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stanovení vybraných analytůstanovení vybraných analytů
: případová studie: stanovení ALP: případová studie: stanovení ALP
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d fi id fi i IFCCIFCCd fi id fi i IFCCIFCCdefinice definice IFCCIFCC
((internationalinternational federationfederation ofof clinicalclinical chemistrychemistry ))
definice definice IFCCIFCC
((internationalinternational federationfederation ofof clinicalclinical chemistrychemistry ))

„„KlinickáKlinická chemiechemie jeje aplikacíaplikací chemických,chemických,
molekulárníchmolekulárních aa buněčnýchbuněčných principůprincipů aa technologiítechnologií
ss účelemúčelem porozumětporozumět lidskémulidskému zdravízdraví aa nemocinemoci aa

„„KlinickáKlinická chemiechemie jeje aplikacíaplikací chemických,chemických,
molekulárníchmolekulárních aa buněčnýchbuněčných principůprincipů aa technologiítechnologií
ss účelemúčelem porozumětporozumět lidskémulidskému zdravízdraví aa nemocinemoci aass účelemúčelem porozumětporozumět lidskémulidskému zdravízdraví aa nemocinemoci aa
umožnitumožnit jehojeho hodnoceníhodnocení.. JádremJádrem oboruoboru jeje
poskytováníposkytování výsledkůvýsledků měřeníměření aa pozorovánípozorování sese

hh kk říči ěříči ě ii d ž íd ž í d íd í NN

ss účelemúčelem porozumětporozumět lidskémulidskému zdravízdraví aa nemocinemoci aa
umožnitumožnit jehojeho hodnoceníhodnocení.. JádremJádrem oboruoboru jeje
poskytováníposkytování výsledkůvýsledků měřeníměření aa pozorovánípozorování sese

hh kk říči ěříči ě ii d ž íd ž í d íd í NNvztahemvztahem kk příčiněpříčině nemocinemoci aa udrženíudržení zdravízdraví.. NaNa
rozhranírozhraní laboratořelaboratoře aa klinikykliniky následujenásleduje přeměnapřeměna
těchtotěchto datdat nana specifickéspecifické aa obecnéobecné informaceinformace sese

ÚÚ

vztahemvztahem kk příčiněpříčině nemocinemoci aa udrženíudržení zdravízdraví.. NaNa
rozhranírozhraní laboratořelaboratoře aa klinikykliniky následujenásleduje přeměnapřeměna
těchtotěchto datdat nana specifickéspecifické aa obecnéobecné informaceinformace sese

ÚÚvztahemvztahem kk pacientovipacientovi aa nemocinemoci.. ÚkolemÚkolem oboruoboru jeje
prohlubováníprohlubování znalostíznalostí oo zdravízdraví aa nemocinemoci
prostřednictvímprostřednictvím základníhozákladního aa aplikovanéhoaplikovaného

vztahemvztahem kk pacientovipacientovi aa nemocinemoci.. ÚkolemÚkolem oboruoboru jeje
prohlubováníprohlubování znalostíznalostí oo zdravízdraví aa nemocinemoci
prostřednictvímprostřednictvím základníhozákladního aa aplikovanéhoaplikovanéhopp pp
výzkumuvýzkumu..““
pp pp
výzkumuvýzkumu..““
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laboratornílaboratorní medicínamedicína :: vv EUEU 55 –– 1010 analýzanalýz nana hlavuhlavu zaza rokroklaboratornílaboratorní medicínamedicína :: vv EUEU 55 –– 1010 analýzanalýz nana hlavuhlavu zaza rokrok

:: největšínejvětší světovýsvětový producentproducent (bio)analytických(bio)analytických datdat
:: aa zasahujezasahuje dodo většinyvětšiny analytickýchanalytických oborůoborů
:: největšínejvětší světovýsvětový producentproducent (bio)analytických(bio)analytických datdat
:: aa zasahujezasahuje dodo většinyvětšiny analytickýchanalytických oborůoborů

l b t řl b t řl b t řl b t řlaboratořelaboratoře
: nemocniční: nemocniční
: soukromé: soukromé

laboratořelaboratoře
: nemocniční: nemocniční
: soukromé: soukromé
: tzv. konsolidované (spojené) laboratoře: tzv. konsolidované (spojené) laboratoře
: diagnostická centra : diagnostická centra 
: tzv. konsolidované (spojené) laboratoře: tzv. konsolidované (spojené) laboratoře
: diagnostická centra : diagnostická centra 

obrovský rozsah analytické činnostiobrovský rozsah analytické činnosti
: nesrovnatelný s jinými vědními nebo průmyslovými obory: nesrovnatelný s jinými vědními nebo průmyslovými obory
obrovský rozsah analytické činnostiobrovský rozsah analytické činnosti
: nesrovnatelný s jinými vědními nebo průmyslovými obory: nesrovnatelný s jinými vědními nebo průmyslovými obory
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vzorekvzorek
v laboratorní medicíněv laboratorní medicíně
vzorekvzorek
v laboratorní medicíněv laboratorní medicíněv laboratorní medicíněv laboratorní medicíněv laboratorní medicíněv laboratorní medicíně

biologickýbiologický
i i í (k k íš í ki i í (k k íš í k ká ěká ě šťášťá ž l d č íž l d č í d d ál í)d d ál í)

biologickýbiologický
i i í (k k íš í ki i í (k k íš í k ká ěká ě šťášťá ž l d č íž l d č í d d ál í)d d ál í): invazivní (krev, mozkomíšní mok, : invazivní (krev, mozkomíšní mok, tkáně, tkáně, šťáva šťáva žaludeční žaludeční a a duodenální)duodenální)

