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1. Uvod

.Tak pisti rok to zkusime znovu, ne?“, zeptala se prof. W& HybSova na
zav re né schzce minulého Skolniho roku. VSichni jsme souhlasili a ji aa
p emysSlet nad tim, jak utht dalSi projekt jeStlepSim. Dva msice prazdnin utekly
jako voda a my se, v pokud obmn né sestay, 3. zai 2007 opt seSli, abychom
zapo ali naSe mistrovské dilo. Chhecht, ka dy z nas zaplatilasu svou daa my se
ocitli v maturitnim roniku. N kte i se rozhodli, e vSechen sv as budou oltovat
studiu na maturitu a opustili nés, ale jini se k nam po nddeském triumfu s hrdosti
p idali. Ostatni maturanti naopak shledalirpdov dny krou ek vhodnou gpravou na
maturitu z biologie, a tak se nas krou ek (familiékole ko) op t seSel v laboratéch.
Tentokrat jsme nepouivali laboratopouze chemickou, nybr (naiklad pro
stanovovani krevnich skupin) i biologickou.

B hem roku jsme se op zu astnili velice pijemné exkurze na Rodov decké
fakult UP Olomouc, v Praze navstivili devou fenomenalni vystavu BODIES... THE
EXHIBITION prezentujici skutend lidska tla a zavitali na transfuzni oddni Fakultni
nemocnice v Olomouci s cilem darovat krev.

Oslovili jsme také studenty I. a Il. A a zeptalng se jich: ,Proje dobré darovat
krev?“ N které zajimavé i usmvné odpovdi m ete nalézt v naSi préci, stejrtak
i letak s potebnymi informacemi pro nové ,prvodarce“ krve, ktery jsme wyitvoe
spolupraci s transfuznim oddnim Fakultni nemocnice Olomouc.

Naststi jsme si tém cely rok neppoustli, e se opt jedna o sout, a tak nas
nervozita dostihla a na posledni chvili.

Stejn jako minuly rok jsme se snaili, co mona nejvice, zpiesskalu
provad nych pokus. Nejen proto, e jsme kady tyden v weny as celi netrgivi
ekali na pani profesorku, ktera se v dy sna ila ukojit naSeghgyt biologického studia
a zahrnovala nas vdy celou spoustou navimma pokusy, které bychom mohli
realizovat, ale také proto, e jsme ka dy ve svém nitru Ichdp t obstéat ve vysoke
konkurenci a dokazat, e jsme minuly rok vyhrali pravem. MyslimessnaSe prace je
d kazem toho, e se nAm poda ud lat ten obligatni ,kus prace” a radost jsme tim
ud lali p inejmensim soh A jestli Vas zaujme naSe prace i letos...? To se dozaime

v kv tnu.



2. CHEMICKE SLO ENIi IVYCH SOUSTAV

2.1. Sacharidy (cukry)

Sacharidy jsou skupinou organickych lateley@& n rostlinného pvodu, které
vznikaji fotosyntetickou asimilaci. Jsou teay pedevsim uhlikem, vodikem
a kyslikem. Jejich derivaty mohou obsahovat také fosfor, dusild.a si

Sacharidy jsou hlavni sasti vyivy v tSiny ivo ich , nebo jsou bohatym
zdrojem energie. Zsoba sachandt le ivo ich je vS8ak pomrn nizka, a proto jsou
neustale doplovany v potrav. Relativh nejv tSi zasoby se v ivdSném organismu
vyskytuji ve svalech a jatrech (glykogen). Kroranergetického zdroje @dstavuji
sacharidy nezbytnou soést biologickych struktur (membran, pojiv, nukleovych
kyselin, chitinové kostry hmyzu aj.) a maji v organisnadu specifickych funkci.
Heparin, na jeho chemické stavise podileji molekuly cukru, ma antikoaguia
U inek. Jiné sacharidy se podileji na stru&tantigen atd.

Sacharidy pro sy nezastupitelny biologicky vyznam museji byt Vjimané potrav
nezbytn p itomny. Jsou nejvyznamj$im zdrojem energie a denniijpm sacharid
v potrav by m | pokryvat 50-55% celkového energetického vydeje. Z 1 g sachseid
uvolni v prm ru 16,7 kJ. Sacharidy by ty byt pijimany pedeviim ve form
polysacharid. Polysacharidy pmdevSim rostlinného podu navic vytvéeji
nestravitelnou slo ku potravy — vladkninu. Jeji denni mno stvi v potray se mlo
pohybovat kolem 30 g (Holinka & Bik, 2003).

2.1.1. Reakce sacharid®

2.1.1.1.Thymolovéa reakce

Princip: VSechny sacharidy poskytuji s ethanolovym roztokem thymolu vidyse
prostedi a za gtomnosti krystalického chloridu sodného tmaamwené a purpurov
ervené sloueniny.

Pom cky: pipety, zkumavky, dr &k na zkumavky, zapalky, plynovy kahan

Chemikalie: 3% roztok thymolu v 96% ethanolu, koncentrovani HCI, krystalicky
NacCl, 1% roztok sacharidu

Pracovni postup: K 1 ml zkoumaného roztoku sacharididdme 3 kapky 3% roztoku

thymolu v ethanolu, 3 ml koncentrované HCI &alik krystalk NaCl. Vzniklou sms



proh ejeme bu 1-2 minuty nad plynovym kahanem nebo 5-10 minut na vrouci vodni

lazni. V pitomnosti sacharidse roztok zbarvierven (Obr. 1).

Obr. 1: A- 1% roztok glukosy, B- roztok glukosy po provedeni Thymolea&ae

2.1.1.2. Molischova reakcé4)

Princip: Monosacharidy a tkteré polysacharidy reaguji s-naftolem v prosedi
koncentrované kyseliny sirové za vzniku diaftohydroxyfurylmethanu, ktery se déle
oxiduje na ervenofialové barvivo. V pb hu této zkumavkoveé reakce neprokazujeme
sacharid, ale jeho §iny produkt 2-furankarbaldehyd - vznikajicispbenim kyselin
podle schématu:

Tento Stpny produkt poskytuje s alfa-naftolem barevné konderizarodukty, které
jsou vlastn d kazem primarn p itomného sacharidu.
Pom cky: pipety, zkumavky, dr ak na zkumavky
Chemikalie: 10% ethanolovy roztok -naftolu, koncentrovana 30, 1% roztok

r znych sacharid



Pracovni postup: Ke 2 ml roztoku sachariduigadme 5 kapek etanolového roztoku
naftolu. Roztok opatrn podvrstvime 2 ml koncentrované,$O,. V p itomnosti
monosacharid vznika na rozhrani sachariaé konc. HSO, erveny a fialovy prou ek
(Obr. 2).

Obr. 2: A- 1% roztok glukosy, B- roztok glukosy po provedeni Molischreakce

2.1.1.3. Salivanova reakcé

Princip: Touto reakci je mo no odliSit ketohex6zy od aldohexdéz.ivie-li ketohex6zu

s anorganickou kyselinou vipmnosti resorcinu, dochazi keezvenani roztoku nebo

ke vzniku ervenohndé sra eniny (Obr. 3), ktera je rozpustna v ethanolu.itbmnosti
aldoz je tato reakce negativni, nebo po déletrvajicim na e vzniknout r ovy zékal.

Pom cky: pipety, zkumavky, dr &k na zkumavky, zapalky, plynovy kahan

Chemikalie: 20% roztok HCI, krystalky resorcinu, 1% roztok fruktosy

Postup: Do zkumavky nepipetujeme 5 ml zkoumaného roztoku sacharidu.
Ke zkoumanému roztoku iddme stejné objemové mno stvi 20% HCI akaolik

krystalk resorcinu. Roztok zabjeme k varu.



A

Obr. 3: A- zahivani roztoku fruktosy s HCI a resorcinem, B- 1% roztok fruktosy,

C- roztok fruktosy po provedeni Salivanovy reakce

2.1.1.4. Reakce s Fehlingovyminidlem “)

Princip reakce: Sacharidy, které maji volny poloacetalovy hydroxyl, jsou schopny v
alkalickém prosedi redukovat m naté ionty (CuSg) na oxid m ny (CuO). Proto
tato reakce slou i ke kvalitativnimu odliSeni redukujicich a nergétikh sacharid.
Navic je mo no vznikly oxid m ny pou it ke kvantitativnimu stanoveni redukujicich

sacharid ve vzorku (gravimetricky nebo kolometricky).
glukosa + 2 [Cu(NH)4]SO;  glukonova kyselina + GO + 2 (NH;),SO; + 2 NH;

Pom cky: pipety, zkumavky, dr ak na zkumavky, kahan, zapalky

Chemikalie: Fehling | (34,659 CuSQ. 5H,0O rozpustime v 500 ml destilované vody),
Fehling Il (v 500 ml destilované vody rozpustime 60 g NaOH a 173a&nui sodno-
draselného) (gd pouitim smisime oba roztoky ve stejnych objemovych dilech),
1% roztok glukosy

1C



Pracovni postup: Do zkumavky odm ime 4 ml Fehlingovainidla a pidame 3 ml
vzorku. Sms zahejeme k varu. V ptomnosti redukujicich sacharidvzniki

luto ervend a ervenohnda sra enina oxidu m ného (Obr. 4).

A B C

Obr. 4:A- 1% roztok glukosy, B- roztok glukosy poigéni Fehlingova inidla | a |,

C- roztok glukosy po provedeni reakce

2.1.1.5. Redukce methylenové mod®

Pom cky: pipety, zkumavky, dr ak na zkumavky, kahan, zapalky

Chemikdlie: 1% roztok glukosy, 0,1% roztok methylenové nipdl0% roztok
uhli itanu sodného

Pracovni postup: Ke 2 ml roztoku glukosy jame 3 kapkyroztoku uhliitanu
sodného a kapku methylenové modPo ohati se sms odbarvi, po ochlazeni

a protepani se modra barva roztoku obnovi (oxidace vzdusnym kyslikem) (Obr. 5).

A B C D

Obr. 5: A- 1% roztok glukosy s N@aO; a methylenovou mod B- sms po zahati,
C, D- obnova modrého zbarveni

11



2.1.1.6. Redukce hexakyano elezitanu draselnéid

Pom cky: pipety, zkumavky, dr &k na zkumavky, kahan, zapalky, stojan, viaraly,
azbestové ska

Chemikalie: 1% roztok glukosy, zasadity roztok hexakyano elezitanu draselného
Pracovni postup:Ke 2 ml z4saditého roztoku hexakyano elezitanu draselnétdame

n kolik kapek roztoku glukosy. Olvame 5 minut na vrouci vodni l4zni a pozorujeme

zm nu zbarveni (Obr. 6).

