Zdislava Vanickova

Biochemické metody
vyuZzivané v lékarstvi 1.

V tomto roce se v ¢lancich K vyuce vénujeme riznym metodiam pouzivanym
v biologickém a medicinském vyzkumu i rutinni praxi. Dnes se soustiedime
na metody klinické biochemie. Az pujdete pristé k 1ékari na preventivni pro-
hlidku nebo predoperacni vysSetfeni, pravdépodobné vam zdravotni sestra
odebere jednu ¢i vice zkumavek krve a prevezme od vas vzorek ranni moci.
Vétsinou jiz nasledujici den obdrzi lékar vysledkovy list. Jaka je vSak cesta od
zkumavky k ¢iselnému vysledku? Jaké metody v biochemickych a hematologic-

kych laboratorich pouzivame?

Prvnim krokem je rychly transport vzorku
do laboratote. Rtizné analyzované latky
(analyty) jsou riizné stabilni, ale obecné
plati, Ze vétSina vzorkd by méla dorazit do
laboratofe do dvou hodin od odbéru. Trans-
port plné krve probih4 ve tmé a p¥i pokojové
teploté&, séra nebo plazmy v chladu, pokud
nésledné metody nevyzaduji jinak. Nékte-
ré metody, pfedeviim v hematologickych
laboratofich, pracuji s plnou nesrazlivou
krvi. Nesrazlivosti dosahujeme pouzitim
protisrazlivych ¢inidel (napt. citratu, hepa-
rinu nebo kyseliny etylendiaminotetraocto-
vé), pfi¢emz vybér je dan navazujici meto-
dou, aby ¢inidlo, pokud mozno, neovlivnilo
stanoveni. V biochemickych laboratofich
pouzivame plnou krev mimo jiné pro stano-
veni glykovaného hemoglobinu.

Vétsina biochemickych vysetfeni probi-
ha ze séra nebo plazmy. Sérum neboli krev-
ni sérum je tekuta ¢ést krve, kterd ztistane
po dokonceném srazeni krve. Na rozdil od
krevni plazmy neobsahuje fibrinogen a dal-
81 faktory sraZeni, jinak je jeho sloZeni to-
tozné se sloZenim krevni plazmy. Sérum
i plazma se z krve ziskavaji pomoci centri-
fugace a po ni se museji neprodlené oddé-
lit od vrstvy krvinek. Dnes se ¢asto pouZi-
vaji odbérové zkumavky s gelem, ktery po
centrifugaci oddéli vrstvu krvinek a sérum
nebo plazmu. To umoziiuje pouZiti primar-
nf zkumavky pfimo pro stanoveni na analy-
zatorech, je omezeno riziko chyby v ozna-
¢eni pii pipetovéani vzorku a vznika také
méné odpadu.

e Analyzované ionty

Prvnimi analyty, jeZ vidime na vysledko-
vém listu, jsou vétsinou ionty — sodik, dras-
lik, chloridy, pfipadné vapnik, hotéik a fos-
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zafen{ umistén atomizovany vzorek,
dochézi k ibytku prochézejiciho svétla.

fore¢nany. Az na posledni jmenované, které
se stanovuji absorp¢ni fotometrii, u ostat-
nich iontd vyuZivame nejcastéji iontové
selektivni elektrody. Jejich stanoveni{ dava
lékati zakladni informaci o stavu vnitiniho
prostfedi a o hospodateni s vodou.
Nazvem iontové selektivni elektrody
(ISE) jsou obvykle oznacovana elektroche-
mickd ¢idla umoznujici potenciometric-
k& méten{ aktivity iontt ve vodnych nebo
smienych prostfedich, pfipadné parciél-
nich tlakd plyni rozpusténych v kapali-
nach. Potenciometrie je metoda vyuZzivajici
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nepfimé méfeni elektrochemickych poten-
cidla. Poloc¢lanek, ktery predstavuje ISE
ponofena do zkoumaného roztoku, sestava
zpravidla z iontové selektivni membrany,
vnitiniho elektrolytu a vnitini referencni
elektrody (obr. 1). Druhym poloc¢ldnkem je
vnéjsi srovnévaci elektroda. Hlavnim poza-
davkem je, aby iontové selektivni membra-
na mérné elektrody dokonale oddélovala
zkoumany roztok od vnitfnfho elektrolytu
¢idla a aby byla co nejméné atakovana roz-
poustédly, s nimiz p¥i méfeni pfichazi do
styku. Materialoveé je bud pevn4, ¢asto skle-
nénd, nebo plastickd. Obdobna elektroda se
pouziva i pro méfeni kyselosti roztoki (pH).