: neinvazivní (sliny, : neinvazivní (sliny, moč, stolice, sputummoč, stolice, sputum, dech), dech)
: invazivní (krev, mozkomíšní mok, : invazivní (krev, mozkomíšní mok, tkáně, tkáně, šťáva šťáva žaludeční žaludeční a a duodenální)duodenální)
: neinvazivní (sliny, : neinvazivní (sliny, moč, stolice, sputummoč, stolice, sputum, dech), dech)

krevkrevkrevkrev

krevkrev == suspenzesuspenze bb.. částicčástic vv kapaliněkapalině ((plazmaplazma))

buněčnébuněčné částicečástice :: krvinkykrvinky (erytrocyty(erytrocyty aa leukocyty)leukocyty)

krevkrev == suspenzesuspenze bb.. částicčástic vv kapaliněkapalině ((plazmaplazma))

buněčnébuněčné částicečástice :: krvinkykrvinky (erytrocyty(erytrocyty aa leukocyty)leukocyty)buněčnébuněčné částicečástice :: krvinkykrvinky (erytrocyty(erytrocyty aa leukocyty)leukocyty)
:: krevníkrevní destičkydestičky (trombocyty)(trombocyty)

sráženísrážení krvekrve (opuštění(opuštění krkr řečiště)řečiště) přeměnapřeměna rozprozp fibrinogenufibrinogenu nana nerozpnerozp fibrinfibrin

buněčnébuněčné částicečástice :: krvinkykrvinky (erytrocyty(erytrocyty aa leukocyty)leukocyty)
:: krevníkrevní destičkydestičky (trombocyty)(trombocyty)

sráženísrážení krvekrve (opuštění(opuštění krkr řečiště)řečiště) přeměnapřeměna rozprozp fibrinogenufibrinogenu nana nerozpnerozp fibrinfibrinsráženísrážení krvekrve (opuštění(opuštění krkr.. řečiště)řečiště) –– přeměnapřeměna rozprozp.. fibrinogenufibrinogenu nana nerozpnerozp.. fibrinfibrin

krevkrev sráženísrážení>> tuhý krevní koláč + krevní sérumtuhý krevní koláč + krevní sérum

sráženísrážení krvekrve (opuštění(opuštění krkr.. řečiště)řečiště) –– přeměnapřeměna rozprozp.. fibrinogenufibrinogenu nana nerozpnerozp.. fibrinfibrin

krevkrev sráženísrážení>> tuhý krevní koláč + krevní sérumtuhý krevní koláč + krevní sérum

krevníkrevní sérumsérum –– podobnépodobné složenísložení jakojako plazma,plazma, bezbez srážlivýchsrážlivých láteklátekkrevníkrevní sérumsérum –– podobnépodobné složenísložení jakojako plazma,plazma, bezbez srážlivýchsrážlivých láteklátek
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plazmaplazma aa sérumsérum

ěě i ký hi ký h i ký hi ký h lát klát k dědě

plazmaplazma aa sérumsérum

ěě i ký hi ký h i ký hi ký h lát klát k děděsměssměs anorganickýchanorganických aa organickýchorganických láteklátek veve voděvodě

nativnínativní plazmaplazma –– oddělenímoddělením odod krvinekkrvinek zz krvekrve vv nádobcenádobce ss nepolárnímnepolárním
áž éáž é řř

směssměs anorganickýchanorganických aa organickýchorganických láteklátek veve voděvodě

nativnínativní plazmaplazma –– oddělenímoddělením odod krvinekkrvinek zz krvekrve vv nádobcenádobce ss nepolárnímnepolárním
áž éáž é řřpovrchempovrchem (plast)(plast) bezbez protisrážlivéhoprotisrážlivého prostředkuprostředku

:: nejvícenejvíce blížíblíží tomu,tomu, coco jeje přítomnopřítomno vv cirkulujícícirkulující krvikrvi
povrchempovrchem (plast)(plast) bezbez protisrážlivéhoprotisrážlivého prostředkuprostředku
:: nejvícenejvíce blížíblíží tomu,tomu, coco jeje přítomnopřítomno vv cirkulujícícirkulující krvikrvi

plazmaplazma –– zz krvekrve vv nádobcenádobce ss protisrážlivýmiprotisrážlivými prostředkyprostředky

sérumsérum –– oddělenímoddělením odod sraženinysraženiny zz krvekrve vv nádobcenádobce ss polárnímpolárním povrchempovrchem aa bezbez

plazmaplazma –– zz krvekrve vv nádobcenádobce ss protisrážlivýmiprotisrážlivými prostředkyprostředky

sérumsérum –– oddělenímoddělením odod sraženinysraženiny zz krvekrve vv nádobcenádobce ss polárnímpolárním povrchempovrchem aa bezbezsérumsérum oddělenímoddělením odod sraženinysraženiny zz krvekrve vv nádobcenádobce ss polárnímpolárním povrchempovrchem aa bezbez
antikoagulanciíantikoagulancií

:: přípravapříprava plazmyplazmy jeje rychlejšírychlejší

sérumsérum oddělenímoddělením odod sraženinysraženiny zz krvekrve vv nádobcenádobce ss polárnímpolárním povrchempovrchem aa bezbez
antikoagulanciíantikoagulancií

:: přípravapříprava plazmyplazmy jeje rychlejšírychlejší:: přípravapříprava plazmyplazmy jeje rychlejšírychlejší
:: získázíská sese asiasi oo 2020 %% vícevíce plazmyplazmy nežnež séraséra
:: plazmaplazma snižujesnižuje rizikoriziko nežádoucínežádoucí hemolýzyhemolýzy (v(v séruséru ažaž 1010xx vyšší)vyšší)
:: vv séruséru popo odstředěníodstředění nežádoucínežádoucí dodatečnádodatečná koagulacekoagulace

:: přípravapříprava plazmyplazmy jeje rychlejšírychlejší
:: získázíská sese asiasi oo 2020 %% vícevíce plazmyplazmy nežnež séraséra
:: plazmaplazma snižujesnižuje rizikoriziko nežádoucínežádoucí hemolýzyhemolýzy (v(v séruséru ažaž 1010xx vyšší)vyšší)
:: vv séruséru popo odstředěníodstředění nežádoucínežádoucí dodatečnádodatečná koagulacekoagulace:: vv séruséru popo odstředěníodstředění nežádoucínežádoucí dodatečnádodatečná koagulacekoagulace
:: sérumsérum jeje svýmsvým způsobemzpůsobem artefaktartefakt
:: vv plazměplazmě nelzenelze provádětprovádět elfuelfu bílkovinbílkovin ⇒⇒ fibrinogenfibrinogen překrývápřekrývá řaduřadu γγ--globulinůglobulinů

ážl éážl é ř dkř dk áš íáš í dd ll k ék é kk ll

:: vv séruséru popo odstředěníodstředění nežádoucínežádoucí dodatečnádodatečná koagulacekoagulace
:: sérumsérum jeje svýmsvým způsobemzpůsobem artefaktartefakt
:: vv plazměplazmě nelzenelze provádětprovádět elfuelfu bílkovinbílkovin ⇒⇒ fibrinogenfibrinogen překrývápřekrývá řaduřadu γγ--globulinůglobulinů