A B C

Obr. 6: A- roztok 1% glukosy a hexakyano elezitanu draselného, B- eeltiaroztoku,

C- zahivani smsi

2.1.1.7. Dkaz $krobu®

Princip reakce: V d sledku vzniku nevazebnych interakci volnych elektronovych péar

agregétu KI. | Lugolova roztoku s vodiky hydroxylovych skupin uvnifroubovice
-amylézy Skrobu dochazi ke zm absorpni energie roztoku jodu a k posunu

barevného spektra z fialové do modré oblasti (metachromazie).ziutw je lidské

oko schopno zaregistrovat.

Pom cky: pipety, zkumavky, dr &k na zkumavky, zapalky, kahan

Chemikalie: Lugol v roztok (1g jodu se rozpusti ve 100 ml 3% roztoku Kl), 0,1%

Skrobovy maz

Pracovni postup: Do zkumavky nepipetujeme 3 ml 0,1% 3Skrobového maidame

n kolik kapek Lugolova roztoku. V ftomnosti Skrobu vznikne ve zkumavce vyrazné

12



modré zbarveni (Obr. 7). Zkumavku umistime do vrouci vody. Po zchladputi

p ikApneme Lugolv roztok.

A B

Obr. 7: A,B — zahvéani a odbarveni smi Skrobu s Lugolovym roztokem

Obr. 8: A- sms Skrobu a Lugolova roztokugal zahivanim, B- po zalivani
2.1.1.8. Mikroskopicky d kaz skrobu ©

Pom cky: mikroskop, podlo ni sklo, kryci sklo, sklena ty inka, brambor

Chemikalie: Lugol v roztok

13



Pracovni postup: Sklen nou ty inkou trochu oteme povrch rozznutého bramboru
a setenou substanci pneseme do kapky vody na podlo nim sklekigjeme krycim
sklem a pozorujeme pod mikroskopem. Pak ke stiagciho skla pdame malou
kapku Lugolova roztoku, kter4 podjrpronikne a moce zbarvi jednotlivA Skrobova

zrni ka (Obr. 10). Zbarveny Skrob dpgpozorujeme pod mikroskopem.

Obr. 9: Skrobové zrna pod mikroskopemeg obarvenim)

\

neotead Skrobova zrna
Skrobova zrna obarvena
Lugojon roztokem

Obr. 10: Skrobové zrna pod mikroskopem (po obarven)
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2.1.1.8. Rychlost resorpce jodidovych iont®
Princip: Jodidové ionty se z fatého jodidu draselného vebavaji ji v aludku
(podobn jako mnohé léky). Vseébané jodidové ionty jsou krevni plazmou roznaSeny
do celého organismu, &tn slinnych 14z, kterymi jsou vyluovany do slin. Jejich
p itomnost m eme prokazat reakci se Skrobovym mazem vtomnosti HNQ.
Ta oxiduje jodidové ionty na elementarni jod, jehdt@mnost se projevi v fiomnosti
Skrobu vznikem mo@ zbarveného komplexu.

2NO;+ 6T+8H » 3+2NO+4HO

V pokusu m ime as od poiti jodidu draselného po jeho vylemi do slin. Tak

m eme nepimo usuzovat na rychlost resorpce jodidovych iont

Pom cky: kadinky, zkumavky, pipeta, stopky

Chemikalie: 1% KI, 1% Skrobovy maz, koncentrovana HNO

Pracovni postup: Pokusna osoba vypije 15 ml 1% roztoku Kl. Po vypiti diladn
vyplachnou Usta destilovanou vodou, aby byly odstrarzbytky jodidovych iont
(vyplachovéani je nutno provadtak dlouho, a je reakce na jod negativni). Poté
ve dvouminutovych a po 8 minutdch v jednominutovych intervalech odebirame od
pokusné osoby vzorek slin. Ten dame do zkumavky s 3 ml 1% Skrobového madu a 1
koncentrované HN® Pokus ukonime tehdy, a ve vzorku slin proka emeifmmnost

jodidovych iont.

A B

Obr. 11: A- Na zdravi Pet!, B- pr kaz jodidovych iont ve slinach
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Obr. 12: A slinami jsme zaplnili jeSh kolik dalSich stojan se zkumavkami!

Obr. 13: Po cca 37 minutach jsme ve slinach prokazali jodidovg {o#tok se vSak

nezbarvil mode, vznikla v nm modra sra enina)

2.2. Bilkoviny

Bilkoviny (proteiny) jsou pgtomny ve vSech organismech asto tvoi vice jak
polovinu suSiny jejich 1a. Jsou pedevsim latkami stavebnimiKolagen je souast
k e, vaziva, elastin pru ného vaziva,keratin vlias , chlup, pei, histony vytva eji
spolu s DNA strukturu chromozomaktin a spektrinjsou viaknité bilkoviny bun nych

membran. ada bilkovin m& katalytickou funkci (enzymy). Mnohé hormony jsou

1€



bilkovinné povahy — napoxytocin vazopresininzulin glukagonneboparathormon

Kontraktilni bilkoviny @ktin a myozin svalovych burk, tubulin bi ik a asinek)
umo uji pohyb ivo ich . Molekuly bilkovin na svj povrch va ou a transportujadu

pro organismus de itych latek (tuky, steroidni hormony, ionty kterych kov, Iéky,

vitaminy, dychaci plyny apod.) Jako sdést povrchovych bunnych receptor

(glykoproteinya lipoproteiny) ur uji bilkoviny antigenni charakter ivégnych bunk.

Bilkovinami jsou tvoeny protilatky (nap globuliny krevni plazmy), zajijici

imunitni ochranu organismu. VIé ivo ich mohou mit bilkoviny i nkteré specifické
funkce. Nap. rhodopsinje fotoreceptorovy protein fgomny v sitnici savc, feritin

tvoi v jatrech a ve slezinzasobu elezatrombin a fibrin jsou konenymi stupni
procesu hemokoagulace (sré eni krve).

Bilkoviny jsou tedy zakladni saésti ivych organism a vSechny ivotni projevy
jsou na n p imo nebo nepmo vazany. Sav organismus nevytvazésobni bilkoviny
a musi mit zajiSh jejich staly pisun v potrav. Naopak hmyz me ukladat zasobni
bilkoviny v tukovém tlese. Nktera imaga (nap motyli nebo s ci) mohou potebu
bilkovin kryt ze zdsob nahromadych v larvalnim stadiu a sama bilkoviny v potrav
nepijimaji.

Pijem bilkovin je nezbytny. Navic bilkoviny ifmané v potrav museji obsahovat
ty aminokyseliny, které si lidsky organismus nedoka e sdm synteiizdgou to tzv.
esencialni aminokyseliny (izoleucin, leucin, methionin, felaylm, tryptofan....).
S ohledem na to, e tyto aminokyseliny jsouitpmny pedevSim v ivoiSnych
bilkovinach, je jejich nutricka hodnota t8i ne u bilkovin rostlinného produ.
Doporu en& davka bilkovin je 10-15% celkového energetického vydeje, tj. zBr8la
bilkovin na 1 kg tlesné hmotnosti. Z 1g bilkoviny uvolni organismus 17,2 kJ.
Nedostateny pivod bilkovin vede k poruchdm lesného a duSevniho vyvoje, ke
sni eni odolnosti v i infekcim, zhorSeni hojeni ran a k edém(otok m) (Holinka &
Bi ik, 2003).

2.2.1. Reakce bilkovin

2.2.1.1. Xanthoproteinova reakcé”
Princip: Zahivanim vodného roztoku bilkoviny s HNQ@ochazi ke vzniku lutého

zabarveni roztoku (xanthos = luty). Xanthoproteinovou reakci prokazujeitoenmost
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fenylu aromatickych aminokyselin (tyrozin a tryptofan). Chemickédstata
xanthoproteinové reakce spea v nitraci aromatického jadra tyrozinu nebo idolové
skupiny tryptofanu. Podobnreaguji i dalSi aromatické latky, nagenol. Pi reakci

vznika luté kyselina pikrové (2,4,6-trinitrofenol).
NO2

HO@ CH2|CH—COOH + 3HNO3 —> HO NO2 + CHg(fHCOOH + Hp0

NH2 NH2
NO2
kyselina pikrova

Pom cky: pipety, zkumavky, dr &k na zkumavky, kahan, zapalky
Chemikalie: vaje ny bilek, koncentrovana HN20% roztok NaOH
Pracovni postup:K na ed nému vajenému bilku ve zkumavce (2 ml)igdme opatrn
1 ml koncentrované HN{a opatrn zahivame k varu. Roztok ve zkumavce se zbarvi
lut . Po ochlazeni do zkumavkyigame nkolik kapek 20% roztoku NaOH. Rodni

lutd barva roztoku se po zalkalizovani ni na oran ovou (Obr. 14)

A B C D

Obr. 14: A- zahivani smsi bilku a HNQ, B- sm s po zahivani, C,D- sms po pidani
20% roztoku NaOH

2.2.1.2. Dkaz bilkovin biuretovou reakci
Princip reakce: Biuretovéa reakce slou i k pkazu pitomnosti peptidické vazby. nazev
reakce je odvozen od slaniny biuret, ktera vznika pzahivani mooviny na 186C

a tvoi v alkalickém prosedi za pitomnosti m natych iont fialovy komplex.
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Podobn reaguji peptidické vazby, ve kterych je usmtAni atom obdobné jako v

molekule biuretu.

|
H,N N NH
S \C/ \C/ 2 + NH
[l Il
@) @]

biuret

3

Pom cky: pipety, zkumavky

Chemikalie: 10% roztok NaOH, 1% roztok Cug@oztok bilku

Pracovni postup: Do zkumavky nepipetujeme 2 ml roztoku bilku a 2 ml 10% roztok
NaOH. Ke smsi pidame 1 kapku 1% roztok Cug@ protepeme. V gtomnosti
bilkoviny roztok zfialovi (Obr.15).

A B

Obr. 15: A- sms bilku a 10% roztoku NaOH, B- sepo pidani 1% roztoku CuSQ

2.2.1.3. Dkaz bilkovin v lut ninach ©

Princip: LuSt niny obsahuji globuliny rozpustné ve vodebo v roztocich chloridu
sodného. S ninhydrinem déavaji modré zbarveni (Obr. 16).

