obsah dobie promichejte ty€inkou a
ponechejte v chladni¢ce po dobu 15 minut.




7) Vyndejte opatrné kadinku z ledni¢ky a nezviite sraZzeninu nukleoproteint. Odlejte co
nejvice roztoku (dekantace) a zbytek spolu se srazeninou filtrujte na skladaném filtru (pfi
nedostatku ¢asu odstied’te).

8) Vlhkou srazeninu na filtru opatrné seSkrabnéte do kadinky (vysoka, objem 100 ml), ktera
obsahuje 10 ml 1,1 mol/l H,SO, .

9) Hydrolyzujte ve vrouci vodni lazni minimalné 10 min.

10) Obsah zfiltrujte a filtrat (hydrolyzat) nukleoproteinti pouzijte k dal$im analyzam.

Nasledujici reakce jsou kvalitativni a 1ze proto pti dodrzeni poméru vzorek/Cinidlo piizplisobit
mnozstvi roztokd v reakci mnozstvi hydrolyzatu, ktery mate k dispozici.

» Dukaz kyseliny fosforeéné: K 1 ml hydrolyzatu pfidejte stejny objem roztoku
molybdenanu amonného v kyselin€ dusi¢né a zahtejte ve vodni l4zni. Vznikne Zluta
srazenina fosfomolybdenanu amonného.

» Diikaz purinovych bazi: K 1 ml hydrolyzatu ptidejte 5-6 kapek roztoku amoniaku do
alkalické reakce (na lakmus) a déle 0,5 ml amoniakalniho roztoku stiibra. Vznikne
bilé srazenina stfibrnych soli purinovych bazi, jez pozvolna sedimentuje.

>
Diikaz pentos:

a) Reakces orcinem: Do zkumavky odméite 1 ml orcinového ¢inidla a zahtejte do varu s 5
— 6 kapkami hydrolyzatu nukleoproteini. Za 2 — 3 min vznikne zelené zbarveni.

b) Reakce s floroglucinem: 1 ml roztoku floroglucinu zahiejeme ve zkumavce s 5-6
kapkami hydrolyzatu az do vytvoifeni cerveného (resp. nahnédlého) zbarveni. V ptipade
nahnédlého zbarveni zied’te obsah zkumavky malym mnoZstvim vody.

c) Reakce sdifenylaminem: K1 ml hydrolyzatu pfidejte 2 ml Discheho ¢inidla,
promichejte a zahtivejte ve vrouci vodni lazni aZz do vzniku modrého zbarveni
(deoxyribosa), ptipadné zeleného zbarveni (ribosa). RozliSovaci barevna reakce obou
pentos.




10.2 DUKAZ GLUTATHIONU

Uvod:

Glutathion — nejvyznamnégjsi intracelularni antioxidant, chemicky je tripeptid (-
glutamylcysteinylglycin). Vyskytuje se v redukované a oxidované formé¢. V redukované formée je
thiol, v oxidované form¢ disulfid. Je nutné udrZet stabilni pomér redukované a oxidované formy
(GSH/GSSG). Pievahu ma redukovana forma pted oxidovanou. Hlavnim poslanim redukované
formy glutathionu je ochrana bilkovin obsahujicich sulfhydrylové skupiny. Glutathion se svym
antioxidacnim ptisobenim uplatni v likvidaci peroxidu vodiku a organickych hydroperoxidi v
buiice.

Glutathionperoxidaza je enzym, ktery katalyzuje redukci peroxidu vodiku a soucasnou oxidaci
glutathionu na oxidovanou formu glutathionu (GSSG).

H202+ 2 GSH —2 H,0 + GSSG

Glutathionperoxidaza se vyskytuje ve tfech formach — cGSHPx (vyskyt v cytoplazmé¢), eGSHPx
(vyskyt v krevni plazmé, extracelularni tekutiné) a pGSHPx (fosfolipidova glutathionperoxidaza).
Fosfolipidova forma chrani i fosfolipidy biomembran a pifeménuje fetézovou reakci lipidi
(lipoperoxidaci), kdy brani tvorbé malondialdehydu. Ve vztahu ke glutathionperoxidase je nutné
uvést vyznam selenu zastoupeného v aminokyseliné selenocysteinu, kdy nedostatek selenu vede k
poklesu aktivity glutathionperoxidazy.

Glutathionreduktaza katalyzuje pfeménu oxidovaného glutathionu (GSSG) na redukovany
glutathion (GSH) za spotiecby NADPH+H+, timto tedy regeneruje redukovanou formu

glutathionu. Obsahuje dvé podjednotky s flavinem jako aktivni ¢asti.

GSSG + NADPH+H" 2 GSH + NADP*



Ukol: Dokazte pfitomnost redukované formy glutathionu v extraktu z kvasnic

Teoreticka priprava: funkce glutathionu v somatickych bunkach, v erytrocytech, glutathion
—S-transferasa.

Princip: Glutathion se dokazuje barevnou reakci nitroprussidu sodného se skupinou (-SH)
glutathionu v alkalickém prostiedi.