Ionty, které se v krvi vyskytuji v nizsich
koncentracich, stanovujeme nejéastéji po-
moci atomové absorpéni spektrometrie
(AAS) — spektrometrické analytické metody
slouzici ke zjisténi obsahu stopovych prvki
i vyznamnych koncentraci jednotlivych
prvka v analyzovaném roztoku. Metodou
lze analyzovat pfes 60 prvku periodické
tabulky. V klinické praxi tak zjistujeme
napf. pfitomnost zinku, médi nebo arzenu.

Roztok analyzovaného vzorku je ,,zml-
Zen“ (ultrazvukem nebo priitokem spalova-
ciho plynu a oxida¢niho ¢inidla tryskou, né-
kdy v kombinaci s tfi$ténim kapek na pevné
pfekédzce ¢i pomoci malé vrtulky) a vznikly
aerosol zaveden do plamene nebo grafito-
vého atomizatoru, kde se roztok okamzité
odpaii a rozrusi se chemické vazby v mole-
kulach pfitomnych slou¢enin (obr. 2). Pod-
minky atomizace jsou pfitom voleny tak,
aby co nejvétsi populace méfenych atomu
zlstala v neutrdlnim stavu a nedochazelo
k ionizaci za vzniku nabitych ¢éstic. Plame-
nem prochazi paprsek svétla ze specialni
vybojky, jehoz fotony jsou pii setkéni s ato-
my analyzovaného prvku absorbovany
a atom prvku pfechazi do pfislusného vzbu-
zeného stavu. Dochazi tak k méfitelnému
ubytku intenzity prochézejiciho svétla.

V praxi se pak jako méfena veli¢ina po-
uzivé logaritmus tbytku svételné energie
nazvany absorbance A, pro niZ plati vztah:
A =log (I,/1) = 2,303 . k.n.1, kde L je in-
tenzita budiciho zafeni, I — intenzita zéfe-
ni po prichodu absorbujicim prostfedim
(plamenem), k — atomovy absorp¢ni koefi-
cient pro danou absorpéni ¢aru, n — pocet
atomt analyzovaného prvku v jednotce
objemu a 1 — délka absorpéni vrstvy (délka
hotdku vytvarejiciho plamen). Pro absor-
banci plati velmi jednoducha linearni zavis-
lost na koncentraci atomt méteného prvku.
Vsechny AAS spektrometry proto udavaji
méfeny signél v jednotkach absorbance po
matematickém zpracovani skute¢né méte-
nych intenzit prochazejiciho svétla.

o Glukéza a mocovina
K dtilezitym analytim patii i jednoduché
organické latky, nap¥. gluk6za a mocovina.