Pom cky: teci miska, zkumavky, stojdnek na zkumavky, vata, kadinka, kahan,
zapalky, hrach

Chemikalie: uhli itan hoe naty, 10% roztok chloridu sodného, 0,1% roztok

ninhydrinu
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Pracovni postup: Polévkovou | ici hrachu roze¢eme v teci misce s vodou na jemnou
kaSi a pimichame ubhliitan hoe naty. Pilijeme trochu 10% roztoku chloridu sodného,
dobe promichdme a nechame asi 10 minut stat. Paliltpuyjeme pes vatovy filtr.
Filtrdt ddme do zkumavky, pame asi 1 ml roztoku ninhydrinu, zafeme

a pozorujeme barevnou reakci.

Obr. 16: A- zahivani filtratu

2.2.1.4. D kaz siry v bilkovinach®

Princip: N které aminokyseliny (cystein, cystin a methionin) obsahuji gensvlekule
atom siry. Pokud bilkovina obsahuje tyto aminokyseliny, @ugit po zalkalizovani siru
v podob sulfidovych iont. Ty reaguji s octanem olovnatym za vznikern

zbarveného sulfidu olovnatého.

Pom cky: zkumavky, pipety

Chemikalie: roztok bilku, 10% roztok NaOH, 5% roztok octanu olovnatého
Pracovni postup: Do roztoku octanu olovnatého za michani pomaidépame roztok
hydroxidu sodného, dokud se vytenda bila sra enina (Pb(Ob)nerozpusti za vzniku
tatrahydroxyolovnatanu sodného Jeb(OH)]. Do irého roztoku pdejte roztok
vaje ného bilku (1 cf) a mirn zahejte. Vznik erné sraeniny (PbS) (Obr.17)

dokazuje pitomnost sirnych aminokyselin.
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Obr. 17: A- sraenina (Pb(OH), B- roztok Na[Pb(OH)], C- vznik erné sra eniny
(PbS), D-zaHvani smsi Ng[Pb(OH),] a vaje ného bilku, E- sra enina PbS

2.2.1.5. Denaturace bilkovin

Ka dou bilkovinu ivého organismu charakterizuje it& prostorova struktura
molekuly (priméarni, sekundarni, terciarni, kvarterni). Jakakuotivna této atruktury ma
za néasledek zmmu fyzikaln -chemickych a ztratu biologickych vlastnosti bilkoviny.
Takovéato nezvratna zma vlastnosti bilkovin se nazyva denaturace.

Pi denaturaci dochazi k rozvinuti bilkovinné molekuly rozruSenim nekovadéntni
vazeb. nejsnaze a jako prvni podléha denaturaci kvarterni strudtélieapak terciarni
a nakonec sekundarni. Primarni strukturat&va zachovana. Prakticky se denaturace
projevi jako zdékal, pop sraenina (precipitat), ktery nelze odstranit nadbytkem
rozpoustdla. Denaturace me byt zp sobena fyzikaln (teplota, z&ni, ultrazvuk atd.)
nebo chemicky (silné kyseliny a zasady, roztoky solkyth kov , organicka
rozpoustdla atp.) (Holinka & Biik, 2003).

Pom cky: vahy, odmrny valec, tyinka, zkumavky, stojan na zkumavky, kahan, dr ak
na zkumavku

Chemikalie: 15 g NaCl, destilovana voda, vejce, ocet, lih, CuSI®O

Pracovni postup: Pipravime si slany roztok vajaého bilku. Ve 150 ml vody
rozpustime 15 g NaCl a v tom rozmichame vajebilek. Do 4 zkumavek nalijeme

osoleny bilek (Obr. 18). Prvni zkumavku zgjleme v plameni, do druhé igame
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alkohol a protepeme, do eti zkumavky pdame kuchysky ocet a proepeme a do

tvrté pidame 5 ml roztoku CuS{a protepeme (Obr. 19).

Obr. 18: Zkumavky s osolenym bilkem

Obr. 19: Zkumavka. 1 - po zahati, zkumavka. 2 - po pidani alkoholu, zkumavka

3 - po pidani octu, zkumavka. 4 - po pidani 5 ml roztoku CuS©
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Obr. 20: Detail zkumavky. 3

2.3. Vitaminy

2.3.1. Vitamin C

Jestlie lov k delSi as trpi nedostatkem vit. C (kyselina askorbovd), dostane
kurd je (skorbut). Na rozdil od Siny ivo ich toti neumime syntetizovat vit. C
ve vlastnim tle a jsme zavisly na jeho ipnu v potrav. im je to zpsobeno?
Biosyntéza kyseliny askorbové je odkou jedné z wtvi pentézového cyklu, ktery
podle poteb organizmu zajifije pem nu hex6z v pentdzy a naopak. Pent6zovy cyklus
méame funkni. Chybi nam ale enzym L-gulonolaktonoxiddza, ktemmnp uje jeden
z meziprodukt tohoto cyklu (gulonolakton) v kyselinu L-askorbovou. Vitamin C si

nedovede vyrobit adny z antropoidnich primétap ik, 2001).
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Obr. 21: Biosyntéza kyseliny askorbové u obratloaai rostlin (Lapik, 2001)

2.3.1. 1. Dkaz vitaminu C©

Material a pom cky: zkumavka, kadinka, rostlinny material (citrébn, pomeraawi
apod.), l'i ka, n ky, t eci miska s tlolkem
Chemikalie: chlorid elezity hexahydrat Feg@bH,O (1% roztok FeG),
hexakyano elezitan draselnysfce(CN)] (1% roztok K[Fe(CN)] ), voda, celaskon
Pracovni postup: Nejprve si pipravime vyluh zrostlinného materidlu: rostlinny
material rozeeme v teci misce Asi 2 |iky dame do kadinky, plame 50 ml vody
a po zamichani nechamehtin 10 minut odstat. Bpravime si 1% roztok chloridu
elezittho a hexakyano elezitanu draselného a oba roztoky smich@me& ml
a pidame do zkumavky k 10 ml zkoumaného rostlinného materialu. Pozorujeme zm
zbarveni. Toté m eme provést s tabletou celaskonu.

Pozorujeme vznik modrého zbarveni (Obr. 22)sapeného redukimi U inky
vitaminu C. Kyselina askorbova (vitamin C) redukujé*Fenty hexakyano elezitanu
draselného na FE#onty. Intenzita zbarveni odpovida mno stvi vitaminu C ve

zkoumaném vzorku (zalo eno na principu kolorimetrie).
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Obr. 22: Dkaz vitaminu C — redukce Feiont hexakyano elezitanu draselného na

Fe?*ionty — vznik modrého zbarveni

2.3.1.2. Dkaz reduk nich vlastnosti vitaminu C pomoci AgNGQ®

Materidl a pom cky: rostlinna Sava pipravena v pedchozim pokusu, zkumavky,
stojan na zkumavky
Chemikdlie: dusinan stibrny AgNG; (5% roztok AgNQ), kyselina citronova,
celaskon
Pracovni postup: Do kadé zkumavky dame 3 ml 5% roztoku AgBOPrvni
zkumavku ponechame jako kontrolni a do dalSich nalijeme v dy po 2 iprlapené
ovocné nebo zeleninové &y. Pro srovnani dame také do jedné zkumavky 2 ml
roztoku kyseliny citrénové a do poslednidame 2 ml roztoku celaskonu. V3echny
zkumavky ve stojanu vio ime na 1-2 hodiny do tmy.

Roztok v kontrolni zkumavce a ve zkumavce s kyselinou citronayawesmnil.
Ve zbyvajicich zkumavkach se vytia tmava a erna sraenina (Obr. 23) jemn
rozptylenych asteek vyredukovaného dbra. Sraenina je tim tmavsi,im je
koncentrace kyseliny askorbové ve zkoumaném vzorku vysSi. Kysefibaosia, kterd
byla rovn mezi zkoumanymi vzorky, chwv citronovou Savu pipomina, ale

vitamin neobsahuje. Na dle se stibro vyredukuje rychleji.
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Obr. 23: Vyredukovéani dbra z roztoku AgN@pomoci vitaminu C

2.3.1.3. D kaz vitaminu C pomoci Tillmannova inidla

Materidl a pom cky: zkumavky, stojan na zkumavky, lka, citrén

Chemikalie: roztok celaskonu, roztok Tillmannovanidla (2,6-dichlérfenol-indofenol)
Pracovni postup: Do prvni zkumavky dame asi 3 ml roztoku celaskonu, do druhé
n kolik kapek citrébnové vy a do teti 3 ml vody. Do ka dé zkumavky jdame asi

3 ml Tillmannova inidla a protepeme. V roztoku celaskonu a v citrébnova@s se
mode zbarveny roztok Tillmannovainidla ihned odbarvi. Obsaheti zkumavky

z stdva beze zmmy. Siln reduknim Uinkem vitaminu C se inidlo odbarvuje
(Obr. 24) (Baer, 1960).

2.3.1.4. Kvantitativni stanoveni vitaminu C - stanoveni obsahu wiminu C

v tablet Celaskonu jodometricky

Princip: Vitamin C (kyselina L—askorbovd) je nejdit jSi cukernd kyselina, je
vyznamnymantioxidantem a ma vliv na tvorbu bilkoviny kolagenu a hemoglobinu.
Nedostatek se projevuje sni enou odolnosta tproti infekci, zanty dasni a jejich
krvdcenim. NejtSi stadia avitamin6zy jsou kur@e (skorbut) projevujici se
vypadavanim zuh Denni doporuena davka je 60 a 200 mg. Nelze se jim
p edavkovat, je rozpustny ve vadNejv tSim zdrojem v potravje ovoce a zelenina

(paprika, erny rybiz, jahody, citrusy, brambory, Sipky). Vitamin C je es#@nti
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(nepostradatelny ve vy iy pro lov ka, primaty  a moe, ostatni ivoichové ho

syntetizuji.

Obr. 24: Postupné odbarvovani Tillmannouadla citrénovou Savou

Jodometrie je titrace odmrnym roztokem jodu, zalo ena na redukci jodu na jodid v
neutralnim prosedi (L°+ 2 el. 2 ') a na oxidaci jodidu na jod v kyselem presi.
Indikatorem je Skrobovy maz, ktery se barvi roztokem jodu mo8tanoveni gsné
koncentrace jodu se provadi odmym roztokem thiosiranu sodného zname

koncentrace.