Cinidla:
v" NaOH 2,5 mol/l
v' roztok nitroprussidu sodného 1g/100 ml v nasyceném roztoku siranu amonného

Pracovni postup:

Kcca 1 ml extraktu z kvasnic ptidejte n€kolik kapek roztoku nitroprussidu a poté 0,5 ml
NaOH po kapkach. Za pfitomnosti redukované formy glutathionu (-SH skupiny) se roztok
zabarvi intenzivné Cervené. Oxidovand forma (disulfidickd) tuto reakci nedava. Pfi delSim
stani Cervené zbarveni slabne. Zménu Cerveného zbarveni na Zluté lze vyvolat nadbytkem
hydroxidu. Ovéite a diskutujte v zavéru protokolu.




11 INSTRUMENTALNI ANALYZA V BIOCHEMII

Biochemicky analyzator IDEXX VetTest

e biochemicky analyzator IDEXX VetTest® nabizi piesnost diky technologii dry-slide,
kterd minimalizuje G¢inky interferujicich latek (lipémie, hemolyza, ikterus), takZze mlzete
Cinit spolehliva 1¢katska rozhodnuti

e navybér z 26 parametrd sefazenych v riznych hotovych panelech nebo individualnich
testech

e kdispozici 39 individualnich referenénich rozsahi, které jsou specifické pro jednotlivé
druhy a vék

e vSechny vysledky jsou k dispozici béhem cca osmi minut (Sest minut trva test plus dvé
minuty na pfipravu pii pouZiti plazmy).

Biochemické parametry analyzatoru IDEXX VetTest®

Lze stanovit 24 parametrt u 38 druht zvifat:

S pohodlnym vybérem hotovych panelt a individudlnich biochemickych testti v sadach po 12
testech a 25 testech miizete:

e upravit si diagnostické protokoly podle rozdila vyplyvajicich z druhu a véku
e upravit si panely na monitorovani choroby a medikace pro pé¢i zaméfenou na pacienta



Testy na jednotlivych slidech - jednotlivé biochemické parametry:
(12/25 slida v krabiéce)

GLU = Glukéza

TP = Celkové¢ bilkoviny

ALB = Albuminy

GLOB = glubuliny*

TRIG = Triglyceridy

NH3 = Amoniak

ALT = Alanin aminotransferaza
AST = Aspartat aminotransferaza
LDH = Laktat dehydrogenaza
CK = Kreatin kinaza

ALP = Alkalicka fosfataza
GGT = Gama-glutamyl transferaza
AMYL = Amylaza

LIPA = Lipaza

LACT = Laktat

CREA = Kreatinin

PHOS = Anorganicky fosfat
UREA = Mocovina

URIC = Kyselina moc¢ova
CHOL = Cholesterol

Ca2+ = Vapnik

Mg2+ = Hot¢ik

*vypocitany parametr
Hotové panely:

» Diagnosticky zdravotni profil
Stanovte diagnozu klinicky nemocnych pacientli na zakladé kompletniho diagnostického
zdravotniho profilu.
(13 biochemickych parametrti v jednom panelu (jedna vypocitana hodnota), 2 panely
Vv krabicce)

ALB, ALKP, ALT, AMYL, BUN, Ca, CREA, GGT, GLU, LIPA, TBIL, TP, GLOB*

» Monitorovaci panel NSAID
Pét cilenych testli doporucenych k monitorovani pacientt lé¢enych pomoci NSAID.
(5 biochemickych parametrti v jednom panelu, 4 panely v krabicce)

ALKP, ALT, AST, BUN, CREA

» Celkovy zdravotni profil
Nejuplnéjsi panel, ktery se pouziva k zakladnimu stanoveni zdravotniho stavu, screening u
star§ich zvifat a posouzeni stavu nemocnych zvifat.



(13 biochemickych parametri v jednom panelu (jedna vypocitana hodnota), 2 profily
Vv krabicce)

ALB, ALKP, ALT, AMYL, BUN, Ca, CHOL, CREA, GLOB*, GLU, PHOS, TBIL, TP

» Preanesteticky panel
Zajistéte bezpecnou anestézii pacienta pomoci pohodIného panelu s Sesti biochemickymi
parametry.
(6 biochemickych parametri v jednom profilu, 4 profily v krabicce)

ALKP, ALT, BUN, CREA, GLU, TP

> Panel zdravotniho stavu koni
Vsechny biochemické parametry, které potiebujete na testovani koni, v jedné pohodlné sadé.

(13 biochemickych parametri v jednom panelu (jedna vypocitana hodnota), 2 panely
Vv krabicce)

ALB, ALKP, AST, BUN, Ca, CK, CREA, GGT, GLOB*, GLU, LDH, TBIL, TP

» Zdravotni stav ptaka
Diagnostikujte onemocnéni u mnoha druhi ptaki; muzete provést cely profil nebo jen
jednotlivé slidy, které potiebujete.
(6 biochemickych parametrii v jednom panelu (plus vypocitana hodnota GLOB¥*), 4 panely
Vv krabicce)

ALB, AST, Ca, GLU, TP, URIC, GLOB*

» Pomér P:C v mo¢i
Detekujte a kvantifikujte proteinurii podle poméru P:C (protein:kreatinin) v moci a
diagnostikujte renalni choroby v raném stadiu, dfive neZ se u zvifete projevi azotemie.