ážl éážl é ř dkř dk áš íáš í dd ll k ék é kk ll:: protisrážlivéprotisrážlivé prostředkyprostředky vnášejívnášejí dodo plazmyplazmy ionty,ionty, kterékteré pakpak nelzenelze stanovovatstanovovat
:: řaduřadu analytůanalytů maskujímaskují aa inhibujíinhibují ii některéněkteré enzymyenzymy plazmyplazmy
:: protisrážlivéprotisrážlivé prostředkyprostředky vnášejívnášejí dodo plazmyplazmy ionty,ionty, kterékteré pakpak nelzenelze stanovovatstanovovat
:: řaduřadu analytůanalytů maskujímaskují aa inhibujíinhibují ii některéněkteré enzymyenzymy plazmyplazmy
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močmoč
ěě ž áž á áá č áč á

močmoč
ěě ž áž á áá č áč ásvětlesvětle žlutážlutá tekutinatekutina produkovanáprodukovaná ledvinamiledvinami aa vylučovanávylučovaná zz organizmuorganizmu

prostřednictvímprostřednictvím močovodů,močovodů, močovéhomočového měchýřeměchýře aa močovémočové trubicetrubice
světlesvětle žlutážlutá tekutinatekutina produkovanáprodukovaná ledvinamiledvinami aa vylučovanávylučovaná zz organizmuorganizmu
prostřednictvímprostřednictvím močovodů,močovodů, močovéhomočového měchýřeměchýře aa močovémočové trubicetrubice

obsahujeobsahuje:: močovinu,močovinu, chloridy,chloridy, iontyionty sodíku,sodíku, draslíku,draslíku, fosforečnany,fosforečnany, sírany,sírany,
kreatininkreatinin aa kyselinukyselinu močovoumočovou
obsahujeobsahuje:: močovinu,močovinu, chloridy,chloridy, iontyionty sodíku,sodíku, draslíku,draslíku, fosforečnany,fosforečnany, sírany,sírany,
kreatininkreatinin aa kyselinukyselinu močovoumočovou

mozkomíšní mokmozkomíšní mok
((likvorlikvor cerebrospinální tekutina)cerebrospinální tekutina)

mozkomíšní mokmozkomíšní mok
((likvorlikvor cerebrospinální tekutina)cerebrospinální tekutina)((likvorlikvor, cerebrospinální tekutina), cerebrospinální tekutina)

čirá,čirá, řídkářídká tekutina,tekutina, kterákterá cirkulujecirkuluje mezimezi mozkovýmimozkovými komorami,komorami, centrálnímcentrálním
k álk ál á řá ř kk í hí h hh h ýh ý

((likvorlikvor, cerebrospinální tekutina), cerebrospinální tekutina)

čirá,čirá, řídkářídká tekutina,tekutina, kterákterá cirkulujecirkuluje mezimezi mozkovýmimozkovými komorami,komorami, centrálnímcentrálním
k álk ál á řá ř kk í hí h hh h ýh ýkanálemkanálem vv páteřipáteři aa prostupemprostupem mezimezi mozkemmozkem aa míchoumíchou aa jejichjejich ochrannýmiochrannými
membránamimembránami (meningami)(meningami)
kanálemkanálem vv páteřipáteři aa prostupemprostupem mezimezi mozkemmozkem aa míchoumíchou aa jejichjejich ochrannýmiochrannými
membránamimembránami (meningami)(meningami)

obsahujeobsahuje:: elektrolytyelektrolyty aa podobnépodobné organickéorganické látkylátky (podobné(podobné jakojako krevníkrevní plazma,plazma,
aleale jinéjiné koncentrace)koncentrace)
obsahujeobsahuje:: elektrolytyelektrolyty aa podobnépodobné organickéorganické látkylátky (podobné(podobné jakojako krevníkrevní plazma,plazma,
aleale jinéjiné koncentrace)koncentrace)
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napřnapř.. glukózu,glukózu, bílkoviny,bílkoviny, laktát,laktát, pyruvátpyruvát,, cholesterol,cholesterol, enzymy,enzymy, solisoli aa určitéurčité typytypy
lymfocytůlymfocytů
napřnapř.. glukózu,glukózu, bílkoviny,bílkoviny, laktát,laktát, pyruvátpyruvát,, cholesterol,cholesterol, enzymy,enzymy, solisoli aa určitéurčité typytypy
lymfocytůlymfocytů



co ovlivňuje koncentrace analytů v biologických vzorcíchco ovlivňuje koncentrace analytů v biologických vzorcíchco ovlivňuje koncentrace analytů v biologických vzorcíchco ovlivňuje koncentrace analytů v biologických vzorcích
a) danéa) danéa) danéa) dané

vlivy danévlivy danévlivy danévlivy dané

a) danéa) dané
vlivyvlivy

b) proměnnéb) proměnné

a) danéa) dané
vlivyvlivy

b) proměnnéb) proměnné
vlivy danévlivy danévlivy danévlivy dané

rasa a pohlavírasa a pohlavírasa a pohlavírasa a pohlaví

napřnapř.. různérůzné referenčníreferenční hodnotyhodnoty analytůanalytů:: kreatinkinázykreatinkinázy,, αα--amylázyamylázy aa granulocytůgranulocytů

ššíšší žůžů žž žž

napřnapř.. různérůzné referenčníreferenční hodnotyhodnoty analytůanalytů:: kreatinkinázykreatinkinázy,, αα--amylázyamylázy aa granulocytůgranulocytů

ššíšší žůžů žž žž:: vyššívyšší uu mužůmužů nežnež uu ženžen
:::: ženyženy majímají většinouvětšinou nižšínižší aa užšíužší referenčníreferenční intervalyintervaly uu celécelé řadyřady analytůanalytů

:: narůstajínarůstají vzestupněvzestupně odod bělochůbělochů přespřes žlutoužlutou rasurasu kk černochůmčernochům

:: vyššívyšší uu mužůmužů nežnež uu ženžen
:::: ženyženy majímají většinouvětšinou nižšínižší aa užšíužší referenčníreferenční intervalyintervaly uu celécelé řadyřady analytůanalytů