Postup: p iprava roztok:
1. Pipravime odmrny roztok thiosiranu sodného }a0; . 5 HO 0 koncentraci
0,1 mol dr¥.
2. Pipravime roztok 0,05 mol / dhjodu b
3. Skrobovy maz (0, 4 g $krobu do 20 ml dest. vody, suspenzi vlit do L60rke
vody)
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Obr. 25: Piprava roztok

Stanoveni p esné koncentrace roztoku jodu:

odpipetujeme 20 ml 0,1 molarniho roztoku

thiosiranu sodného do titrd ba ky

p idame dest. vodu a 5ml Skrob. mazu

roztok v bace titrujeme roztokem jodu a

do trvale modrého zbarveni sn Titraci

provedeme ikrat a vypo itejte pr m rnou

spotebu roztoku jodu ptitracich.

vypo ithme pesnou koncentraci jodu

Titrace . V(l2) mi
1. 22,2
2. 22,7
3. 22,5

Vf (12) 22,47

Tab. 1: Spokeba jodu.

Obr. 26:iBrava na titraci |

Obr. 27: Brava na titraci |l

28



Obr. 28: Titrace - stanovenigsné koncentrace roztoku jodu

Stanoveni vit. C
rozpustime tabletu Celaskonu v 50 ml dest. vody v tifréba ce + 5 ml 10%
H,SO, + 5 ml Skrob. mazu, titrujeme jodem do modré barvy. $baotjodu - v ml

si op t zapiSeme.

Titrace . V() ml
1. 32
2. 31,4
3. 32,2
VT (I2) 31,87
Tab. 2: Spoeba jodu Obr. 29: kelaskonu
Vyhodnocent

1. stanoveni pesné koncentracet
rovnice:4+ 2 NaS,0; 2 Nal + NaS,O¢
¢ (Ng&S03) = 0,1 M, V=20 ml (titrani ba ka)
c @) = V.(N&SiO= 20 ml) . ¢ (=0,1M) . Ft Ft =1/2)
¥
spoeba jodu: V (§) = 22,47 ml (Tab. 1)

pesna koncentrace jodu: ¢ = 0,045M

2. Stanoveni vitaminu C
spoktba jodu: V = 31,87 ml (Tab.2)
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molarni hmotnost vitaminu C: M = 176 g/mol
m=c.V.M=25241 mg
(http://chemiegjo.webzdarma.cz/Lab3 vitCdf

Zav r: 1 tableta celaskonu obsahuje podle udaje na kxat§Obr. 29) 250 mg vitaminu
C, jodometrickou titraci jsme v jedné tablegelaskonu zjistili 252,41 mg vitaminu C.
(rozdil ini 2,41 mg).

Obr. 30: Titrace — stanoveni vitaminu C

3. T Ini tekutiny
3.1. Mo

Mo se vytvai v ledvinach filtraci krve v Bowmanovych \@ch. Do toitych
kanalk prvniho &du pechézeji vSechny slo ky plazmy kronbilkovin. Tato tekutina
se nazyva primarni moObsahuje vSak jeStadu latek pro o nezbytnych, a proto se

tyto latky vstebavaji pi pr toku primarni moi systémem kanalk zpt do krve.
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Vst ebavad se pdevSim pebytend voda, glukosa, nerostné latky, aminokyseliny
a vitaminy. Konena tekutina — moe obsahuje vodu, mavinu, kyselinu moovou,
chlorid sodny a mensi mno stvi dalSich anorganickych soli draslifmjké a ho iku.

Mo zdravého lov ka nesmi obsahovat krevni tky, bilkoviny krevni plazmy, hnis
a cukr. Slo eni a mno stvi mo je do urité miry zavislé na fjaté potrav. Po vypiti
v t§iho mno stvi tekutin je ma vice, je idSi a je svtla. Po velkych ztratach vody
z t la, nap. pocenim nebo pymy, je moi mélo a je hustSi a tmavsi. Zdravipv k
vylou imo izaldenpb né strav a bez vyrazné kesné namahy 1200 éraody, 30
g mo oviny, 15 g NaCl a menSi mno stvi dalSich organickych a anorgariclitek
(Machova, 1984).

Analyza moe ma znany vyznam zejména pro posuzovani funkce ledvin, ale
i jinych organ (jater, pankreatu atd.). Kvalitativni vyS&i moe se provadi pomoci
diagnostickych prou k, indikatorovych tablet nebo zkumavkovymi reakcemi. Hlavni
parametry, které se wiji pi kvalitativnim nebo kvantitativnim stanoveni neojsou
pH, bilkoviny, glukosa, acetonové latky, bilirubin, urobilinogen, nitatyleukocyty
(Zajoncové, 2004).

3.1.1. D kaz chléru ©

Pom cky: zkumavka, stojanek na zkumavky, pipeta

Chemikalie: ranni mo, z ed n& kyselina dusnd, 3% roztok dushanu stibrného
Pracovni postup: Do zkumavky dame asi 2 énmo i, slab okyselime kyselinou
dusi nou a po kapkéch jpldvame roztok dusnanu stibrného.

Hodnoceni: Ve zkumavce se sra i chlorid Birny (Obr.31), ktery se oprozpousti.

A B C

Obr. 31: A- piprava vzork, B- mo, C- mo po pidani dusinanu stibrného
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3.1.2. Bilkoviny v moi

ivo iSnd mo obsahuje malé mno stvi bilkovin. &an jde o albuminy
a globuliny. Koncentrace u zdravéhiov ka vSak negesahuje 100 mg/l. Proteinurie, tj.
zvySené vyluovani bilkovin ledvinami, je stav, kdy koncentrace bilkovin v imo
stoupne nad 200 mg/l. K fyziologické proteinurii @ dojit po nadmrné namaze,
emocich, po phati nebo prochladnuti, kdy se objevuje v hotenstvi.
K patologickym pi inAm proteinurie pat poruchy funkce ledvin (zvySeny prik
bilkovin glomeruly nepo poSkozeni tabularnich Bgr(Holinka & Bi ik, 2003).

Proteinurie je stav, ikterém jsou b né zkousky na dgtomnost bilkovin pozitivni.

Referen ni hodnoty:

<0,2 g/24h co za normalnich okolnosti lmymi zkouSkami neproka eme
<0,1 g.I' (max. 0,2 g.1)

Hlavni slo kou fyziologické proteinurie jealbumin. Rozeznavame it typy
proteinurii, a top echodna, funk ni a patologickd P echodné proteinuriem e byt
febrilni (u malych dti pi hore ce) neboortostaticka, ktera se projevuje u rychle
rostoucich dti. Pi ch zi, nAmaze, ve stoje je proteinurie pozitivni, vlie e (v hgei
negativni. Ostatni funki zkousky jsou trvale negativni. Souvisi se mami v oblasti
bederni pate, zaina obvykle v 10-12 letech a vymizasto v dosposti. Funk ni
proteinurie byvéa tlesnou nebo duSevni ndmahouhatenstvim, teplotnimi vykyvy,
n kterymi léky aj. P i inou patologické proteinurie jsou chronické zany ledvin,
nefrozy, horenatd onemocmi, t ké srde ni a cévni choroby, po iti toxickych latek

a lé iv (sulfonamidy, opiaty, sloeniny rtuti a kadmia aj.) (Zajoncova, 2004).

3.1.2.1. D kaz bilkovin Helerovou reakci®

Pom cky: zkumavka, stojanek na zkumavky, pipeta

Chemikalie: koncentrovana kyselina dusg, 30 % kyselina octova

Pracovni postup: Asi na 1 ml koncentrované HNQhavrstvime po sh  zkumavky
mo , okyselenou 30 % kyselinou octovou.

Hodnoceni: Bilkoviny se denaturuji koncentrovanou kyselinou dusi. Pozitivni
reakce se projevi bilym prstencem na rozhrankdi m e vzniknout a sra enina.
Zeleny prstenec ukazuje naitpmnost bilirubinu, erven hndy na pitomnost

mo ovych barviv (Obr.32).
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Obr. 32: A- mo, B- mo po pidani HNG

Obr. 33: Piprava vzork

3.1.3. Sacharidy v moi
Za fyziologickych podminek jsou v lidské mgen stopy sacharid Zdravy lov k
za cely den zpravidla nevylouvic ne 1,4 mmol (tj. 250 mg) glukosy a pouze desetiny

mg ostatnich cukr Také zvieci mo neobsahuje za fyziologickych podminek tém
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adné sacharidy. Nachazime-li v monadbytek glukosy mluvime glykosurii. Ke
glykosurii doch&zi pedevsim @ zvySeni koncentrace glukosy v krevni plaznad 10
mmol.dm®. Pi této koncentraci je pkro en renaini prah pro glukosu a dochazi k
jejimu vylu ovani moi. K t mto stavm m e dojit za fyziologickych (alimentarni
hyperglykémie) nebo patologickych staidiabetes melitus). Glykosurie se vyskytuje
také v prb hu t hotenstvi, kdy dochazi ke snieni renalniho prahu pro glukosu.
Z ostatnich sacharidm e byt ke konci gravidity a v pb hu laktace vyluovana moi
laktosa (Holinka & Biik, 2003).

Glukosa je nepst jSim cukrem v ma (u kojenych dti jeSt laktosa), ostatni cukry
jsou mén asté. Do moe se dostava z krevniho dtu glomerularni filtraci. \iSina
glukosy je vSak v ledvinovych tubulech \etavana zg do krve. Kapacita tubularnich
bun k bun k pro resorpci glukosy j8-11 mmol.I* v plazm, tzv. ledvinovy prah pro
glukosu Je-li ledvinovy prah gkro en, glukosa se dostava do raoPi posuzovani
vysledk je nutno mit na panti, e renalni prah pro glukosu ma zme individuélni
kolisani. Jeho orientai vySeteni Ize provést peroralnim podanim glukosy,
stanovenim glykemie a zarover kazem glukosy v ma. Glykosurie = cukry v moi
(spravné je rozliSovat glukosurii, fruktosurii, laktosurii atd.).

Glykosurie m e byt prenalni, dochézi k pkro eni ledvinového prahu pro glukosu
a glukosa pechazi do md. Tyto projevy maji pi inu v tzv. alimentarni glykosurii
(po itim velkého mno stvi glukosy, kdy glykemie @kro i hodnotu 10 mmol.I* po
dobu kratSi jak 15 minut) neboimespravné rychlosti podavani glukosy mfuzi
anebo p diabetes mellitusRenalni glukosurie je zpsobena sni enim ledvinového
prahu pro glukosu pod 9 mmdl.l(glykosurie vzrsta, ale hodnoty glykemie jsou
normalni), k emu dochazi v thotenstvi nebo p renalnim onemocmi (porucha
ledvinovych tubul). DalSimi pi inami glykosurie me byt stres, zava né choroby
jater, nitrolebni nadory, nadoryah nadledvin, podani adrenalinu nebo kortikqidi
akutni pankreatitida.