(Pouzivat se sadou na ptipravu vzorki; 2 biochemické parametry v jednom poméru, 6 poméra
Vv krabicce)

UCRE, UPRO

» Panel na kontrolu kvality
Pomaha zajistit ty nejptresnéjsi vysledky testli pro vase pacienty — vSechny biochemické
parametry, které potiebujete pro komplexni kontrolu kvality u vaseho analyzatoru VetTest®.
(6 slida v jednom panelu, 4 panely v krabicce)

ALB, ALKP, ALT/SGPT AST, Ca, GLU, NH3;
Technologie IDEXX VetTest® Dry-Slide



Pfi odbéru biologického materialu se vzdy nemusi podafit odebrat tzv.. ,,¢isty vzorek krve
(bez vad) a to zejména jedna-li se 0 nemocné nebo stresované zvite.
e Vzorky od pacientd, ktefi nedavno jedli, mohou byt lipemické (mastné sérum).
e Vzorky od nemocnych pacienti mohou byt ikterické (zloutenka).
e Vzorky od pacienta, ktery se pfi vySetfeni urputné brani, mohou byt hemolytické
(Cervené zbarvené sérum).

Na nasledujicim obrazku je zndzornéno, Ze biochemickeé slidy VetTest jsou vybaveny filtracni
vrstvou, ktera minimalizuje G¢inky téchto interferujicich latek. Konstrukce dry-slide

s n€kolika vrstvami odfiltruje latky, které by mohly zkreslit vysledky, coz zajiStuje vetsi
piesnost.

Na horni stranu nanaseci vrstvy se aplikuje vzorek pacienta.

_—
m—— Nanasecivrstva: Vzorek se rovnomerne rozetie

AN —. Filtracnivrstva:
Qdfiltruji se Iatky, ktere by mohly zkreslit vy sledky.

-'. _‘_ Reagencnivrstva: Reagencie reaguje se vzorkem.

/'l’" Indikacnivrstva:
T Reagujicivzorek je podroben spektralni analyze

- A — Podplrna vrstva: Opticka rozhrani




Pouziti biochemického analyzatoru IDEXX VetTest®

Vzorek plazmy nebo séra mizete analyzovat pomoci zkumavky s lithiem a heparinem

s gelovou bariérou. Vzorek plazmy poskytuje rychlejsi vysledky, takze muzete rychle
posoudit stav vaseho pacienta, stanovit diagndzu a zahajit 1é¢bu jesté v prab&hu navstévy
pacienta.

Plazma
Doporucujeme pouzivat zkumavku s lithiem a heparinem s gelovou bariérou.

Pozn.: Aby nedoslo se srazeni krevniho vzorku, obsahuji zkumavky antikoagulant a inertni
polymerni gel, ktery behem centrifugace vytvori bariéru mezi buinikami a krevni plazmou.

Postup:

1) Pouzijte spravnou zkumavku (obr. 1.).

2) Pouzijte spravnou pomucku na odbér vzorku (obr. 2.).

3) Vzorek odebirejte opatrné (obr. 3.).
(Pouzijte spravny pomér krve k heparinu, 50-1001U heparinu/ml krve)

4) Opatrn¢ vzorkem otacejte po dobu 30 vtetin, aby se promichal (obr. 4.).

5) Vzorky odstred’te (Standardni odstiedivka - 3000 ot./10 minut) (obr. 5.).

6) Pieneste vzorek plazmy do kelimku nebo zkumavky pro snadny piistup Spicky
analyzatoru (obr. 6.).

Sérum



Postup:

1) Pouzijte spravnou zkumavku (obr. 1.).

2) Pouzijte spravnou pomicku na odbér vzorku (obr. 2.).

3) Vzorek odebirejte opatrné (obr. 3.).

4) Nechte vzorek srazet minimalné 20 minut.

5) Vzorky odstred’te (Standardni odstiedivka - 3000 ot./10 minut) (obr. 5.).

6) Pieneste vzorek plazmy do kelimku nebo zkumavky pro snadny pfistup $picky
analyzatoru (obr. 6.).




Vlastni provedeni analvzy:

V hlavni nabidce analyzatoru VetTest vyberte NEW SAMPLE (novy vzorek) a podle pokynti
na obrazovce zapiste informace o pacientovi. Po vyzvé zasurite slidy.

1. Nasad’te na pipetu pevné $picku.

2. Drzte pipetu vertikalnd. NEZ stisknete tlagitko, polozte $pi¢ku do stiedu vzorku.
Stisknéte tla¢itko na pipeté. Uslysite 1 PIPNUTI; zkontrolujte, zda se vzorek nasal do
Spicky.