:: narůstajínarůstají vzestupněvzestupně odod bělochůbělochů přespřes žlutoužlutou rasurasu kk černochůmčernochům:: narůstajínarůstají vzestupněvzestupně odod bělochůbělochů přespřes žlutoužlutou rasurasu kk černochůmčernochům:: narůstajínarůstají vzestupněvzestupně odod bělochůbělochů přespřes žlutoužlutou rasurasu kk černochůmčernochům

věkvěk

napřnapř různérůzné referenčníreferenční hodnotyhodnoty analytůanalytů uu novorozencůnovorozenců dětídětí dospívajícíchdospívajících

věkvěk

napřnapř různérůzné referenčníreferenční hodnotyhodnoty analytůanalytů uu novorozencůnovorozenců dětídětí dospívajícíchdospívajícíchnapřnapř.. různérůzné referenčníreferenční hodnotyhodnoty analytůanalytů uu novorozenců,novorozenců, dětí,dětí, dospívajících,dospívajících,
dospělýchdospělých aa starýchstarých lidílidí
napřnapř.. různérůzné referenčníreferenční hodnotyhodnoty analytůanalytů uu novorozenců,novorozenců, dětí,dětí, dospívajících,dospívajících,
dospělýchdospělých aa starýchstarých lidílidí
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biorytmy biorytmy –– chronobiologické vlivychronobiologické vlivybiorytmy biorytmy –– chronobiologické vlivychronobiologické vlivy

lineárnílineární :: měnímění sese průběžněprůběžně ss věkemvěkem

cyklickécyklické :: dennídenní (cirkadiánní)(cirkadiánní)

lineárnílineární :: měnímění sese průběžněprůběžně ss věkemvěkem

cyklickécyklické :: dennídenní (cirkadiánní)(cirkadiánní)yy ( )( )
:: měsíčníměsíční (lunární)(lunární)
:: ročníroční obdobíobdobí (sezónní)(sezónní)

yy ( )( )
:: měsíčníměsíční (lunární)(lunární)
:: ročníroční obdobíobdobí (sezónní)(sezónní)

biorytmybiorytmy způsobujízpůsobují změnyzměny koncentracíkoncentrací analytůanalytů

cyklickécyklické biorytmybiorytmy kolísajíkolísají koncentracekoncentrace zeze dnedne nana denden ii vv průběhuprůběhu dnedne

biorytmybiorytmy způsobujízpůsobují změnyzměny koncentracíkoncentrací analytůanalytů

cyklickécyklické biorytmybiorytmy kolísajíkolísají koncentracekoncentrace zeze dnedne nana denden ii vv průběhuprůběhu dnednecyklickécyklické biorytmybiorytmy –– kolísajíkolísají koncentracekoncentrace zeze dnedne nana denden ii vv průběhuprůběhu dnedne

významnávýznamná změnazměna biorytmůbiorytmů vv těhotenstvítěhotenství

cyklickécyklické biorytmybiorytmy –– kolísajíkolísají koncentracekoncentrace zeze dnedne nana denden ii vv průběhuprůběhu dnedne

významnávýznamná změnazměna biorytmůbiorytmů vv těhotenstvítěhotenství

vlivy proměnnévlivy proměnnévlivy proměnnévlivy proměnné

dietadieta

:: stravy,stravy, hladověníhladovění ((⇒⇒ malnutricemalnutrice;; podvýživa)podvýživa)

dietadieta

:: stravy,stravy, hladověníhladovění ((⇒⇒ malnutricemalnutrice;; podvýživa)podvýživa)y,y, (( ;; p ý )p ý )

ΔΔ koncentracíkoncentrací tuků,tuků, cukrů,cukrů, bílkovinbílkovin ⇒⇒ ΔΔ hladinyhladiny sérovéhosérového amoniakuamoniaku aa močovinymočoviny

y,y, (( ;; p ý )p ý )

ΔΔ koncentracíkoncentrací tuků,tuků, cukrů,cukrů, bílkovinbílkovin ⇒⇒ ΔΔ hladinyhladiny sérovéhosérového amoniakuamoniaku aa močovinymočoviny
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tělesná námahatělesná námahatělesná námahatělesná námahatělesná námahatělesná námaha

krátkodobákrátkodobá aa intenzivníintenzivní námahanámaha
:: spotřebaspotřeba ATPATP ↓↓ hladinyhladiny glukózyglukózy aa laktátulaktátu

tělesná námahatělesná námaha

krátkodobákrátkodobá aa intenzivníintenzivní námahanámaha
:: spotřebaspotřeba ATPATP ↓↓ hladinyhladiny glukózyglukózy aa laktátulaktátu:: spotřebaspotřeba ATP,ATP, ↓↓ hladinyhladiny glukózyglukózy aa laktátulaktátu

dlouhodobádlouhodobá námahanámaha
:: ↑↑ koncentracekoncentrace iontůiontů sodíkusodíku draslíkudraslíku vápníkuvápníku fosforufosforu ALPALP albuminalbumin močovimočovi

:: spotřebaspotřeba ATP,ATP, ↓↓ hladinyhladiny glukózyglukózy aa laktátulaktátu

dlouhodobádlouhodobá námahanámaha
:: ↑↑ koncentracekoncentrace iontůiontů sodíkusodíku draslíkudraslíku vápníkuvápníku fosforufosforu ALPALP albuminalbumin močovimočovi:: ↑↑ koncentracekoncentrace iontůiontů sodíku,sodíku, draslíku,draslíku, vápníku,vápníku, fosforu,fosforu, ALP,ALP, albumin,albumin, močovimočovi--
nana,, bilirubin,bilirubin, AST,AST, pyruvátkinázapyruvátkináza,, CKCK

íí ěě jj i di id ál íi di id ál í á i íá i í k l t hk l t h

:: ↑↑ koncentracekoncentrace iontůiontů sodíku,sodíku, draslíku,draslíku, vápníku,vápníku, fosforu,fosforu, ALP,ALP, albumin,albumin, močovimočovi--
nana,, bilirubin,bilirubin, AST,AST, pyruvátkinázapyruvátkináza,, CKCK

íí ěě jj i di id ál íi di id ál í á i íá i í k l t hk l t hmíramíra změnyzměny jeje individuálníindividuální aa závisízávisí nana okolnostechokolnostech

vlivvliv nadmořskénadmořské výškyvýšky ((zátěžzátěž organizmuorganizmu))

míramíra změnyzměny jeje individuálníindividuální aa závisízávisí nana okolnostechokolnostech

vlivvliv nadmořskénadmořské výškyvýšky ((zátěžzátěž organizmuorganizmu))
:: ↑↑ koncentracekoncentrace CC--reaktivníreaktivní proteinu,proteinu, ββ22--globulinu,globulinu, kyselinykyseliny močové,močové, hemoglobihemoglobi--
nunu aa hematokrituhematokritu