Referen ni hodnoty glykosurie: 0,11-0,83 mmol.f v ranni moi (n kdy se uvadi 0,56

mmol.["), co je prahem citlivosti vtSiny metod. Je-li koncentrace glukosy ni §i ne
0,11 mmol.l", jde pravdpodobn o zvySenou bakteriurii (ffomnost bakterii, které

metabolizuji glukosu) (Zajoncova, 2004).
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3.1.3.1. Stanoveni glukosy v mo— Fehlingova zkouskd®

Pom cky: zkumavky, stojanek na zkumavky, pipeta, plynovy kahan, azbestd# si
varny kruh, dr &k, kadinky, sklema ty inka, i ka

Chemikalie: Fehling | (7 % CuSg), Fehling 1l (35 g vinanu sodno-draselného a 10 g
NaOH v 100 ml vody), glukézag8;,06, voda

Pracovni postup: Smichame Fehling | a Fehling Il v pora 1:1, roztok musi bytiry,
temn modré barvy, nesmi se kalit ani pa eni samovoln redukovat. Povéame 2 ml
pracovniho roztoku, je-li v padku, pidaji se 2 ml moe a opt se pova.
Hodnoceni:Glukosa redukuje v alkalickém prostli za varu dvojmocné mnaté ionty
na oxid m ny, co se projevi Ilutoervenym zbarvenim, {p. tvorbou
oran ovo ervené sraeniny. M natd sl je vazana v komplexu s vinanem
draselnosodnym. Reakce neni pro glukosu specificka, reaguje i frukddasa,
pentosy a redukujici latky neglukosové povahy. Pouhananbarvy na zelenou a
olivovou bez zékalu se hodnoti jako negativni reakce. Sra erluta,a ervend barva
znamenda pozitivni reakci. Jako pozitivni nalez hodnotime i pouhy vznikuzéka
zm ny barvy. Proto e pedpokladame, e reakce bude u studewttSinou negativni,

provadime jeStmodelovy pokus pmo s glukdzou.

zeleny roztok bez zelena oran ova ervena
sra eniny sra enina sra enina sra enina
+ + ++ +++

FaleSn pozitivni vysledky: - u ivani tetracyklinovych antibiotik

- u alkaptonurie

Obr. 34: Piprava vzork
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Obr. 35: Zahivani moi s Fehlingovym inidlem | a |l

A B C

Obr. 36: A, B- mo po provedeni Fehlingovy reakce (stanoveni glukosy), C- slepy

vzorek — glukosa a Fehlingovaidlo | a Il po zahéti
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3.1.4. lu ova barvivav mo i

Mezi lu ova barviva zazujeme:
- bilirubin
- urobilinogen, sterkobilinogen — tzv. Ehrlich pozitivni latky
- urobilin, sterkobilin — tzv. Schlesinger pozitivni latky
a) Bilirubin

Za patologickych stavse v moi nachazi bilirubinkonjugovany (p imy). ZvySené
hodnoty mohou byt zsobeny kameny nebo nadory lkwych cest (obstruki
ikterus), virovou hepatitidou, mononukle6zou, cirh6zu jater nebo toxikologickym
poSkozenim jater napCCl, (parenchymatozni ikterus).

Nekonjugovany bilirubin (nepimy) stoup& v krvi u hemolytickych loutenek
parenchymatédzniho ikteru, ale do maepronikd. V moi se vyskytuje vzacn nap.
p i kombinaci hemolytického ikteru se s@snou poruchou ledvin, u které je zvySena
permeabilita glomerularni membrany.
b) Urobilinogen, sterkobilinogen = tzv. Ehrlich pozitivni latky

Urobilinogen a sterkobilinogen se ozmja spole nym nazvem ,urobilinogen®.
Ozna uji se také jako Ehrlich pozitivni latky, nebposkytuji s Ehrlichovyminidlem
(p-dimethylaminobenzaldehyd a HClgrveny komplex. Urobilinogen vznika redukci
bilirubinu p sobenim bakterialni fléry tlustéhoeta. Z asti se resorbuje a v jatrech se
v tSinou pem uje. Mald ast se vyluuje moi. Ta &st, kterhd se neresorbuje, se
oxiduje na urobilin (neni v m@ z stava ve sev ).

Referen ni hodnoty: <17 mmol.I*

Nejv t8i vylu ovani nastava asi za 4 h pdsim jidle, proto se doporuje vySeteni
odpoledni nebo poledni moMo je nutno chranit gd svtlem.

ZvysSené koncentrace urobilinogenu jsoipipovany nedostateosti hepatocyt
nebo jejich funknimu zati eni (virova hepatitida, cirh6za, toxické poSkozeni jater,
hemolyticky ikterus, hemolytickd anémie, nadory). Urobilinogen se opmgako
»pigment nemocnych jater“. VysSi hodnoty jsouppovany fyziologicky nadnrnému
po iti velkého mno stvi masa, zeleniny. Také dlouhoddtvajici horené stavy jsou
doprovazeny zvySenymi hodnotami urobilinogenu. Naopak inou sniené
koncentrace urobilinogenu je uzévlu ovych cest anebo puplné zastav odtoku

lu im e urobilinogen Upln chyb t.
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c¢) Urobilin, sterkobilin
Urobilin i sterkobilin se md nevylu uji. Vznikaji v ni oxidaci urobilinogenu
a sterkobilinogenu. Jsouifpmny v moich déle stojicich na vzduchu a 8g. Oznauji

se jako Schlesinger pozitivni latky (Zajoncova, 2004).

3.1.4.1. Stanoveni urobilinogenu v ma— Ehrlichova reakce®®

Pom cky: zkumavky, stojanek na zkumavky, pipeta

Chemikalie: Ehrlichovo inidlo (0,3 g p-dimethylaminobenzaldehydu se rozpusti
v roztoku pipraveného ze 40 ml destilované vody a 60 ml koncentrované HCI)
Pracovni postup: 2 ml vychladlé, erstvé moi se smicha s 2 — 3 ml Ehrlichovimidla

a po 5 minutach srovnadme svpdnim zbarvenim ma.

Hodnoceni:V p ipad pozitivity dojde do 5 minut ke Brvenani (Ehrlich pozitivni

latky reaguji s 1,4 — dimethylaminobenzaldehydem v $irselém prosedi za vzniku

t eSov erveného zbarveni (Obr. 37).

A B C

Obr. 37: A- piprava vzorku, B- mq C- zbarveni ma po provedeni Ehrlichovy reakce
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Obr. 38: Zbsilé pipetovani

3.1.5.Stanoveni parametr mo i pomoci diagnostickych prou k (HEPTAPHAN)

3.1.5.1. Stanoveni bilkovin

Princip: Vyu ivaji  proteinovou chybu
specialniho indikéatoru, ktery seipH < 3,5 barvi
jasn lut . Pi pH vyS§im dochazi ke zm
zbarveni pes zelenou a do modré. pH < 3,5
zajiSuje pufr obsaeny v indikani zdn.

P idame-li bilkovinu, vai se H+ na zasadité
skupiny protein a zbarveni pchazi do zelena a
modra (stejny efekt jako pzvySeni pH). Je-li
mo bez bilkoviny, zéna je jasnlutad. Kdy je

p itomna bilkovina, zéna je zelend a modra
(stejn jako by doSlo ke zom  pH a nikoliv k

p idavku bilkovin) (Zajoncova, 2004).

Citlivost prouk :0,2-0,5¢

Obr. 39: Obal diagnostickych prou k
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Oznaeni na stupnici Bilkoviny (g'l)
1 0,3
2 1,0
3 3,0
4 10,0

Tab.3:Hodnoceni proteinurie diagnostickymi prou ky

Test je zejména citlivy na albumin, podstatni Si citlivost vykazuje v i
globulin m, mukoproteinm, hemoglobinu a Bence- Jonesdvlkovin . Reakce neni
ovlivn n4 hodnotou pH m@ v normalnim rozsahu, u extrémalkalickych moi (pH>
8) nebo u ma s vyjime n vysokou tlumivou kapacitou vSak ne test poskytnout
faleSn pozitivni reakci. FaleSnpozitivni vysledky mohou davat me pacient, kterym
byly podavany chininové preparaty neboiv& na bazi derivat chinolinu (pibalovy
letak).

3.1.5.2. Stanoveni glukosy

Princip: Glukosa se oxiduje vzduSnym kyslikem na kyselinu glukonovou za
katalytického psobeniglukosoxidasy Pi reakci se uvoluje peroxid vodiku, ktery
oxiduje nebarevnou formu chromogenu (o-toluidinu) na oxidovanou erdzhrvenou

formu (o-toluidinova mod. Reakci katalyzujperoxidasa

glukosa + @ __glukosoxidasa kys. glukonova +,8;

H,0O, + chromogen__peroxidasa . barvivo + HO

Prou ky Glukophan a Tetraphan obsahuji bezbarvou formu o-toluidinu,tyjmy
prouk — Heptaphan ma jiny chromogen, ktery se barvi fomnosti glukosy
ervenohnd . U t chto prouk neni redoxni indikator, protoe tato reakce (tzv.
Trinderova) neni citlivh na filomnost vitaminu C. Diagnostické prouky jsou
specifické na glukosu, ffomnost jinych cukr nevede ke zbarveni (Zajoncova, 2004).

Pitomnost redukujicich latek, které se mohou vyskytovat ve ox&até moi, jako

nap. kyselina askorbova, nezgobuje faleSnnegativni reakci. Malé mno stvi glukézy,
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které m e byt normaln vylou eno ledvinami, zpsobuje nazelenaly odstin dg. zény,

ktery je na Stitku oznan ,normal” (pibalovy letak).

3.1.5.3. Stanoveni bilirubinu
Princip: Bila z6na obsahuje inidlo (stabilizovana diazovana 1§ poskytujici
s bilirubinem v kyselém progtdi r ové a karminov ervené zbarveni. Test je pro
bilirubin specificky.
Citlivost: 30 mol.I" (Zajoncova, 2004).

Reakce neni ovlivma hodnotou pH me. Vysoké koncentrace kyseliny askorbové
mohou zpsobit ni Si a faleSn negativni vysledky. VySatvané vzorky moe nesmi
byt vystaveny gmému slunenimu svtlu, které wvyvolava oxidaci bilirubinu

a zp sobuje ni §i a negativni vysledky (fpalovy letak).