Glukoéza je jednoduchy cukr, zakladni
zdroj energie pro butiky, do nichZ se dostava
pomoci pfenagect zavislych i nezévislych
na p¥itomnosti hormonu inzulinu. Je p¥iji-
mana potravou bud voln4, nebo jako sou-
¢ast disacharidd a polysacharidi. V labo-
ratofi méfime koncentrace glukézy v krvi.
Po jidle a vst¥eban{ zivin z tenkého stieva
dochézi k vzestupu hladiny (glykemie),
cukr se dostavé do bunék, kde je spotiebo-
vavan. Tim je odCerpavan z krve, kde pak
glykemie klesa. Zivé organismy také umsji
syntetizovat glukézu de novo ze zasobnich
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latek, jako je glykogen. Zvysené koncentra-
ce pfirozené nachazime po jidle. Zvysena
koncentrace glukdzy na lacno je zdkladnim
laboratornim diikazem p¥itomnosti cukrov-
ky. SniZzené hladiny jsou typické pro hlado-
véni. Glukézu nejcastéji méfime s vyuzi-
tim hexokindzové nebo glukézaoxiddzové
reakce s naslednym fotometrickym hodno-
cenim v ultrafialové oblasti vlnovych dé-
lek kolem 340 nm. Na podobném principu
funguji i star$i typy prenosnych glukometrii
vyuZzivanych lidmi s cukrovkou pro méteni
hladiny cukru z kapky krve, ty novéjsi pak
vyuzivaji méteni elektrochemické. Hexo-
kindzova reakce: glukéza + ATP — gluké-
za-6-fosfat + ADP; glukéza-6-fosfatdehydro-
gendazova reakce: glukéza-6-fosfat + NADP*
— glukonolakton-6-fosfat + NADPH + H*.
Mocovina (urea) je kone¢nym produktem
odbouravani bilkovin, pfesnéji dusiku ami-
nokyselin. Jde o nizkomolekularni latku
syntetizovanou v jatrech a vylu¢ovanou
pfevazné ledvinami. Moc¢ovina volné pie-
chazi ptes biologické membrany. Stanovu-
je se v séru a v moci. ZvySené koncentrace
v séru souviseji se zvy$enym rozpadem
bilkovin nebo s nedostate¢nym vylucova-
nim pii poskozeni ledvin ¢&i dehydrataci.
SniZené koncentrace mocoviny v séru na-
chazime pi#i hyperhydrataci nebo poruse
jeji syntézy v rdmci onemocnéni jater.
Mocovinu méfime v klinickych labora-
toFich vétsinou enzymaticky. Stanoveni je
zaloZeno, podobné jako u glukézy, na kom-
binaci dvou enzymatickych reakci. Nejpr-
ve je urea hydrolyzovana uredzou na amo-
niak a oxid uhli¢ity. Amoniak pak reaguje
s 2-oxoglutardtem a NADH za katalyzy glu-
tamétdehydrogendzou. Vznika glutamat,
voda a NAD*. Pokles absorbance NADH se
méfi fotometricky pfi 340 nm, pracuje se
v zésaditém prostiedi (pH = 8,0-8,5).
Pokud zndme zakladni iontogram, hla-
dinu glukézy a mocoviny, mtiZzeme si orien-
tatné spocitat osmolalitu séra. Ta dava jesté
lepsi informaci o stavu vnitfniho prostiedi
neZ iontogram samotny. Osmolalita je mnoz-
stvi osmoticky aktivnich latek rozpusténych
v jednotce hmotnosti rozpoustédla. Obvykle
se vyjadiuje v osm/kg nebo ve zlomcich této
jednotky a vyjadfuje pocet rozpusténych
¢astic v 1 kg ¢istého rozpoustédla.
Orientac¢ni vypocet je nasledovny: osmo-
lalita séra = 2 x koncentrace iont Na* +
koncentrace glukézy + koncentrace moco-
viny. Osmolalitu miZeme také pfimo zmé-
Fit. V klinickych laboratotich pracujeme
s osmometry zaloZenymi na kryoskopickém
principu, které vyuzivaji sniZzeni teploty
tuhnuti roztoku v zévislosti na koncentraci
¢astic v roztoku. Kryoskopicky osmometr
musi byt vybaven velmi citlivym teplomé-
rem, protoZe sniZeni teploty tuhnuti je vel-
mi malé — 1 mmol latky rozpustény v 1 kg
vody snizi bod tuhnuti o 0,001858 °C.
Vzorek se nejprve velmi rychle termoelek-
tricky ochladi n&kolik stupiiti pod ocekava-
ny bod tuhnuti. Poté se mechanicky (napft.
poklepdnim malym kladivkem na sténu
zkumavky) indukuje zacatek krystalizace.
V tomto bodé se pii krystalizaci uvoliiuje
skupenské teplo tuhnuti — dojde ke zvyseni
teploty pfesné na teplotu tuhnuti. Ta je stej-
né po dobu, kdy se uvoliiuje skupenské
teplo tuhnuti rozpoustédla. Teprve pak po-
kracuje ochlazovani mrznouciho roztoku.
Pokles bodu tuhnuti roztoku proti bodu
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tuhnuti rozpoustédla (v pfipadé séra vody)
je pfimo tmérny osmolalité.