3. Pf#i2 PIPNUTICH vyjméte pipetu z kelimku.

4. Pti 3 PIPNUTICH otiete $picku pipety utérkou, ktera nepousti vlakna. Spi¢ku otirejte
krouzivym pohybem.

5. Prohlédnéte si Spicku pipety a zkontrolujte, zda v ni neni vzduchova bublinka. Dejte
pipetu zpét do drzéku v analyzétoru. Zbytek testu probéhne automaticky.

Vzorek pred a po nasati vizualné zkontrolujte.

Rychla kontrola odhali, zda vzorek neobsahuje cizi ¢astice nebo vzduchové bublinky, coZ by
mohlo zplisobit nepiesné naneseni na slide. JestliZe zjistite pfitomnost cizich ¢astic nebo
vzduchovych bublinek, pribéh testu zruste tlacitkem ,,C* a naberte vzorek znovu s novou
Spi¢kou na pipeté.



Tento studijni

material byl zpracovdan z informaci

analyzdtoru IDEXX VetTest, firmy Cymedica spol. s.r.o.,

dostupné na www.cymedica.com

k Biochemickéemu




12 MOCOVA ANALYZA

12.1 KVALITATIVNI ANALYZA MOCE, HODNOCENI MOCOVEHO
SEDIMENTU, MOCOVA ANALYZA SYSTEMEM POCKET CHEM
PU 4010, KA 2110/1-9

Ukol: Provedte makroskopické posouzeni (zbarveni, pach, zakal, péna...).
Proved’te diikazy patologickych soucasti moci kvalitativnimi zkouSkami ve
zkumavkach (proteiny, glukosa, ketolatky, krev, Zlu¢ova barviva a Zlucové
kyseliny).

Teoreticka priprava:
Slozeni primarni mo¢i, systém renin-angiotensin-aldosteron, funkce ledvin ve vztahu k ABR.
Objasnéte pojmy: polyurie, polydipsie, polakisurie, strangurie, anurie, isostenurie.

Uvod:

VySetieni mo¢i patfi k zakladnim Klinicko-biochemickym vySetienim ve veterindrni
medicin€ a zahrnuje vySetieni:

= fyzikdlni

=  chemické

» mikroskopické (mocovy sediment)

Specialni vySetfeni zahrnuje mikrobiologické vySetfeni a rozbor moc¢ovvch konkrementtl.

Nemitze-li byt analyza moc¢i provedena do 2 hodin po odbéru, mo¢ musi byt uchovana
pii 4 °C a pted analyzou ekvilibrovana na teplotu laboratofte.

Makroskopické posouzeni moci

K fyzikdlnimu vySetteni patfi pfedev§im smyslova analyza, kdy zjiStujeme barvu, pénu,
¢irost a zapach moci. Déle sem néleZi zjisténi reakce moci (pH), jeji specifické hmotnosti
(hustoty) a diurézy.

1. Barva
U masozravci a piezvykavcl je svétle az slamové zluta, u koné cerveno- az hnédozluta barva
(barva konaku), kalného vzhledu (obsah uhli¢itanu vépenatého) s hustou az vazkou
konzistenci, nebot’ obsahuje mukoproteiny. H = svétle az zlaté Zluta.

Odchylky:

Svétlejsi barva — nadmérné piti (zredénda moc), selhani (insuficience) regulacni funkce ledvin.
Tmavsi barva — nedostatek vody, mimoradné ztraty vody (priijem, poceni).

Cervend barva — erytrocyty, myoglobin, porfyriny, rostlinndg barviva ( napr. cervend repa,).
Cervenohnéda barva — methemoglobin, myoglobin, erytrocyty, hemoglobin, intoxikace
olovem nebo rtuti.

Hneda az cernd barva — melanin, alkapton, methemoglobin, fenoly; casto se toto zbarveni
objevuje teprve po stani na vzduchu.

Zlutozelend, Zlutohnédda barva — bilirubin, biliverdin.

2. Péna



Zlutou az hnédoZlutou pénu miiZze zpUsobit bilirubin. VE&tsi mnozstvi bezbarvé pény byva u
moci obsahujici bilkovinu nebo glukosu. Péna je hojnéjsi a trvalejsi.

3. Mnozstvi (objem moci) za 24 h (tj. diuréza) je pro kazdé zvie odlisné; u skotu se
pohybuje od 6 do 25 1, u kon¢ od 4 do 151, u psaod 0,04 azdo 2 1. H =u dospélych
1 -2 litry.

Zvysena diuréza = polyurie
Snizena diuréza = oligurie
Uplna zastava = anurie (produkce moci pod 50 ml za 24 h).

4. Cirost

Normalni erstva moc¢ je Cird a prihledna u masozravcd, vSezravel a prezvykavcei.
Zkalena moc se vyskytuje fyziologicky vzdy u koni; pfitomnost mucinu ji dodava hustou az
vazkou konzistenci.
Pti¢inou zkalené moci ihned po vymoceni byva také pyurie.