3.1.5.4. Stanoveni urobilinogenu
Princip: Reakni zona prou k obsahuje aromatickou diazoniovou g kyselém pufru,
ktera reaguje s urobilinogenem za vznikwového a karminov erveného azobarviva.
Intenzita zabarveni se porovna s barevnou Skéalou. Jeho sni enou kariogigtkanelze
stanovit. Stanoveni se provadi jen erstvé moi! Hodnoceni se provadi po 30 s (na
zbarveni vzniklé po 3 minutach se neberde).
Citlivost a specifita: Reakce je pro urobilinogen a sterkobilinogen specificka. Citlivost
je asi 5,1 mol.I'%, tj. zachycuje i fyziologické koncentrace (Zajoncova, 2004)..
Reakce neni ovlivma hodnotou pH me. Vysoké koncentrace kyseliny askorbové
mohou zpsobit ni i a faleSn negativni vysledky. VySetvané vzorky moe nesmi
byt vystaveny gmému slunenimu svtlu, které vyvolava oxidaci urobilinogenu a
zp sobuje ni 8i a negativni vysledky (jbalovy letak).

3.1.5.5. Stanoveni ketolatek

Princip: Zakladem je Legalova reakce. Indik& z6na obsahuje nitroprusid sodny v
siln  alkalickém prosedi (alkalickou reakci zajisje NaCQO;). Na pitomnost
ketolatek (zejména kyselinu acetoctovou, méaceton) reaguje indikator (za
p itomnosti siranu amonného) znou zbarveni z krémovehogs r ovou do temn

fialové. Intenzita zabarveni zony se po 1 mirarovna s barevnou Skalou na kralei.
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Citlivost: Hlavn na kyselinu acetoctovou — prou ek zachycuje koncentrace > 0,3
mmol.I* (na aceton je citlivost podstatmi i, kyselina 3-hydroxyméaselna tuto reakci
nedava) (Zajoncova, 2004).

Barevna srovnavaci stupnice je kalibrovyma na koncenkygsmliny acetoctove

(p ibalovy letak).

3.1.5.6. D kaz krevniho barviva

Princip: Sv tle luta zéna obsahuje stabilizovany organicky hydroperoxid gapuije,
e reakce nem e byt katalyzovan®eroxidasamieukocyt ) a chromogen (o-toluidin),
ktery se za ptomnosti hemoglobinu oxiduje na med zbarvené produkty (tzv.

pseudoperoxidasovy imek hemoglobinu

chromogen-H + H,O, peroxidasa, Hb, myoglobin oxigované forma chromogenu + 2(H

Pro pseudperoxidasov&eakce? Hemoglobin katalyzuje oxidace vhodnych substrat
peroxidem vodiku, podobnjako enzymperoxidasa Nejednd se vSak o enzymovou
aktivitu. Hemoglobin ji neztraci ani po tepelné denaturacka2 pseudoperoxidasove
aktivity se ma provad v p evaenych vzorcich, aby se vyldla p ipadna enzymovéa
katalyzaperoxidasamg leukocyt. Hodnoti se po minut

Citlivost a specifita:

3 — 5 ery/ 11, Ery, Hb, myoglobin (Zajoncova, 2004).

Provedeni testu:

K vySeteni pouijte erstvou, doke promichanou a neodsti nou mo bez
konservanich pisad, odebranou dasté nadoby. K anylyze nepou ivejte metarsi 4
hodin.

1. Vyjm te z tuby jen tolik prou k, kolik pot ebujete k bezprostdnimu pou iti a

tubu ihned peliv uzavete p vodni zatkou obsahuijici susidlo.

2. Nedotykejte se rukou reagerich z6n prou k.

3. Prou ek kratce ponade do vySebvané moe (1-2 s) tak, aby vSechny reagen

zony byly smoeny.

4. Prou ek otete hranou o okraj nddoby, aby byla odstrenpebyte na mo.

Ponechte prou ek ve vodorovné poloze.
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5. Po ca. 60 sekundach vyhodt® zbarveni reagenich zén srovnanim s
barevnou stupnici, zbarveni zény pro leukocyty vyhotthopo ca. 120

sekundach.

Obr. 40: Diagnostické prou ky po poreni do moi

Obr. 41: Odeitani vysledk
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Obr. 42: Vyhodnoceni zbarveni reageith z6n srovnanim s barevnou stupnici

3.1.6. Stanoveni vitaminu C v ma ©

Pom cky: ku elova ba ka, odmrny valec, byreta

Chemikalie: ranni mo, celaskon, 2,6-dichlorfenolindofenol (zakladni roztok barviva),
ledové& kyselina octova

Postup: Studenti veer ped planovanym cvenim sndi 4 tabletky celaskonu

a pinesou ranni mq ve které budou dokazovat vitamin C. Do ku elovékyadame 10

ml z&kladniho roztoku barviva aiapneme nkolik kapek ledové kyseliny octové, a

se zmni modra barva vervenou. Za krou ivého michani zvolnalgvame z odmrky
erstvou mo tak dlouho, a se ervend barva ztrati (Obr. 43). Koncentraci kyseliny

askorbové v mg/100 ml vypteme ze spotby moi v ml podle vzorce:
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10

X mg/100ml vitaminu C =

spoteba moi p i titraci

Zav r: Spoteba moi p i titraci inila 0,2 ml. Koncentrace kyseliny askorbové byla
vypo itdna na 50 mg/100 ml mo

A B C

Obr. 43: A- roztok 2,6-dichlorfenolindofenolu, B- zbarveni roztoku ivarpo pidani

ledové kyseliny octové, C- odbarveni roztoku pddni moi

3.2. Krev
3.2.1. Slo eni a funkce krve

Objem krve dosgeho lov ka koreluje s tesnou hmotnosti (bez tuku) a v pr ru
infu en 3,6 aumu 4,51 Kukol m krve pati mj. transport mnoha latek §0CQO,,
iviny, produkty metabolismu, vitaminy, elektrolyty atd.), teport tepla,

zprostedkovani penosu signalnich molekul (hormony), pufrovdni a obrana proti
cizorodym latkhm a mikroorganism. PInni uvedenych ukol se UGastni krevni
plazma i krvinky; mezi nimi vysoce @vauji erytrocyty které transportuji O2

a asten se podileji na udr ovani pH.eukocytyse uplatuji p i obran organismu,

pi em neutrofilni granulocytyodpovidaji za nespecifické monocytya lymfocytyza
specifické imunitni reakcelrombocytyse vyznamn U astni zastavy krvaceni. Pom
mezi objemem krvinek a celkovym objemem krve se azjegako hematokrit.

Krevni plazma je naloutly, mirn opaleskujici, slab zasadity vodny roztok
bilkovin, elektrolyt a malych organickych molekul. Jeji slo eni je za fyziologickych
podminek stalé. Objem krevni plazmini u dosplého lov ka okolo 5 % tlesné
hmotnosti, emu odpovida 2,8 a 3,5 |. Podil plazmy z celkové extracelularni irgkut

je 25 %. V plazm p ipada na vodu 91 — 92 % a 8 — 9 % na rozméStatky. Osmolalita
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plazmy se pohybuje okolo 280 — 300 mOsm/I, jeji ptd 7,4 £ 0,04. V krevni plazm
jsou rozpusty elektrolyty, iviny, produkty metabolismu, vitaminy, plynyravn
bilkoviny. K Ukol m plazmatickych bilkovin pat mj. humoralni imunita, udr ovani
onkotického tlaku (ktery je nezbytny pro staly objem krve), transportk late
nerozpustnych ve voda ochrana rkterych latek ped odbourdnim a ed vylu ovanim
ledvinami (nap. hem). Vazba menSich molekul na bilkoviny sniuje také jejich
osmotickou Uinnost. ada plazmatickych bilkovin se podili na sraeni krve a na
fibrinolyze. Kdy se krev srazi, spabuje se plazmaticky fibrinogen a z plazmy vznika

sérum.

3.2.2. Tvorba krvinek

Hemopoeticka tka tj. postnataln ervena kostni & a u plodu i slezina a jatra,
obsahuje pluripotentni kmenové Iy, které se vlivem hemopoetickychstovych
faktor diferencuji na myeloidni, erytroidni a lymfoidni progenitorovékyu Kmenové
bu ky se samy reprodukuji, tak e se jejich po udr uje b hem celého ivota staly.
Lymfocyty, které vzniknou z lymfoidnich prekurzormusi jest projit ,vychovou*
(v thymu nebo v kostni dni) a pozdji se vytvaeji nejen v kostni &ni, ale i ve slezin
a v miznich uzlindch (lymfopoéza). VSechny ostatni progenitorvéybproliferuji
a zraji a do své kon@é podoby v kostni @ni (myelopoéza), aby z ni byly nakonec
vydany do krve. Myelopoézu ovlivwji mj. dva hormony: erytropoetin (z ledvin)
a trombopoetin (z jater), ktery podmje zrani a proliferaci megakaryocytresp.
trombocyt. Vedle toho existuje celaada dalSich stimulaich a inhibinich faktor,
ktera parakrinnraguluji tvorbu krvinek gmo v kostni deni.

Erytropoetin, ktery se tvov ledvinach a jatrech (fetus: jatra; postnatakmsi 90%
v ledvinach), stimuluje zrani a proliferaci erytrocyledostatek @(nhap. p i pobytu ve
vysoké nadmaské vySce nebo phemolyze) zvySuje v regulaim obvodu sekreci
erytropoetinu a tim i pe@t erytrocyt, pi em se vkrvi zvtSuje zastoupeni
retikulocyt (= mladé erytrocyty). Doba ivotaervenych krvinek ini okolo 120 dn.
Erytrocyty pravideln vystupuji v ervené pulp sleziny z arteriol a pronikaji Guzkymi
péry do slezinnych sinus Zde jsou staré erytrocyty sekvestrovany a destruovany.
Rozpadlé krvinky jsou pak ve slezinjatrech a kostni éni mj. fagocytovany
a odbourany. Hem, ktery se uvolnii pemolyze, se gm ni na bilirubin, elezo je

reutilizovano (Silbernagl & Despopoulos, 2004).
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3.2.3. Metabolismus eleza, erytropoéza

Z celkového obsahu eleza Ve (okolo 2 g u en, 5 g u mu) jsou 2/3 vazany
v hemoglobinu, 1/4 tvé zasobni elezo (feritin, hemosiderin) a zbytek je elezo
funk ni (myoglobin, enzymy obsahujici elezo). Ztraty elezai u mo asi 1 mg/den,
u en a 2 mg/den (menstruacehbtenstvi, porod). Resorpce eleza probihédevsim
v duodenu a odpovida jeho peit . Z Fe pijatého potravou se resorbuje 3 — 15 %, p
jeho nedostatku a vice ne 25 %. Proto musi denfjem eleza init minimaln 10 —

20 mg/den (eny > di > mui).