:: ↑↑ koncentracekoncentrace CC--reaktivníreaktivní proteinu,proteinu, ββ22--globulinu,globulinu, kyselinykyseliny močové,močové, hemoglobihemoglobi--
nunu aa hematokrituhematokritu

adaptaceadaptace nana vysokévysoké nadmořskénadmořské výškyvýšky jeje pomalápomalá aa trvátrvá týdnytýdnyadaptaceadaptace nana vysokévysoké nadmořskénadmořské výškyvýšky jeje pomalápomalá aa trvátrvá týdnytýdny

adaptaceadaptace popo přechodupřechodu zpětzpět jeje jenjen několikadenníněkolikadenníadaptaceadaptace popo přechodupřechodu zpětzpět jeje jenjen několikadenníněkolikadenní
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běžné drogyběžné drogy

kofeinkofein

běžné drogyběžné drogy

kofeinkofeinkofeinkofein
:: ↑↑ koncentracekoncentrace glukózy,glukózy, neesterifikovanýchneesterifikovaných mastnýchmastných kyselinkyselin aa katecholaminůkatecholaminů

nikotinnikotin (cigareta)(cigareta)

kofeinkofein
:: ↑↑ koncentracekoncentrace glukózy,glukózy, neesterifikovanýchneesterifikovaných mastnýchmastných kyselinkyselin aa katecholaminůkatecholaminů

nikotinnikotin (cigareta)(cigareta)nikotinnikotin (cigareta)(cigareta)
:: akutníakutní ii chronickéchronické změnyzměny

napřnapř.. ↑↑ koncentracekoncentrace sérovýchsérových mastnýchmastných kyselin,kyselin, glukóza,glukóza, fibrinogenufibrinogenu,, cholestecholeste--

nikotinnikotin (cigareta)(cigareta)
:: akutníakutní ii chronickéchronické změnyzměny

napřnapř.. ↑↑ koncentracekoncentrace sérovýchsérových mastnýchmastných kyselin,kyselin, glukóza,glukóza, fibrinogenufibrinogenu,, cholestecholeste--pp ýý ýý y ,y , g ,g , gg ,,
rolurolu,, volnéhovolného glycerolu,glycerolu, aldosteronualdosteronu aa kortisolukortisolu,, některýchněkterých hormonůhormonů aa tumorovétumorové
markerymarkery aa těžkétěžké kovykovy (Cd,(Cd, CuCu,, PbPb))

pp ýý ýý y ,y , g ,g , gg ,,
rolurolu,, volnéhovolného glycerolu,glycerolu, aldosteronualdosteronu aa kortisolukortisolu,, některýchněkterých hormonůhormonů aa tumorovétumorové
markerymarkery aa těžkétěžké kovykovy (Cd,(Cd, CuCu,, PbPb))

alkoholalkohol
:: ovlivňujeovlivňuje intenzitaintenzita aa délcedélce konzumacekonzumace
alkoholalkohol
:: ovlivňujeovlivňuje intenzitaintenzita aa délcedélce konzumacekonzumace

okamžitéokamžité vlivyvlivy:: ↓↓ koncentracekoncentrace sérovésérové glukózy,glukózy, metabolickámetabolická acidózaacidóza
((etanoletanol⇒⇒acetaldehydacetaldehyd⇒⇒acetát)acetát)

dl h d bédl h d bé lili ↑↑ k i ik i i ůů GMTGMT GLDGLD ASTAST ALTALT

okamžitéokamžité vlivyvlivy:: ↓↓ koncentracekoncentrace sérovésérové glukózy,glukózy, metabolickámetabolická acidózaacidóza
((etanoletanol⇒⇒acetaldehydacetaldehyd⇒⇒acetát)acetát)

dl h d bédl h d bé lili ↑↑ k i ik i i ůů GMTGMT GLDGLD ASTAST ALTALTdlouhodobédlouhodobé vlivyvlivy:: ↑↑ aktivityaktivity enzymůenzymů GMT,GMT, GLD,GLD, ASTAST aa ALTALT
(intoxikační(intoxikační vlivvliv nana játra)játra)

dlouhodobédlouhodobé vlivyvlivy:: ↑↑ aktivityaktivity enzymůenzymů GMT,GMT, GLD,GLD, ASTAST aa ALTALT
(intoxikační(intoxikační vlivvliv nana játra)játra)

chronickýchronický alkoholizmusalkoholizmus:: ↑↑ koncentracekoncentrace triacylglycerolůtriacylglycerolů,, cholesterolucholesterolu aa některýchněkterých
hormonůhormonů

chronickýchronický alkoholizmusalkoholizmus:: ↑↑ koncentracekoncentrace triacylglycerolůtriacylglycerolů,, cholesterolucholesterolu aa některýchněkterých
hormonůhormonů
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jiné běžné vlivyjiné běžné vlivyjiné běžné vlivyjiné běžné vlivy

biologickébiologické tekutinytekutiny –– komplexkomplex anorganickýchanorganických aa organickýchorganických molekul,molekul, navícnavíc
jsoujsou tvořenytvořeny nepravýminepravými roztokyroztoky bílkovinbílkovin aa emulzíemulzí tukovýchtukových kapénekkapének
biologickébiologické tekutinytekutiny –– komplexkomplex anorganickýchanorganických aa organickýchorganických molekul,molekul, navícnavíc
jsoujsou tvořenytvořeny nepravýminepravými roztokyroztoky bílkovinbílkovin aa emulzíemulzí tukovýchtukových kapénekkapénekjsoujsou tvořenytvořeny nepravýminepravými roztokyroztoky bílkovinbílkovin aa emulzíemulzí tukovýchtukových kapénekkapének

látkylátky mohoumohou býtbýt vázányvázány nana bílkovinybílkoviny ⇒⇒ jejichjejich obsahobsah sese vv živémživém organizmuorganizmu
d i kd i k ě íě í ěě i íi í j ji hj ji h i di id ál íi di id ál í t bilitt bilit bb kl d ý ikl d ý i

jsoujsou tvořenytvořeny nepravýminepravými roztokyroztoky bílkovinbílkovin aa emulzíemulzí tukovýchtukových kapénekkapének

látkylátky mohoumohou býtbýt vázányvázány nana bílkovinybílkoviny ⇒⇒ jejichjejich obsahobsah sese vv živémživém organizmuorganizmu
d i kd i k ě íě í ěě i íi í j ji hj ji h i di id ál íi di id ál í t bilitt bilit bb kl d ý ikl d ý idynamickydynamicky měnímění;; změnyzměny souvisísouvisí ss jejichjejich individuálníindividuální stabilitoustabilitou nebonebo rozkladnýmirozkladnými
procesyprocesy (metabolizmus(metabolizmus aa bakterie)bakterie)
dynamickydynamicky měnímění;; změnyzměny souvisísouvisí ss jejichjejich individuálníindividuální stabilitoustabilitou nebonebo rozkladnýmirozkladnými
procesyprocesy (metabolizmus(metabolizmus aa bakterie)bakterie)