Pokud zjistime rozdil osmolality zméte-
né a vypoctené, je v krvi zastoupen néjaky
osmoticky aktivni b&Zné neméfeny analyt.
Napt. 1 promile alkoholu v krvi zvy$i namé-
Fenou osmolalitu o p¥iblizné 23 mmol/kg
vody. Zvysené hodnoty naméfime i pfi
otravidch metanolem nebo etylenglykolem.
e Triacylglyceroly a cholesterol
Dilezitymi latkami v krvi jsou rovnéz tuky,
z nichZ stanovujeme triacylglyceroly a cho-
lesterol. Nazvem triacylglyceroly (triglyce-
ridy) oznacujeme glyceridy, ve kterych je
glycerol esterifikovan volnymi mastnymi
kyselinami. Triacylglyceroly sehravaji dile-
Zitou roli v metabolismu jako zdroj energie.
Ziskavaji se endogenni cestou — syntetizuji
se pfevazné v jatrech, tukové tkani a v ten-
kém stevé — a exogenni cestou, tedy z po-
travy, po vstfebani z tenkého stfeva se §té-
pina glycerol a mastné kyseliny. Glycerol
a mastné kyseliny se dostavaji do krevniho
obéhu, kde dochazi k resyntéze triacylglyce-
rolt. Triacylglyceroly jsou v krevni cirkulaci
transportovany ve formé lipoproteinti. Nej-
vice triacylglycerold obsahuji chylomikra
(¢astice, pfenasejici vstiebané triacylgly-
ceroly ze stfeva do tkéan{) a ¢astice VLDL
(Very Low Density Lipoproteins). Zvysené
koncentrace triacylglyceroli v séru jsou jed-
nim z rizikovych faktort ateroskleré6zy, je-
jich extrémné vysoké koncentrace mohou
vést ke vzniku zanétu slinivky bfi$ni. Nej-
Castéji je stanovujeme enzymaticko-kolo-
rimetrickou metodou, zaloZenou na uvolné-
ni glycerolu z triacylglycerolu enzymem
lipazou, glycerol je v nékolika krocich kon-
vertovan na dihydroxyacetonfosfat a peroxid
vodiku, ktery se kvantifikuje fotometricky.

Cholesterol je stavebni jednotkou bunéé-
nych membran, soucasti lipoproteint krev-
ni plazmy, prekurzorem steroidnich hor-
monu a zlu¢ovych kyselin. Jeho syntéza
probihé v jatrech a perifernich tkanich.
Z potravy je vstfebavan v tenkém stfevé.
Transport cholesterolu z mimojaternich
zdroju do jater spolu s triacylglyceroly
a fosfolipidy je realizovan ve formé lipo-
proteini. V plazmé najdeme asi 25-40 %
cholesterolu ve formé volné a asi 60-75 %
vazanych jako estery cholesterolu. Zvyse-
né hladiny cholesterolu, pfedeviim LDL
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| — intenzita svételného paprsku

(Low Density Lipoproteins), vedou k jeho
usazovani v cévnich sténach, coz snizuje
jejich pruznost a zuzuje prasvit. V bézné
praxi se v séru stanovuje cholesterol celko-
vy, volna a esterifikovana forma soucasné.
Vétsina cholesterolu v séru je transportova-
na ve formé LDL, méné pak ve formé HDL
(High Density Lipoproteins) a VLDL lipo-
proteind, velmi malé ¢ast cholesterolu
v chylomikrech. Hlavni indikaci k vy3etie-
ni je stanoveni kardiovaskuldrniho rizika
a monitorovani lé6¢by zamétfené na snizo-
vani cholesterolu. Ke stanoveni mnozstvi
cholesterolu se pouZivaji v rutinni praxi
enzymatické metody. Estery cholesterolu
jsou cholesterolesterazou pfevedeny na
volny cholesterol a mastné kyseliny. Volny
cholesterol je oxidovén cholesteroloxiddzou
na cholestenon a peroxid vodiku a vznikly
peroxid vodiku stanovujeme fotometricky.
e Celkova bilkovina