3.2.4. Latky ovliv ujici erytropoézu

Pro erytropoézu jsou pebné také vitaminy B (kobalamin) a kyselina listova.
Nedostatek vyvolava hyperchromni anémii (poklestperytrocyt, zvySeni MHC).
P i inou je hlavn chyb ni ,vnit niho faktoru (nutny pro resorpci kobalaminu), pop
omezeni resorpce kyseliny listovéi pnalabsorpci, nebo velmi jednostranna vy iva.
Kobalamin vytvai v t le dosti znané zasoby, proto seigoruse jeho resorpce objevi
p iznaky jeho nedostatku a po kolika letech; anemie p nedostateném pijmu
kyseliny listové se projevi ji po rkolika malo msicich (Silbernagl & Despopoulos,
2004).

Vitamin B 15

Pati vedle eleza k faktorm limitujicim erytropoézu, proto e je speciald le ity
pro konené zrani ervenych krvinek. Je to cyankobalamin, ktery je produkovan mnoha
bakteriemi, zejména v travicim Ustrojeprykavc . Resorpce vitaminu 8 z potravy je
vazana na tzv. vnihi faktor, secernovany parietalnimi tami lazek fundu a ta
aludku. Vnit ni faktor va e s velkou afinitou vitamin B na komplex, ktery chrani
vitamin ped Uinkem trvicich enzym Komplex se pak vstbava pinocytézou v
dolnich &stech ilea, kde jsou specifické receptory pro mhitaktor. V krvi se vae
vitamin By, na bilkoviny (transkobalaminy) a zachycuje sedmostn v jatrech. Zde se
uklada do zésoby a odtud je uvavan pro poeby kostni den a ostatnich tkani. Je
U inny v nepatrném mno stvi (jeho denni gta ini pouze 1 -3 g).

Nejvyraznjsi ulohu ma vitamin B p i syntéze nukleovych kyselin. Uplate se

také jako kofaktor p konverzi ribonukleotid na deoxyribonukleotidy.
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Kyselina listova (pteroylglutamova)

Kyselina listova je syntetizovana vySSimi rostlinammikroorganismy. Je so@sti
koenzym pi syntéze DNA. Tak jako vitamin B se uastni biochemickych reakciip

bun ném dleni a diferenciaci.

Vitamin B g (pyridoxin) — je nezbytny pro syntézu hemu.

Vitamin B, (riboflavin) — uplatuje se pro normalni funkci a epiti erytrocyt .

Erytrocytarni reduktazy methemoglobinu jsou toti flavinové enzymy.

Vitamin C (kyselina askorbovd) ma v hematopoéze nespecifickou funkci. Nolyl

prokadzan vyznam kyseliny askorbové pro metabolismus eleza. iEjstagek vede k
poklesu feritinu (Trojaret al, 2003).

3.2.5. Resorpce Fe

elezo p ijaté potravou (hemoglobin, myoglobin a enzymy obsahujici feelgpsim
v mase a rybach) me byt po odstpeni bilkoviny relativn G inn resorbovano jako
hemové F&. V enterocytu je Fe inkem hemoxygendzy odfteno od hemu a
oxidovano na Fg, které bu p estoupi do krve, nebo gtane v buce vazano na feritin
a pi deskvamaci burk stevni sliznice se vrati do lumina. Nehemové Fe seem
vst ebat pouze jako B& Proto musi byt nehemové¥aejprve na laminarnim povrchu
enterocytu Uinkem ferireduktazy (+ askorbat) redukovano na’'Fere #* je
pravd podobn resorbovano sekundarnim aktivnim transportem pomoci elektrogenniho
Fe?* - H' - kotransportniho nos (DTC1) (kompetice s M#, Cc**, Cd* aj.). Pro tento
d j je d le itd nizka hodnota pH chymu, proto e: a) zvySuje gradient H+tyktene
Fe* s DTC1 do buky a b) uvol uje Fe pijaté potravou z komplex P fjem Fe do krve
je regulovan sevni sliznici: pi nedostatku Fe se va e cytosolova akonitaza (= Fe
regulujici protein) na feritinovou mRNA, a tlumi tak sliami translaci feritinu.
Resorbované Eétak m e ve v t&im mno stvi pestoupit do krve. Zde je oxidovano
ceruloplazminem (+ m ) na F&" a navazano na apotransferin, ktery transportuje Fe v
plazm . Transferin (= apotransferin + ¥ se dostava prostdnictvim transferinovych

receptor endocyt6zou do erytroblastdo bunk jater, placenty a dalSich. Apoferitin,
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ktery odevzdal Fe do cilovych buq je znovu k dispozici pro lem Fe ze seva a z

mikrofag .

3.2.6. Zasobni elezo a jeho recyklovani

Feritin (ve stevni sliznici, jatrech, kostni @ni, erytrocytech a plazmjako ,kapsa“
pro 4500 iont Fe* p edstavuje rychle vyuitelnou reservu eleza (asi 600mg); Fe
hemosiderinu se mobilizuje obtiji (250 mg Fe v mikrofazich jater a kostnied ).
Hemoglobinové a hemové Fe uvah@ z defektnich erytroblast(tzv. neefektivni
erytropoéza) a z hemolyzovanych erytrocgé va e na haptoglobin, paphemopexin,
pak je pohlcovano mikrofagy kostniesh , jater a sleziny a z 97 % znovu vyu ito.
(Silbernagl & Despopoulos, 2004).

objem krve (1)
i 0,041 kg t.h. + 1,53 0,047- kg t.h. + 0,86
(t.h. = tlesnd hmotnost)
hematokrit (hun 1/ | krve) 0,40-0, 54 0,37 - 0,47
0 et erytroc
2p ytrooyt 46-59 42-54
(10" krve = 16/ | krve)
koncentrace hemoglobinu
140 - 180 120 - 160
(g/l krve)
po et leukocyt 3-11

10/ krve = 1 rve) | (z toho 63% granulocyt 31% lymfocyt, 6% monocyt
(101 k G/ 1krve) | (z toho 639 locyt 31% lymfocyt, 69 )

po et trombocyt

170 — 360 180 — 400
(10’1 krve = 16/ | krve:

plazmatické bilkoviny )
66 — 85 (z toho 55 — 64 % albuminu)
(g/séra)

Tab.4: Zakladni charakteristiky krve

3.2.7. Krevni skupiny
Krevni elementy maji stejnjako vSechny biky organismu na svych bumych
membranach znaky antigenni povahy. Vyznaohtb antigen se projevi pedevsim p

transplantacich, kdy dochazi ke styku Hurdarce s organismem igmce. Pokud
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antigenni znaky krvinek darce nesouhlasi s antigenni strukturou krviiferage, dojde

k nésledné imunitni nebo antigenni reakci. Imunitni reakce vetderk protilatek
proti cizimu antigenu, antigenni reakce nastdvd mezi vpraveagitigenem a
protilatkou pitomnou v krvi pijemce pirozen nebo po pedchozi imunizaci. nej¥si
vyznam pro snasenlivost krve darce s kn¥jgmce maji ervené krvinky. Dvodem je
jejich velky poet, bohata antigenni vybava aitpmnost pirozen se vyskytujicich
protilatek hlavniho krevniho systému ABO(H). Pod pojmem krevni skupiny nebo
systémy si tedy gdstavujeme antigeny antigenni systémy na membragrytrocyt .
Protilatky proti skupinovym antigem jsou pirozen p itomny v plazm, nebo se
vytva eji pi imunizaci. Z stavaji i v séru. Reakce protilatky sigjuSnym antigenem
spoivad v aglutinaci (shlukovani) ervenych krvinek, proto antigeny nazyvame

aglutinogeny a protilatky aglutininy.

3.2.7.1. Systém ABO(H)
Krevni skupiny paici k tomuto vyznamnému systému jsou zndmy nejdéle a maji
znanou d le itost p i transfazich.

V roce 1901 objevil videsky Iéka K. Landsteiner, e shlukovani krvinek kterymi
séry je pirozenou vlastnosti lidské krve. Na zékladho popsal t krevni skupiny. V
roce 1907 jako prvni zjistil vS8echnyy i skupiny v tomto systému pra sky psychiatr
Jan Jansky. Zdl n4 krevni skupina je trvald a Hem ivota nemnnd. Vyskyt
a rozdleni krevnich skupin neni v &dné ipinné souvislosti s tesnymi nebo
dusevnimi vlastnostmi lidi. ast jSi vyskyt urité choroby u nkterych krevnich skupin
je n kterymi Iékai zkouman, ale nebyl bezpe prokazan. Objevuji se vSak sporadicky
i prace, uvadici, e nap. rakovina aludku se objevuje pdkud astji u skupiny A,
duodenalni a aludeni vedy u skupiny O atp. Skupinové vlastnosti se vyvijeji u
u plodu od 3. — 4. tydne ivota. Plnou silu vSak dosahuguysny aglutinogen a kolem
18. roku (www.zoologie.upol.cz/prednasky.htm).

V systému ABO(H) rozliSujeme 4 zékladni krevni skupiny -BAAB, O(H) podle
p itomnosti aglutinogen A a B na povrchu membrany erytrocytNositel skupiny A
mé aglutinogen A, skupiny B ma aglutinogen B, AB m& oba aglutinogemnyBA
Jedinec skupiny O nemda aglutinogen A ani B, ale ma& antigen Hjeceychozi
molekula pro tvorbu antigenA i B. V krevni plazm jsou pitomny pirozené

protilatky: aglutininy anti-A a anti-B. V krevni plazn(séru) jednoholov ka nejsou
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aglutininy proti vlastnim aglutinogem =

Landsteinerovo pravidlo (Trojaet al,

2003).
krevni skuping antigen protilatka | vyskyt vR (%)
A AL(A2) anti-B 41,5
B B anti-A 14,1
AB Al(A2) + B - 6,6
0 H anti-A, anti-B 37,8

Tab.5: Ureni krevnich skupin systému ABO(H) (Trojanal, 2003).