biologickébiologické vzorkyvzorky –– potenciálněpotenciálně infekčníinfekční materiálmateriál ⇒⇒ bezpečnostníbezpečnostní předpisypředpisy

početpočet analytůanalytů veve vzorkuvzorku –– stovkystovky ++ jejichjejich derivátyderiváty ss proměnnýmproměnným obsahemobsahem aa

biologickébiologické vzorkyvzorky –– potenciálněpotenciálně infekčníinfekční materiálmateriál ⇒⇒ bezpečnostníbezpečnostní předpisypředpisy

početpočet analytůanalytů veve vzorkuvzorku –– stovkystovky ++ jejichjejich derivátyderiváty ss proměnnýmproměnným obsahemobsahem aapp yy yy j jj j yy p ýp ý
proměnnouproměnnou fotofoto-- aa termostabilitoutermostabilitou == biologickábiologická matricematrice

vlivvliv odběruodběru aa následnéhonásledného transportutransportu –– tzvtzv.. preanalytickápreanalytická fázefáze

pp yy yy j jj j yy p ýp ý
proměnnouproměnnou fotofoto-- aa termostabilitoutermostabilitou == biologickábiologická matricematrice

vlivvliv odběruodběru aa následnéhonásledného transportutransportu –– tzvtzv.. preanalytickápreanalytická fázefázevlivvliv odběruodběru aa následnéhonásledného transportutransportu tzvtzv.. preanalytickápreanalytická fázefáze

nutnostnutnost rychléhorychlého transportutransportu aa uchováváníuchovávání vv chladuchladu nebonebo konzervacekonzervace

vlivvliv odběruodběru aa následnéhonásledného transportutransportu tzvtzv.. preanalytickápreanalytická fázefáze

nutnostnutnost rychléhorychlého transportutransportu aa uchováváníuchovávání vv chladuchladu nebonebo konzervacekonzervace
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vlivy medikacevlivy medikacevlivy medikacevlivy medikace

vzorkyvzorky nemocnýchnemocných –– lékovélékové interferenceinterferencevzorkyvzorky nemocnýchnemocných –– lékovélékové interferenceinterference

zkreslujízkreslují výsledekvýsledek nebonebo úplněúplně znemožňujíznemožňují provedeníprovedení analýzanalýz

údajeúdaje oo interferencíchinterferencích –– zjišťoványzjišťovány empirickyempiricky

zkreslujízkreslují výsledekvýsledek nebonebo úplněúplně znemožňujíznemožňují provedeníprovedení analýzanalýz

údajeúdaje oo interferencíchinterferencích –– zjišťoványzjišťovány empirickyempirickyúdajeúdaje oo interferencíchinterferencích zjišťoványzjišťovány empirickyempiricky
:: vlivyvlivy jednotlivýchjednotlivých lékůléků (běžné)(běžné)
:: vlivyvlivy lékovýchlékových kombinacíkombinací (vesměs(vesměs neznámé)neznámé)

údajeúdaje oo interferencíchinterferencích zjišťoványzjišťovány empirickyempiricky
:: vlivyvlivy jednotlivýchjednotlivých lékůléků (běžné)(běžné)
:: vlivyvlivy lékovýchlékových kombinacíkombinací (vesměs(vesměs neznámé)neznámé)

:: odběrodběr krvekrve nalačno,nalačno, aleale ii popo vysazenívysazení lékůléků nana dobudobu 2424 –– 7272 hh
:: většinouvětšinou jenjen znalostznalost lékůléků pacientapacienta
:: odběrodběr krvekrve nalačno,nalačno, aleale ii popo vysazenívysazení lékůléků nana dobudobu 2424 –– 7272 hh
:: většinouvětšinou jenjen znalostznalost lékůléků pacientapacienta

analytickáanalytická interferenceinterference léčivléčiv –– jeje sledovánasledována IFCC,IFCC, zjištěnézjištěné analytickéanalytické
interferenceinterference vv databancedatabance
analytickáanalytická interferenceinterference léčivléčiv –– jeje sledovánasledována IFCC,IFCC, zjištěnézjištěné analytickéanalytické
interferenceinterference vv databancedatabance

standardnístandardní (normovaný)(normovaný) operačníoperační postuppostup (SOP)(SOP) –– analýzaanalýza směsnéhosměsného séraséra
dárcůdárců nebonebo nemocnýchnemocných obohacenéhoobohaceného známýmznámým množstvímmnožstvím příslušnéhopříslušného léčivaléčiva
standardnístandardní (normovaný)(normovaný) operačníoperační postuppostup (SOP)(SOP) –– analýzaanalýza směsnéhosměsného séraséra
dárcůdárců nebonebo nemocnýchnemocných obohacenéhoobohaceného známýmznámým množstvímmnožstvím příslušnéhopříslušného léčivaléčivadárcůdárců nebonebo nemocnýchnemocných obohacenéhoobohaceného známýmznámým množstvímmnožstvím příslušnéhopříslušného léčivaléčiva
:: výsledekvýsledek analýzyanalýzy jeje statistickystatisticky hodnocenhodnocen
dárcůdárců nebonebo nemocnýchnemocných obohacenéhoobohaceného známýmznámým množstvímmnožstvím příslušnéhopříslušného léčivaléčiva
:: výsledekvýsledek analýzyanalýzy jeje statistickystatisticky hodnocenhodnocen
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preanalytickápreanalytická fázefázepreanalytickápreanalytická fázefáze
odběr, transport a uchovávání vzorkodběr, transport a uchovávání vzorkůůodběr, transport a uchovávání vzorkodběr, transport a uchovávání vzorkůů

postupy a operace se vzorkem analyzovaného materiálu do zahájení analýzypostupy a operace se vzorkem analyzovaného materiálu do zahájení analýzypostupy a operace se vzorkem analyzovaného materiálu do zahájení analýzypostupy a operace se vzorkem analyzovaného materiálu do zahájení analýzy

odběr a transport biologického materiáluodběr a transport biologického materiáluodběr a transport biologického materiáluodběr a transport biologického materiálu