V laboratorni terminologii se pojmem cel-
kova bilkovina rozumf velké skupina vsech
proteint krevni plazmy a intersticialnf te-
kutiny. Jde o vice nez 100 strukturné zna-
mych proteinti lisicich se molekulovou
hmotnosti, vlastnostmi, distribuci i biolo-
gickou funkci. K vjznamnym funkcim patii
udrzovéani onkotického tlaku krve (jde o ko-
loidné-osmoticky tlak, bilkoviny jsou piilis
velké, aby volné prochéazely sténou cévy,
v tepndch je krevni tlak vy$si nez tlak onko-
ticky, malé molekuly a ionty tak mohou
prostupovat z cév ven, v Zilach jiz pfevlada
tlak onkoticky, a proto se tekutina s odpad-
nimi ldtkami snéze vrac{ do krevniho fecis-
té a nevznikaji otoky), déle pak transport 1a-
tek, obrana proti infekci, enzymova aktivita,
hemokoagulace, pufraéni a antioxida¢ni
pusobeni. Nejvétsi podil na syntéze téchto
proteinti majf jatra, vyrazné se na nf podi-
leji také bilé krvinky. Dennf{ obrat ¢inf p¥i-
blizné 25 g. Nezbytny je dostate¢ny piisun
bilkovin v potravé jako zdroje aminoky-
selin. Syntéza je regulovdna hormonéalné.
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3 Biochemické analyzatory spojené

v linku — podava¢ vzorkt, modul méfeni
pomoci iontové selektivnich elektrod,
dva biochemické a jeden imunochemic-
ky analyzator. Vzorky podle ordinova-
nych vySetfeni postupné prochazeji
linkou bez nutnosti zdsahu obsluhy
pristroje.

4 Absorpce svétla ve vzorku. Pro dva
roztoky téze latky o rizné koncentraci
plati I, > I, > 1,. Absorpce svétla

roste s koncentraci roztoku.

5 Schéma ELISA stanoveni (Enzyme-
-Linked Immuno Sorbent Assay).

Na dné kazdé jamky je navazana prvni
protilatka proti stanovovanému analytu,
po pfidéani vzorku séra se vychyta prave
a jen ta latka, kterou stanovujeme,

po promyti pfidame druhou protilatku
znacenou enzymem, kterd se navaze

na komplex prvni protilatky a analytu,
po opétovném promyti a pfidani bezbar-
vého substratu se tento enzymaticky stépi
za vzniku barevného produktu. Zastavo-
vaci roztok (vétsinou silna kyselina)
tuto pfeménu ukonci a barevny produkt
je stabilni jednotky az desitky minut

do kone¢ného fotometrického méteni.

6 Reagencie nutné pro provedeni
ELISA stanoveni. Souprava obsahuje

6 kalibratort, dva kontrolni vzorky

o rtiznych zndmych koncentracich,
fedici roztoky, metyla¢ni ¢inidlo, roztok
druhé protilatky znacené enzymem,
substrat, zastavovaci roztok a koncentrat
promyvaciho pufru.

7 ELISA destitka pro stanoveni kyseli-
ny 5-hydroxyindoloctové v moci pied
pfidanim zastavovaciho roztoku — inten-
zita zbarveni roztoku v jamce odpovida
koncentraci, v prvnich dvou sloupcich
jsou kalibratory a kontrolni vzorky,

ve druhych dvou stanovované vzorky.
BliZe v textu. VSechny orig. a snimky:

Z. Vanickova

Ziva 2/2025

Tab. 1 Normalni sérové hodnoty analytt
zminénych v ¢lanku u dospélého ¢lovéka.
Jednotky: mol — jeden mol je latkové
mnozstvi, které obsahuje stejny pocet
¢astic, jako je pocet atomt uhliku v 12 g
nuklidu 2C, ¢astice miize byt molekula,
atom, ion, elektron; mol/l —jednotka
molarni (neboli latkové) koncentrace,
vyjadfuje mnoZstvi molt dané latky

v jednom litru objemu smési;

g/l —jednotka hmotnostni koncentrace,
vyjadfuje pocet gramu dané latky v jed-
nom litru objemu smési; bezrozmérné
¢islo, index — vétsinou pomér dvou jinych
hodnot, které maji stejné jednotky.