Skupina A se vyskytuje hlavnv oblastech u Atlantského oceanu, nejvice
u severskych nérod hlavn Eskymak a Laponc (a 60 %). Skupina B je nejst jSi
v jihovychodni Asii u Korejc, Ind a Indonésan(a 40 %). Na vychodnim Slovensku
je nap. asi 0 3 — 4 % skupiny B vice ne v zapadnichchich. Také romské
a zpravidla i idovské populace ve atini Evrop vykazuji o nco vysSi procento
skupiny B. Skupina 0 je nejhojj§i u americkych Indian kde u nkterych kmen
dosahuje a 100 %. Na druhé stratito Indidni nemaji vbec skupinu B, kter4 snad
vznikla mutaci ve starém sv (www.zoologie.upol.cz/prednasky.htm).

Pirozené aglutininy anti-A a anti-B jsou imunoglobuliny typu IgM a objewg
kolem 3. msice ivota. Novorozenec jeSttyto protilatky nema. Maxima titru je
dosa eno kolem 8.- 10. roku, ve dt@ak klesa. Protilatky jsou fpomny i v tka ovém
moku, mateském mléce a exudatech. Pokud tyto protilatky vzniknou teprve imunizaci
p i transfuzi nesluitelné krve, jsou to imunoglobuliny typu IgG.

Aglutinogeny A a B jsou oligosacharidy vazané na povrchubrém erytrocyt
na jeji bilkovinné a lipidové sloky a tvb tak glykoproteinové a glykolipidové
struktury. Vznikaji ze spol@mé prekurzorové molekuly tvené 4 oligosacharidy.
P ipojenim jedné nebo dvou molekul monosachardnikaji pislusné antigeny A, B
nebo H. Pokud se k prekurzorové molekule ipgji &dny oligosacharid, jde o vzacny
antigen Bombay. Antigenni isluSnost je tedy dana geneticky vyskytem enzym
katalyzujicich penos sacharidna prekurzorovou molekulu.

Antigen A neni jednotny. Byly zjidty podskupiny A — As, které se liSi klesajici
antigenitou. Podobnje tomu i u antigenu B. Oboji je zpobeno malou aktivitou

transferdzy, kter4d fpojuje k prekurzorové molekule antigenu H igtusné
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monosacharidy. V populaci je zastoupena skupin@® % a skupina Anecelymi 20
%. Zbytek tvoi dalSi podskupiny s foyvajici asti antigenu H. Stejnjako antigeny
jsou rozliSeny i protilatky na anti-Anebo anti- A. Protilatky anti- A shlukuji antigen
H (Trojanet al, 2003).

3.2.7.2. Systém Rh

Byl objeven nahodnteprve v r. 1940 Landsteinerem a Wienerem. Kralici byli
imunizovani krvinkami opice makaka rhezus (smny platny vdecky nazev je ompl

omplex) za Gelem pipravit imunni protilatky anti-M a anti-N. Ziskana séra nast
v 85 % pipad shlukovala krvinky lidi nezavisle na systému ABO a MN a asi %015
aglutinace nevznikala. Byl tak objeven novy antigen sp§iepro krvinky lov ka a
makaka (a rkteré dalSi opice). Podle druhového nazvu pokusné opice bylezjako
faktor ” omple” (Rh). V naSi populaci je asi 85 % lidi Rh+ a asi 15 % Hbji.
Spansti Baskové jsou napRh pozitivni asi ze 70 %ernosi vak a z 95 % .

Postupem asu se ukazalo, e antigenni systém Rh je vysoce komplexni.
NejvyznamnjSi jsou antigeny C, D, E, c, d, e, vyskytujici se v dyajitich. Pokud je
p itomen antigen D majici nejt&i antigenitu, jde o jedince Rh — pozitivniho (Rh+).
Neni-li pitomen, je jedinec tzv. Rh — negativni (Rh-). Hlavni slo kdto systému
jsou polypeptidy, které jsou vazany s fosfolipidy jénh vrstvy bun né membrany
erytrocytu. Vzdjemnou kombinaci alel dostdvame zejijSi genotypy Rh systému,
nap. Cde/cde, Cde/Cde, CDE/cDE atd. V ramci Rh+ je asjjSi genovy komplex
Cde, v ramci Rh- pak omplex cde. Jestli e otec i matka jsou sice Rh pozitivni,vale
antigenu D heterozygoti (s genotypem Dd), endit takovych rodi byt Rh
negativni. Vime, e nap otec s genotypem Dd bude mit polovinu spermii s antigenem
D a polovinu s antigenem d (www.zoologie.upol.cz/prednasky.htm).

Protilatky anti- D (anti-C, anti-E) vznikaji pouzei pmunizaci Rh-negativniho
p ijemce krvinkami Rh-pozitivniho darce. Jsou to imunoglobuliny typu IgG.
K imunizaci m e dojit i u matky Rh- krvinkami plodu Rh+.
Rh" Rh
podle Wienera Rh|Rh | R | Rh, | rh [ rh* | rh* | rhy
podle Fischera a Raceh@®ce | Dce | DcE | DCE | dce| dCe| dcE | dCE

Tab.6: Nazvoslovi aglutinogersystému Rh (Trojaat al, 2003).
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Inkompatibilita v systému Rh mezi matkou a plodememést k velmi va nému a
smrtelnému poSkozeni plodu (hemolytickh nemoc novorozerttive fetalni
erytroblast6za). B inou poskozeni plodu jsou protilatky anti- D vyteaé po
p edchozi imunizaci v te Rh- negativni matky Rh-pozitivnimi krvinkami plodu po
prvnim smiseni jejich krvi (p odlu ovani placenty them prvniho porodu nebo
potratu). V dalSich hotenstvich ji protilatky anti-D vytveené v tle matky pronikaji
placentou do fetalniho obu, kde dochazi v jpad Rh-pozitivhiho plodu k aglutinaci
a hemolyze erytrocyt k rozpadu Hb a néasledné bilirubinemii (Trojanal, 2003).
Nasledkem rozpadu poSkozenych erytroostnikd hemolyticka loutenka doprovazena
anemii. Do krevniho olfwu je vyplavovano wSi mno stvi nezralychervenych krvinek
(erytroblast). Anti-D protilatky jsou pitomny v krvi novorozence Rkolik dni, neustéle
dochazi k rozruSovani jeho krvinek a vznika nebeizp@ n jSich neurologickych
poruch (vysoky obsah bilirubinu toti gobi v nervové tkani jako nervovy jed, ktery

blokuje tvorbu makroergnich vazeb v gangliovychkach)

Fetalni erytroblast6za se vSak vyskytujeiitphotenské inkompatibilitv systému
ABO. Matka v takovych ppadech m& zpravidla skupinu 0 a plod pdb skupiny A,
vzacnji B. U matky se mohou vedle ippzenych protilatek anti-A a anti-B tvib
i imunni protildtky a atakovat plod. Dochézi zde k jakémusiagl ni organismu
s tendenci zhorSovani v dalSichdtenstvich (www.zoologie.upol.cz/prednasky.htm).

Kada thotnd ena je preventivhsledovana a v fpad Rh negativity se ji po
ka dém ukoneném thotenstvi (porod, potrat) podava sérum anti-D, kterd knvinky
plodu v tle matky a zabrani jeji imunizaci. [2 ité je podat tyto protilatky nejpozd
do 72 hodin po porodu (potratu). Pokud je v krvi matky jiisjuSny titr tchto
protilatek, provadi se u novorozence ihned po narozeni myntransfuze, v krajnich

p ipadech jeStu plodu, intrauterinn(Trojanet al, 2003).

3.2.7.3. Ostatni krevni systémy
Krom uvedenych hlavnich antigennich skupinovych syst&BO(H) a Rh existuji
na membranerytrocyt jesSt dalSi poetné antigenni determinanty vytefici systémy
i krevni skupiny, které se sice b nevySetuji, ale maji zdsadni vyznam v otazce
paternich spor (p i vylu ovani otcovstvi), v soudnim lélgvi pi identifikaci jedince
a v antropologii (rodinné, etnické antigenyadime k nim antigeny MNSs, P, Lewis,
Lutheran. Hrozené protilatky méa jen systém P (Troftral, 2003).
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Duffy, Kidd, Kell-Cellano, Lutheran, Diego (typicky pro americkédidny a pro
mongolskou rasu), systém Xg (souvisejici s pohlavnim chromozomera ®3lSi

(www.zoologie.upol.cz/prednasky.htm).

3.2.7.3.1. Skupinovy systém MN

P irozené protilatky se proti imto aglutinogenm vyskytuji zcela vyjimen a jsou
slabé, chladové povahy. Imunni protilatky anti-M a anti-N se negtygktak e tento
systém ma p transfazich podadny vyznam. VtSi vyznam ma vSak pro genetiku,

zvI&St ve sporech o otcovstvi.

Mohou zde byt celkemitskupiny: M (asi 28 %), N (asi 22 %), MN (kolem 50 %).
Ka dy jedinec je zde nositelem 2 gerM + M =M, N+ N=NaM + N = MN. tvrta
mo nost, kterou zname jako skupinu O v systému ABO, se zde nevyskytuje.
Z uvedeného nap vyplyva, e ma-li dit krevni skupinu M, pak matka jakékoliv
skupiny v tomto systému nemohla mit toto ditotcem skupiny N. Nebo jestli e otec
ma nap. skupinu M a matka N, pak jejichtdmohou mit pouze skupinu MN a nikoliv
M nebo N. Antigeny M a N jsou vSak sdruené je® jednim parem antigen
oznaenych S a s (podle australského Sydney, kde byly objeveny). Proto abigis
oznaujeme tento skupinovy systém MNSs. Jeho vyznam v geneticgéadiaice pi

sporech o otcovstvi je tim jeStyrazn jSi (www.zoologie.upol.cz/prednasky.htm).

3.2.7.4. Ur eni krevnich skupin systému ABO
Pom cky a chemikalie: diagnosticka souprava ABO na ani zakladnich krevnich
skupin, sterilni klobolky, Septonex, sterilni gaza, rychloobvaz

Diagnostickad souprava obsahuje monoklonalni diagnostika antir@naklonalni
diagnostika anti-B, karty pro vlastni eni krevni skupiny a tynky, které sloui k
promichani diagnostika s krevnim vzorkem.
Pracovni postup: Do modrého krou ku karty se kapne 1 kapka monoklonalniho
diagnostika anti-A a do lutého krou ku po 1 kapce monoklonilniho diagnostika anti-B
Do ervenych krou k se kapne po 1 kapce pIné krve studentdo Enou ty inkou se
promichaji elipsovitymi pohyby kapky monoklonalnich diagnostik s kapkami &rte,
ka dy vzorek samostatnym koncem ityky. Vysledky se odédtaji do 1 minuty po

promichéni za mirného kyvavého pohybu diagnostickou kartou (Zajoncové, 2004).
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