p py p y j ý yp py p y j ý yp py p y j ý yp py p y j ý y

p gp gp gp g

analytyanalyty mají mají omezenou časovou stálostomezenou časovou stálostanalytyanalyty mají mají omezenou časovou stálostomezenou časovou stálost
: jsou metabolizovány, jsou termolabilní nebo fotolabilní : jsou metabolizovány, jsou termolabilní nebo fotolabilní : jsou metabolizovány, jsou termolabilní nebo fotolabilní : jsou metabolizovány, jsou termolabilní nebo fotolabilní 

stabilitastabilita doba skladování kdy se za přesně definovaných podmínek neměnídoba skladování kdy se za přesně definovaných podmínek neměnístabilitastabilita doba skladování kdy se za přesně definovaných podmínek neměnídoba skladování kdy se za přesně definovaných podmínek neměnístabilitastabilita –– doba skladování, kdy se za přesně definovaných podmínek nemění doba skladování, kdy se za přesně definovaných podmínek nemění 
počáteční obsah analytu ve vzorku; jeho koncentrace nebo aktivitapočáteční obsah analytu ve vzorku; jeho koncentrace nebo aktivita

j dř jj dř j j kj k čč běhběh ěh žěh ž čá č íčá č í b hb h ll 9595%%

stabilitastabilita –– doba skladování, kdy se za přesně definovaných podmínek nemění doba skladování, kdy se za přesně definovaných podmínek nemění 
počáteční obsah analytu ve vzorku; jeho koncentrace nebo aktivitapočáteční obsah analytu ve vzorku; jeho koncentrace nebo aktivita

j dř jj dř j j kj k čč běhběh ěh žěh ž čá č íčá č í b hb h ll 9595%%vyjadřujevyjadřuje sese jakojako časčas,, běhemběhem něhožněhož sese počátečnípočáteční obsahobsah analytuanalytu ss 9595%%
pravděpodobnostípravděpodobností nezměnínezmění oo vícevíce nežnež 11..55--násobeknásobek referenčníhoreferenčního intervaluintervalu
vyjadřujevyjadřuje sese jakojako časčas,, běhemběhem něhožněhož sese počátečnípočáteční obsahobsah analytuanalytu ss 9595%%
pravděpodobnostípravděpodobností nezměnínezmění oo vícevíce nežnež 11..55--násobeknásobek referenčníhoreferenčního intervaluintervalu
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zásady odběruzásady odběruzásady odběruzásady odběru
vlivyvlivy stavustavu pacientapacientavlivyvlivy stavustavu pacientapacienta

tělesnátělesná polohapoloha –– uu vysokomolekulárníchvysokomolekulárních láteklátek jsoujsou nižšínižší připři odběruodběru vleževleže aa zvyšujízvyšují
sese ažaž oo 1515 %% připři odběruodběru vstojevstoje
tělesnátělesná polohapoloha –– uu vysokomolekulárníchvysokomolekulárních láteklátek jsoujsou nižšínižší připři odběruodběru vleževleže aa zvyšujízvyšují
sese ažaž oo 1515 %% připři odběruodběru vstojevstoje

fyzickáfyzická námahanámaha –– ΔΔ koncentracekoncentrace láteklátek podílejícíchpodílejících sese nana energetickémenergetickém
metabolizmu,metabolizmu, docházídochází kk zahušťovánízahušťování makromolekulárníchmakromolekulárních látek,látek, zvyšujezvyšuje sese aktivitaaktivita
enzymůenzymů ASTAST aa CK,CK, kreatininu,kreatininu, snižujesnižuje sese hladinahladina thyroxinuthyroxinu

fyzickáfyzická námahanámaha –– ΔΔ koncentracekoncentrace láteklátek podílejícíchpodílejících sese nana energetickémenergetickém
metabolizmu,metabolizmu, docházídochází kk zahušťovánízahušťování makromolekulárníchmakromolekulárních látek,látek, zvyšujezvyšuje sese aktivitaaktivita
enzymůenzymů ASTAST aa CK,CK, kreatininu,kreatininu, snižujesnižuje sese hladinahladina thyroxinuthyroxinu

krevkrevkrevkrev

enzymůenzymů ASTAST aa CK,CK, kreatininu,kreatininu, snižujesnižuje sese hladinahladina thyroxinuthyroxinuenzymůenzymů ASTAST aa CK,CK, kreatininu,kreatininu, snižujesnižuje sese hladinahladina thyroxinuthyroxinu

eeee

: odebírá se : odebírá se vseděvsedě a alespoň po a alespoň po 30 min klidu30 min klidu
:: stažení pažestažení paže elastickým obinadlem a poelastickým obinadlem a po dezinfekcidezinfekci místa vpichumísta vpichu
: odebírá se : odebírá se vseděvsedě a alespoň po a alespoň po 30 min klidu30 min klidu
:: stažení pažestažení paže elastickým obinadlem a poelastickým obinadlem a po dezinfekcidezinfekci místa vpichumísta vpichu: : stažení pažestažení paže elastickým obinadlem a po elastickým obinadlem a po dezinfekcidezinfekci místa vpichumísta vpichu
: obinadlo se : obinadlo se rychle uvolnírychle uvolní –– odbírá se odbírá se volně proudící krevvolně proudící krev
: před vpichem se : před vpichem se nesmínesmí pacient staženou paží pacient staženou paží dlouho cvičitdlouho cvičit

: : stažení pažestažení paže elastickým obinadlem a po elastickým obinadlem a po dezinfekcidezinfekci místa vpichumísta vpichu
: obinadlo se : obinadlo se rychle uvolnírychle uvolní –– odbírá se odbírá se volně proudící krevvolně proudící krev
: před vpichem se : před vpichem se nesmínesmí pacient staženou paží pacient staženou paží dlouho cvičitdlouho cvičit

rychlé neuvolnění obinadla a příliš intenzivní cvičení pažírychlé neuvolnění obinadla a příliš intenzivní cvičení paží ⇒⇒
významné ovlivnění hladinyvýznamné ovlivnění hladiny některých sérových analytů: některých sérových analytů: 

↑↑ koncentrace Nakoncentrace Na++ a Caa Ca2+2+, hemoglobinu, cholesterolu, ALP, bílkovin, bilirubinu a, hemoglobinu, cholesterolu, ALP, bílkovin, bilirubinu a

rychlé neuvolnění obinadla a příliš intenzivní cvičení pažírychlé neuvolnění obinadla a příliš intenzivní cvičení paží ⇒⇒
významné ovlivnění hladinyvýznamné ovlivnění hladiny některých sérových analytů: některých sérových analytů: 