137-146 mmol/l
3,8-5,0 mmol/l
97-108 mmol/l
2,2—2,6 mmol/l
0,7-1,1 mmol/1
0,65—1,61 mmol/l
7,36-7,44

sodné ionty

draselné ionty
chloridové ionty
vapenaté ionty
hotetnaté ionty
fosforetnanové ionty
pH (plné krev)

glukéza 3,9-5,6 mmol/l
modovina 2,8—8,0 mmol/l
osmolalita 275-295 mmol/kg
triacylglyceroly 0,45—-1,7 mmol/]
cholesterol 2,9-5,2 mmol/l

celkové bilkovina

65-85 g/l

Produkt odbourdvani pfedstavuji amino-
kyseliny, které se opé&tovné vyuzivaji pro
syntetické reakce (tvorba novych proteint,
syntéza riznych nizkomolekularnich dusi-
katych latek) nebo jsou dale odbouravany.
Koneénym produktem degradace proteint
je mocovina. Stanoveni koncentrace celko-
vych proteini se zaklad4 na pfedpokladu,
7e vSechny proteiny pfitomné v plazmé
reaguji stejnym zptisobem s reakénim ¢inid-
lem. Rutinn{ metodou stanoveni je reakce
s biuretovym ¢inidlem. Princip spociva
v reakci funkénich skupin, podilejicich se
na peptidové vazbeg, s alkalickym roztokem
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médnatych iontd. Absorbance vzniklého
cervenofialového komplexu se mé¥i pfi
vlnové délce okolo 550 nm.

Spektrofotometrie

Uvedené slozky séra se stanovuji fotome-
tricky. Spektrofotometrie je v soucasnosti
nejvyuzivanéjsim metodickym pfistupem
v klinické biochemii. Hodi se pro stanoveni
latek, které jsou samy barevné nebo mohou
reagovat za tvorby barevného produktu.
Kdyz vidime dva roztoky stejné latky o riiz-
né intenzité zbarveni, pfedpokladame, ze
syté&ji zbarveny roztok bude koncentrova-
né&jsi, coz je vlastné podstatou spektrofoto-
metrie. Pokud dokdZeme zméfit mnozstvi
svétla, které roztokem projde, miZzeme
zmefit i koncentraci téchto roztokt. Obec-
né plati, Ze intenzita svételného paprsku
vstupujiciho (I) je vy388i nez paprsku pro-
§lého (I,). Cast svétla se v barevném rozto-
ku absorbuje. Pomér vstupni intenzity ku
intenzité vystupni se nazyva transmitance
(propustnost) a znaci se T, tedy T=I1,/1,,.
Méme-li dva roztoky latky o rizné koncen-
traci, potom plati: I, > I, >1,. Absorpce svét-
la ve vzorku roste s jeho koncentraci (obr. 4).

Pokud vezmeme dva roztoky téze latky
a stejné intenzity zbarveni a jeden umisti-
me do delsi kyvety nez druhy, budou se
ligit jen v dréze, kterou musi svétlo rozto-
kem urazit. Pravdépodobnost absorpce roste
i s délkou optické dréhy.

Tyto vztahy popisuje Lamberttiv—Beertiv
zakon: A =¢.c.], kde A je absorbance, € —
molarn{ absorp¢ni koeficient, ¢ — molarni
koncentrace roztoku a 1 — délka vrstvy roz-
toku v kyveté. Tento modelovy zakon plati
pro zfedéné roztoky jedné latky. Prakticky
porovndvame namétenou absorbanci vzor-
ku s kalibraénf k¥ivkou sestrojenou z hodnot
absorbanc{ zméfenych u roztokd o zndmé
koncentraci latky.