5. Zépach

Je ovlivnén skladbou pfijatétho krmiva a také dlouhym stanim (oxidace, bakterialni
rozklad) kdy se méni na amoniakalni. Aromaticky zépach vnimédme u moci bylozravca,
pichlavé ostry u masozravei. Typicky je zapach pfi pfitomnosti acetonu — je prirovnavan
k zapachu shnilych jablek (provazi napi.hladovéni, diabetes mellitus). H = pach je svérazny,
ptipomina pach hovézi polévky nebo bujonovych kostek.

6. Reakce mo¢i (uréeni pH)

Reakci moci urujeme v Cerstvé moci co nejdiive. Neni-li mo¢ konzervovana (thymol
Vv isopropanolu, formaldehyd), dochéazi k rozmnozeni mikroorganismii, spojené s hydrolyzou
mocoviny na NH3 a k posunu na alkalickou stranu.

Pii rutinnim vySetfeni méfime pH pomoci pH-papirki (PHAN, ALBUPHAN,
PENTAPHAN, HEPTAPHAN), které jen kratce (na ls) ponofime do moci. Po vyjmuti
otfeme kapku ulpivajici na dolnim okraji prouzku o okraj zkumavky a ihned srovname se
zbarvenim pfislusné zony s barevnou stupnici, na které odeéteme pH. Zoéna papirku obsahuje
acidobazické indikatory (methylenova Cervenl a bromthymolovad modf), které reaguji na
koncentraci H® iontii vmo¢i zménou svého zbarveni. Analyza mize byt zkreslena
pritomnosti par amoniaku v ovzdusi laboratofe, staje apod.

kyselé pH = moc¢ vétsSiny masozravcu (obsahuje dihydrogenfosfore¢nan sodny/ Na H,PQOy)
alkalické pH = moc¢ koné, bylozravct (obsahuje uhli¢itan vapenaty / CaCOs

moc¢ vsezravcl — pH je zavislé na slozeni krmiva

clovék = pH 5,5 < 6,5 s krajnimi mezemi 4,5 - 8,0

y pH modi : acidoza, hladovéni, zatéz, infekce, dehydratace, febrilie.

7. Hustota (specifickd hmotnost)

Specificka hmotnost dava informaci o iontové koncentraci moci. Referen¢ni hodnoty jsou
pii bézném piijmu tekutin a potravin béhem dne mezi 1010 - 1050 g/I.



U diabetu, akutniho zdnétu ledvin ma stanoveni hustoty velky diagnosticky vyznam.

Pi‘ehled referen¢nich rozmezi hustoty a pH moci u vybranych druht zvirat

Hustota (g/l) pH
Kin 1020 — 1032 — 1050 75-8,0-85-9,0
H¥ibata pod 1010 75-8,0-85-9,0
Dojnice 1030 — 1045 70-75-8,0-85
Ovce 1015 - 1045 74-84
Koza 1015 - 1045 74-84
Prase 1010 — 1030 50-65-6,8-7,0
Pes 1015 -1040 55-7,0
Kocka 1015 - 1050 55-7,0
Clovék 1010 - 1025 55-6,5

Poznamka:

- U vysokoprodukénich dojnic nemd pH moci klesnout pod hodnotu 7,0; silny viiv vyzivy,
metabolické zateze, vysoké produkce mléka

- U psa je hustota moci nad 1050 signalem dehydratace (vliv vyzZivy, granule x varena strava,
maso + zelenina)

- U kocky je hustota moci nad 1060 rovneéz signal dehydratace.

DUKAZ PATOLOGICKYCH SOUCASTI MOCI

Ukol: Proved'te zakladni vySetfeni vlastni mo¢i na piitomnost patologickych souéasti
(kvalitativni reakce, diagnostické papirky). Pfi provadéni dikazi soubézné s vySetfovanym
vzorkem vlastni moc¢i analyzujte modelovy vzorek. Pfiprava modelového vzorku: moc¢ s
pfidavkem vySetfované patologické soucasti ke vzorku vlastni moci, napt. pii prikazu
glukosy v moci piidate k mo¢i nékolik kapek roztoku glukosy, podobné Zlu¢ (zluCova
barviva), krev, krevni sérum (bilkovina), aceton ( ketolatky ).

PROTEINY V MOCI (PROTEINURIE)

Zkouska s kyselinou sulfosalicylovou: Jeji princip spo¢iva v tom, ze se bilkovina kyselinou
sulfosalicylovou denaturuje, coz se projevi tvorbou zdkalu az srazeniny podle mnozstvi
pritomné bilkoviny. Tato zkousSka je nejpouzivanéjsi ze vSech zptisobu diikkazu bilkoviny




v moci. Je vysoce citlivda a prokdze i fyziologickd mnozstvi bilkovin v moci (nepiesahujici
0,15 g/ 24 h). Proto negativni vysledek s urcitosti znamena, Zze v moci neni patologické
mnozstvi bilkoviny, kdezto v ptipad¢ opalescence rozhodnou dalsi, méné citlivé zkousky, zda
nalezena bilkovina v moci neptesahla fyziologicky se vyskytujici mnozstvi (zkouska varem).

Pracovni postup:

K2 ml mo¢i pfidame 2 kapky kyseliny octové (5 mol/l) a 3-5 kapek kyseliny
sulfosalicylové (0,917 mol/l). Jestlize je ve vzorku pfitomna bilkovina, pozorujeme
opalescenci, zdkal nebo dokonce bilou srazeninu bilkovin. Intenzitu zdkalu hodnotime ve
svétle dopadajicim na zkumavku z boku dle nésledujici tabulky.

Hodnoceni:
Nalez Oznaceni PiibliZzna koncentrace
bilkovin v g/l

alscnce Jo vyt Smému poad |y,

?ikf); é?é?;§prosvité jim drobny text, ktery je + 01025
mlécny zakal neprihledny ++ 0,25-1,0

mlécny zékal vliockujici +++ 20-40
tvarohovita sraZenina ++++ 4,0 avice

Poznamka: Moc pouzita na zjisténi pritomnosti bilkoviny musi byt cira!! V pripadé vzniku
opalescence je vhodné provést s moci méné citlivou zkousku (zkouSka varem) a dle jejiho
vysledku rozhodnout, zda nalezend bilkovina v moci nepresahla fyziologicky se vyskytujici
mnozstvi (stopy).

ZkouSka varem: Vyuziva termolability bilkovin pti pH v okoli jejich izoelektrického bodu.

Asi 5 ml moci okyselime tfemi kapkami 5 mol/l kyseliny octové (izoelektricky bod) a
zahtejeme do varu. Bilkovina se projevi bilym zakalem az sraZeninou. Dbame, abychom
nepfidali kyseliny octové ptili§ mnoho, bilkovina by se pak nevysrazela (faleSn¢ negativni
vysledek).

Zvyseni (proteinurie): enormni zatéz, horecka, glomerulonefritida, pyelonefritida.

FaleS$n€ pozitivni reakci davaji v moci pfitomné sulfonamidy, perordlni antidiabetika a vyssi
koncentrace penicilinu. Kin : faleSné pozitivni protein reaguje na diagnostickém prouzku
(alkalicka mo¢, fyziologicka pfitomnost mukoproteint).

GLUKOSA V MOCI (GLYKOSURIE)

ZkouSky redukcéni: ZkouSka Fehlingova




Pii Fehlingové zkousce s CuSO, . 5 H,O (Fehling 1) v alkalickém prostiedi vznika
srazenina Cu(OH),, kterd se vinanem sodnodraselnym (Fehling II + hydroxid sodny) rozpusti
na modry komplexni anion. Glukosa vyredukuje za tepla z tohoto roztoku cihlové Cerveny
Cu,0. Zkouska se pouziva v klinické praxi k prikazu vsech redukujicich cukri v moci
(diagnostickymi prouzky prokazeme jen glukosu).

Pracovni postup:

1 dil Fehlingova roztoku I. + 1 dil Fehlingova roztoku Il. a stejny dil moc¢i vpravime
do zkumavky a opatrné povafime. V pifitomnosti cukrii vznika zelenavd, zelenozlutd a
zlutodervend srazenina oxidu méd'ného. Pouhd zména barvy (z jasné modré barvy se stane
modrozelena nebo zelend, ale roztok zlstava pruhledny, bez srazeniny) neznaci pozitivni
vysledek zkousky. Toto zelené zbarveni vzniké tim, ze vyredukovany oxid médny vytvari
barevny komplex s kreatininem. Pfed zkouSkou je dobfe se presvédCit povarenim samotného
¢inidla, zda nedava spontanni reakci — coz se miiZe stat, jsou-li roztoky staré.

Zvyseni (glykosurie): diabetes mellitus, 1écba glukokortikoidy, stres, traumata.

Falesn¢ pozitivni reakci zpiisobuje napf. pfitomnost kyseliny mocové, gentisové (metabolit
aspirinu) nebo kyseliny askorbové v moci pifi nedodrzeni reakénich podminek. Vysledek je
ovSem ovlivnén ptitomnosti dalSich redukujicich latek v moci (alkapton, streptomycin a jeho
metabolity, bilkoviny apod.).

Poznamka: Pri ditkazu glukosy redukcni zkouskou nesmi mo¢ obsahovat bilkoviny, které se
musi odstranit vysrdzenim filtraci (deproteinovand moc).

KETOLATKY V MOCI (KETONURIE, NAD 0,1 g/l MOCI)

Teoreticka priprava: Ketogeneze, ketolyza, transport ketonovych latek krvi, ketoacidoza.

ZkousSka Legalova
Aceton dava s nitroprussidem sodnym v alkalickém prosttedi karminové Cervené zbarveni.
TutéZ barvu v8ak vytvafi i1 kreatinin, obsazeny fyziologicky v moci. Na rozdil od zbarveni
vyvolaného acetonem zmizi barva zplUsobena kreatininem, jestlize roztok okyselime
kyselinou octovou.