Spektrofotometricka stanoveni mohou
byt pfima a nepfima. U pfimych vyuZzivime
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schopnosti absorbovat p¥i ur¢itych vino-
vych délkach — napf. analyza absorpénich
maxim bilirubinu vznikajiciho p#i odbou-
rdvéani cervenych krvinek a ¢erveného
krevnfho barviva hemoglobinu pro ur¢eni
pfitomnosti a stafi krvdceni do mozku.
Nepifimé stanoveni se pouzivaji pro latky,
které nejsou samy barevné, mohou vsak
reagovat za tvorby barevného produktu. Pfi
kvantitativnich fotometrickych stanovenich
muzeme méfit bud metodou end-point,
tedy zjistit absorbanci na konci reakce,
nebo kinetickou metodou, kdy vyhodnocu-
jeme postupny nértist mnozstvi produktu
v ¢ase. Druhd mozZnost se vyuZziva zejména
pii stanoveni enzymi.

Co ndm miiZe zabranit dobrat se fotome-
trickymi metodami spravného vysledku pii
vySetfeni séra? Pfedev$im hemolyza (roz-
pad cervenych krvinek), kterd vede k Gerve-
nému zbarveni, vy$si koncentrace biliru-
binu, zbarvujiciho vzorek Zluté, nebo zakal
vzorku, zptisobeny vys$si koncentraci tuku.
V3echny uvedené vlastnosti vzorku mohou
vést ke zkresleni vysledki, analyzatory tedy
jejich pfitomnost vyhodnocuji a v p¥ipadé
oc¢ekavané interference vysledek nevydaji.

Imunochemické metody
U latek, kde neni fotometrické stanoveni
mozné, pouzivime vétsinou imunochemic-
ké metody. Specificka protilatka je navaza-
nana pevny nosi¢ (povrch plastové jamky
¢i zkumavky, latexové nebo jiné kulicky).
Hledany analyt se navaZe a stanovi se bud
pfimym méfenim vzniklého zakalu (napt.
u kvantitativniho stanoveni hemoglobinu
ve stolici p¥i screeningu karcinomu tlustého
stfeva), nebo dal3imi navazujicimi kroky,
které umozni vizualizovat tuto vazbu.
Jako ptiklad uvedme reakci ELISA (En-
zyme-Linked Immuno Sorbent Assay, viz
obr. 5-7). Jde o analytickou metodu vyuzi-
vanou ke kvantitativnimu stanoven{ riz-
nych antigend, kterd ma fadu variant (blize
také Ziva 2017, 4: CV=CVIII). Viechny jsou
zaloZeny na vysoce specifické interakci
antigenu a protilatky, pfi¢emz na jednoho
z téchto partnert je kovalentné navazin
enzym (nejcastéji peroxidéza nebo alkalic-
ka fosfataza). Enzym katalyzuje chemickou
pfeménu substratu, pfidaného do reakéni
smési, na produkt, ktery je barevny.
Stanovuje se pak spektrofotometricky
(chromogenni substraty), nebo na zakladé

Josef K. Fuksa

Ke 150. vyroci uvedeni symfonicke
basné Bedricha Smetany Vltava
II. Historie reky a jakosti vody