Pracovni postup:

Nekolik krystalkl nitroprussidu sodného rozpustime asi ve 2 ml moc¢i. Potom piidame nékolik
kapek NaOH (2,5 mol/l). Vznikne-li ¢ervené zbarveni, neznamena jesté pfitomnost acetonu.
Piidame nékolik kapek ledové kyseliny octové (koncentrované). Neni-li aceton piitomen,
¢ervené zbarveni se méni na zlutavé, kdezto v pozitivnim pfipad€ se pivodni ¢ervena barva

jesté zvyrazni.

ZkousSka Langeova (modifikace zkouSky Legalovy)

5 ml mo¢i, 5 kapek nitroprussidu sodného (0,624 mol/l), 2 — 3 kapky kyseliny octové (1,665
mol/l) a smés se prevrstvi amoniakem (14,705 mol/l). Na rozhrani amoniaku a smési se objevi
Cervenofialovy prstenec, je-li v mo¢i obsazen aceton.

ZkouSka Lestradetova (oblibend rychla zkouSka proveditelna i ve stdji)




Plisobenim acetonu na praskové Lestradetovo ¢inidlo vznika fialové zabarveni. Reakce je
citlivéjsi nez Legalova zkouska.

Na hodinové sklicko dame na S$picku noze praskového cCinidla a pridame 1 — 2 kapky
moci. Pozorujeme, zda vzniklo ervenofialové zabarveni, zptisobené ketolatkami. Lehké

nartizoveéni se odecita jako stopy.

Zvvseni (ketonurie): diabetes mellitus, diabeticka ketoacidosa, la¢néni, hladoveéni. Dislokace
slezu, ulehnuti a lipomobiliza¢ni syndrom krav. Ketonurie je indikaci pro stanoveni
glukosemie.

KREV A KREVNi BARVIVO V MOCI

Teoreticka priprava: krevni barvivo a jeho derivaty. Biosyntéza hemoglobinu.

Heitz — Boyerova zkouska (velmi citlivd)

K 1 ml mo¢i ptidame 1 kapku krve, smisime se stejnym dilem Heitz-Boyerova ¢inidla a
opatrné navrstvime peroxid vodiku (0,88 mol/l). Vznikly erveny prstenec na rozhrani kapalin
je dikazem ptitomnosti krve.

ZvySeni (hematurie): erytrocyty, stroma erytrocytl, poranéni (exogenni, chirurgické,
konkrementy), tumory, infekce, septické zanéty, paraziti.

Hemoglobinurie: bez piitomnosti erytrocyti. Rozliseni hematurie a hemoglobinurie umozni
mikroskopické vysetfeni mocového sedimentu.

Myoglobinurie: rozpad svalovych vlaken / zhmozdéni svald, vyCerpavajici svalova zatéz ,
akutni svalové trauma, myositis.

PIGMENTURIE = hemoglobinurie, myoglobinurie / mo¢ je nacervenala pfip. dohnéda zbarvena
a ma lakovy vzhled.

Poznamka: Obsahuje-li moc vétsi mnozstvi hnisu (peroxidasy leukocytu), léciva, jodidy, soli
médi a Zeleza, muZe vzniknout falesné pozitivni reakce. Povarenim moci se enzymy inaktivuji
a reakce je negativni, zatimco v pripadé krevniho barviva se jeho aktivita zahidatim nemeéni.
Nalez je vhodné potvrdit (vyvratit) vyskytem Cetnych erytrocytii v mocovém sedimentu.

Z1LUCOVA BARVIVA V MOCI

Zkouska s dusitanem sodnym_na bilirubin (zeleny Ehrlich)

K 5 ml mo¢i pfidame 2 kapky roztoku dusitanu sodného (0,072 mol/l) a mo¢ okyselime
nékolika kapkami koncentrované kyseliny chlorovodikové. V piitomnosti bilirubinu se objevi
zelené zabarveni. Nadbytkem dusitanu sodného se méni zelené zabarveni rychle v modré a
zmizi. Proto pfidavame dusitan sodny velmi opatrné.

ZkousSka s roztokem jodu
1 ml mo¢i prevrstvime 1 ml jodové tinktury. V pozitivnim ptipad¢€ se na sty¢né ploSe
vytvoii zeleny prstenec.

Zvyseni (bilirubinurie): onemocnéni jaterniho parenchymu, invaze parazita.




Poznamka: Moc k ditkaziim bilirubinu musi byt co nejcerstvéjsi. Bilirubin se na vzduchu
snadno oxiduje. U koné je vylucovan jako hydrobilirubin. U zdravych psii je bilirubin
prokazatelny ve 20 az 60 % vzorkit moci pri hustoté moci > 1020 g/l.

ZLUCOVE KYSELINY V MOCI

Zlu¢ové kyseliny (kyselina cholova, deoxycholovd, chenodeoxycholova, lithocholova)
vznikaji v jatrech z cholesterolu, jsou zde konjugovany s glycinem nebo taurinem a ve formée
konjugatu vyluCovany do duodena jako soucast zluCe. Snizuji povrchové napéti, ¢imz
napomahaji emulgaci tuki a jejich traveni ve stfeveé. Do moci se zlu¢ové kyseliny dostavaji
pii snizeni prichodnosti az blokad¢ zluCovych cest.

ZkouSka Pettenkoferova

Na sty¢né plose mezi koncentrovanou kyselinou sirovou a moc¢i, do které pridame
sacharosu, se za ptitomnosti zlu¢ovych kyselin vytvaii purpurovy prstenec.

Ve zkumavce pfevrstvime opatrné koncentrovanou kyselinu sirovou moci v niz je
rozpusténo malé mnozstvi sacharosy. V pfitomnosti Zlu¢ovych kyselin vznikne purpurovy

Qrstenec.
MOCOVY INDIKAN (bez modelového vzorku)

Cinnosti symbiotické bakterialni mikroflory vznika ve stfevé z tryptofanu mimo jiné
produkty indol (tryptofan bez postranniho fetézce). Indol je oxidovan na indoxyl (3-
hydroxyindol), ktery po resorpci je v jatrech konjugovan s kyselinou sirovou (koenzym PAPS
donor aktivniho sulfatu) a jako netoxicky produkt je vylouc¢en mo¢i (napft. u psa 0,010 — 0,030
g/l mo¢i, ukoné 0,12 —0,300 g/l moci).

Zvyseni_exkrece indikdanu: nepriichodnost stfev (kolika u koné, cizi téleso, vysoky stupeni
naplnéni zaludku).




Ukol : Proved’te ditkaz patologickych soudasti mo¢i pomoci diagnostickych prouzki-
piiklad suché chemie pomoci pfistroje PocketChem MUA . Nastudujte mocovy sediment
pomoci mikroskopickych obrazii a doprovodnych textli k mo¢ovému sedimentu.

PocketChem™ UA (PU-4010)

pfistroj pro objektivni vyhodnocovani diagnostickych prouzki 10EA pro analyzu moci.

Charakteristika pristroje:
Pristroj PocketChemTM UA (PU-4010) je wuréen pro objektivni vyhodnocovani
diagnostickych prouzk 10EA pro analyzu moci.

Priprava vzorku a diagnostického prouzku:

e Do vyssi zkumavky si pfipravte tolik moci, aby do ni bylo mozné ponofit vSechna
reagencni pole diagnostického prouzku — €erny prouzek musi ziistat suchy!!

e Z obalu vyjméte jen tolik prouzki, kolik budete potiebovat a obal ihned uzaviete vickem.
Nedotykejte se reagencnich poli prouzku.

Zasady spravného mérieni na pristroji:

e Pristroj zapnéte stiskem a podrzenim tlacitka O
e Na displeji se objevi na chvilku ukazatel verze, datum a Cas a vyjede kolejnicka pro
prouzek.

Jakmile se na displeji objevi €islo pokusu (No............. a typ 10EA) je pfistroj pfipraven.
Potradné promichejte mo¢ ve zkumavce (na tiepacce).

Stisknéte na pfistroji tlacitko pro zahdjeni méfeni.

Na displeji bézi odpocet 3s, ktery je provazen kratkym pipanim.
Po tomto ¢ase pfistroj dlouze pipne (2s) — v této dob¢ ihned ponoite prouzek do vzorku moce
a po skonc¢eni zvuku jej vytdhnéte a poloZte opatrné bokem na pfipravenou bunicinu.
Na displeji bézi odpocet 60s. Po kratkém okapani a otfeni boku diagnostického prouzku jej
polozte na ¢ernou kolejnicku cernym prouzkem smérem nahoru. Musite tak ucinit nejpozdéji

do 18s pred koncem odpoctu, protoze poté zajede kolejnicka do pfistroje a zatne méteni.

Informace o kontrole pfistroje:

Pted vlastnim méfeni je mozné provést kontrolu (kalibraci) ptistroje dodanym testovym
prouzkem, ktery ma pfesné dany vysledek méfeni. Pracuje se s nim stejné jako diagnostickym
prouzkem a po zméfteni je mozné vysledek ovéfit s vysledky atestu, které jsou uvedeny na
plastové zkumavce od testového prouzku.



Nastudovani soucasti moc¢ového sedimentu

Ukol: Sou¢asti mocového sedimentu nastudujete pomoci vyti§ténych obrazki a texti.
Do protokolu zakreslete nejcastéji se vyskytujici soué¢asti mocového sedimentu.

Na cvifeni se pripravte prohlédnutim skvélych webovych stranek:
http://sekk.cz/atlas/index.htm
Vysetfeni mocového sedimentu z nekonzervované moci je nutno provést do 1 hodiny po

odbéru, jinak dochazi k vyraznému nebo Uplnému rozpadu elementi. Mocové valce Ize
presné analyzovat jen v ¢erstvé moci do 30 min.
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