Stary dobry Kosmas pravi ve své kronice (1125, resp. 1974) o Cechach uz ve dru-
hé kapitole: ,,Vody tam byly ¢istounké a k lidskému uzivani zdravé, rovnéz
i ryby chutné a vyzivné. Je to divna véc a lze z ni uvazit, jak vysoko se vypina
tato zemé: nevtéka do ni Zadna cizi feka, nybrz véechny toky malé i velké, pojaty
arci do vétsi feky, jeZ se nazyva Labe, plynou az do Severniho more.“ Labe bylo
zaneseno jiz na Fimskych mapach, a tak Vltavu Kosmas zminuje az o nékolik
radka dale, kdyz pise, jak do této (pusté) krajiny prisli lidé a usadili se kolem
Ripu, mezi Vltavou a Ohf¥i, a zem pojmenovali po svém nacelnikovi. Ale povodi
Vltavy ma na soutoku s Labem dvojnasobnou plochu a pocitino az po Hfensko
predstavuje 54,6 % rozlohy Cech. Vltava je atypicka feka tim, Ze horni tok pra-
meni v mirné pahorkatiné a od mist dnesni hraze Lipna tece sevienym korytem,
misty témér soutéskou, az do Kralup. Soutéska se otevie jen Budéjovickou panvi
a pak az trochu v Praze na pravém brehu pod Zderazi (dnes uz srovnanou) po
Troju. U vody je prostor jen na nékolik malo vsi a méstecek a dale uz pouze pro
mlyny apod. Takova byvala stiibropénna Vltava, ktera inspirovala umélce, Zivila
vorafe a lakala dobrodruzné vodaky a ktera béhem poslednich zhruba 90 let
z vetsi Casti postupné zmizela pod hladinou piehradnich nadrzi.

Od 16. stoleti fungovala feka jako doprav-
ni cesta, postupné upravovanéd boénimi
hrazemi, odstfelovanim velkych skalisek
v toku apod. Jan Céka (2024) pise, e plav-
ba vord (prament) z Tyna do Prahy trvala
za bézné vody tii az ¢tyfi dny, s no¢nimi
zastidvkami, a v dobrém roce dokézala
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vorafska parta splout trat aZz padesatkrat.
Klasické vltavské sify (hlavné pro dopravu
rakouské soli) mély délku kolem 30 metrii
a uvezly po proudu asi 20 tun nékladu.
Zpét proti proudu je tahli konég, nebo byly
dole rozebrany na d¥ivi. Voroplavba skoncila
stavbou ptehrad (jejich prehled a zdkladni
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fluorescence (fluorimetrické stanoveni).
Koncentrace produktu je imérné koncen-
traci antigenu nebo protilatky ve vzorku.

Za ¢isly na laboratornim nalezu stoji cela
fada jednotlivych nebo navzijem navazuji-
cich chemickych reakci, métent vzniklého
produktu, porovnani s kalibra¢ni ki¥ivkou,
kontrola kvality méfeni a interpretace vy-
sledku odbornym personalem. Navazujici
piispévek na str. LV-LVII kuléru této Zivy
pifinasi popis, jaké reakce probihaji pti
mocové analyze a jak vysledku porozumét,
jaké vysetfeni provadi prakticky lékat,
kdyz se rozhoduje, jestli je onemocnéni
spiSe virové, nebo bakterialni, a popisuje
i moZnosti vy$etfeni méné obvyklych bio-
logickych vzorki.

Pokud pfijdete na odbér krve nala¢no
a po celono¢nim odpocinku, budou namé-
fené hodnoty dobfe porovnatelné s nor-
mou. Vysledky tak budou svédc¢it o vagem
plném zdravi, nebo pfi patologickych hod-
notach navedou lékate ke spravné diagno-
ze a léché.

Pouzitou literaturu uvadime na webové
strdnce Zivy.

1 Odr. 1954 pfestala Vltava v Praze
zamrzat a stala se zimovi§tém vodniho
ptactva. Rackové odpocivaji na tenkém
ledé v neproudicim plavebnim kanalu.

I u Karlova mostu dnes mizeme kromé
kormorant velkych (Phalacrocorax carbo)
bézné vidét velké racky bélohlavé (Larus
cachinnans) a fadu dalsich vodnich ptaki.

charakteristiky uvadi tab. 1) a dopravu dfe-
va pievzala Zeleznice. Roku 1928 dokazali
sportovni vodéci na kénoi urazit jesté ne-
zmanipulovanou fi¢ni trat 189 km z Budé-
jovic do Prahy za 12 a ¢tvrt hodiny &istého
¢asu, v 1. 1959 ji vykonni sportovci Brzdk
(Felix) a Karlik ujeli nonstop za 20 hodin
a 10 minut, ovéem 63 km uz pédlovali po
stojaté hladiné rozestavéného Orlika. Reka
je sice svazéana, ale obcasné velké povodné
nam pfipominaji, Ze neztratila svou silu.
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