↑↑ koncentrace Nakoncentrace Na++ a Caa Ca2+2+, hemoglobinu, cholesterolu, ALP, bílkovin, bilirubinu a, hemoglobinu, cholesterolu, ALP, bílkovin, bilirubinu a↑↑ koncentrace Nakoncentrace Na a Caa Ca , hemoglobinu, cholesterolu, ALP, bílkovin, bilirubinu a , hemoglobinu, cholesterolu, ALP, bílkovin, bilirubinu a 
některých enzymy; některých enzymy; ↓↓ se koncentrace glukózy, kreatininu, fosforečnanu...se koncentrace glukózy, kreatininu, fosforečnanu...
↑↑ koncentrace Nakoncentrace Na a Caa Ca , hemoglobinu, cholesterolu, ALP, bílkovin, bilirubinu a , hemoglobinu, cholesterolu, ALP, bílkovin, bilirubinu a 
některých enzymy; některých enzymy; ↓↓ se koncentrace glukózy, kreatininu, fosforečnanu...se koncentrace glukózy, kreatininu, fosforečnanu...
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venóznívenózní (žilní)(žilní) krevkrev

odběrodběr ránoráno nalačnonalačno
íí ýý áá éé ž íž í

venóznívenózní (žilní)(žilní) krevkrev

odběrodběr ránoráno nalačnonalačno
íí ýý áá éé ž íž íposledníposlední lehkoulehkou potravupotravu kolemkolem 1818::0000,, aa druhýdruhý denden ránoráno vv malémmalém množstvímnožství jenjen

voduvodu nebonebo neslazenýneslazený čajčaj

vysazenívysazení lékůléků nana dobudobu alespoňalespoň 2424 –– 7272 hodinhodin

posledníposlední lehkoulehkou potravupotravu kolemkolem 1818::0000,, aa druhýdruhý denden ránoráno vv malémmalém množstvímnožství jenjen
voduvodu nebonebo neslazenýneslazený čajčaj

vysazenívysazení lékůléků nana dobudobu alespoňalespoň 2424 –– 7272 hodinhodinvysazenívysazení lékůléků nana dobudobu alespoňalespoň 2424 7272 hodinhodin

:: většinavětšina analýzanalýz (kromě(kromě hematologických)hematologických) jeje prováděnaprováděna zeze séraséra

:: popo odběruodběru srážlivésrážlivé krvekrve aa předpřed oddělenímoddělením séraséra odod krevníkrevní sraženinysraženiny odstředěnímodstředěním jeje

vysazenívysazení lékůléků nana dobudobu alespoňalespoň 2424 7272 hodinhodin

:: většinavětšina analýzanalýz (kromě(kromě hematologických)hematologických) jeje prováděnaprováděna zeze séraséra

:: popo odběruodběru srážlivésrážlivé krvekrve aa předpřed oddělenímoddělením séraséra odod krevníkrevní sraženinysraženiny odstředěnímodstředěním jeje:: popo odběruodběru srážlivésrážlivé krvekrve aa předpřed oddělenímoddělením séraséra odod krevníkrevní sraženinysraženiny odstředěnímodstředěním jeje
nezbytnénezbytné vyčkatvyčkat nejméněnejméně 3030 minut,minut, cožcož jeje dobadoba nezbytněnezbytně nutnánutná propro koagulačníkoagulační
procesproces

:: popo odběruodběru srážlivésrážlivé krvekrve aa předpřed oddělenímoddělením séraséra odod krevníkrevní sraženinysraženiny odstředěnímodstředěním jeje
nezbytnénezbytné vyčkatvyčkat nejméněnejméně 3030 minut,minut, cožcož jeje dobadoba nezbytněnezbytně nutnánutná propro koagulačníkoagulační
procesproces

:: ss prostředkyprostředky zrychlujícízrychlující procesproces krevníkrevní koagulace,koagulace, stačístačí obvykleobvykle jenjen 1010 minutminut:: ss prostředkyprostředky zrychlujícízrychlující procesproces krevníkrevní koagulace,koagulace, stačístačí obvykleobvykle jenjen 1010 minutminut

kapilární krevkapilární krevkapilární krevkapilární krevpp

vpichem lancetou do prstu, do ušního lalůčku nebo patičky (děti)vpichem lancetou do prstu, do ušního lalůčku nebo patičky (děti)
: šetrné: šetrné

pp

vpichem lancetou do prstu, do ušního lalůčku nebo patičky (děti)vpichem lancetou do prstu, do ušního lalůčku nebo patičky (děti)
: šetrné: šetrné

: skápnutí nebo odsátí (mikropipetou nebo kapilárou) 1 : skápnutí nebo odsátí (mikropipetou nebo kapilárou) 1 –– 3 kapek krve3 kapek krve

: okamžitá analýza (stanovení glukózy na diagnostickém proužku): okamžitá analýza (stanovení glukózy na diagnostickém proužku)

: skápnutí nebo odsátí (mikropipetou nebo kapilárou) 1 : skápnutí nebo odsátí (mikropipetou nebo kapilárou) 1 –– 3 kapek krve3 kapek krve

: okamžitá analýza (stanovení glukózy na diagnostickém proužku): okamžitá analýza (stanovení glukózy na diagnostickém proužku): okamžitá analýza (stanovení glukózy na diagnostickém proužku): okamžitá analýza (stanovení glukózy na diagnostickém proužku)

: transport v plastové : transport v plastové mikrozkumavcemikrozkumavce s protisrážlivým a s protisrážlivým a antianti--glykolytickým prostředkemglykolytickým prostředkem

: okamžitá analýza (stanovení glukózy na diagnostickém proužku): okamžitá analýza (stanovení glukózy na diagnostickém proužku)

: transport v plastové : transport v plastové mikrozkumavcemikrozkumavce s protisrážlivým a s protisrážlivým a antianti--glykolytickým prostředkemglykolytickým prostředkem
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protisrážlivé prostředky (antikoagulancia)protisrážlivé prostředky (antikoagulancia)

látkylátky schopnéschopné komplexovatkomplexovat veve vzorkuvzorku iontyionty endogenníhoendogenního vápníkuvápníku aa taktak

protisrážlivé prostředky (antikoagulancia)protisrážlivé prostředky (antikoagulancia)

látkylátky schopnéschopné komplexovatkomplexovat veve vzorkuvzorku iontyionty endogenníhoendogenního vápníkuvápníku aa taktaklátkylátky schopnéschopné komplexovatkomplexovat veve vzorkuvzorku iontyionty endogenníhoendogenního vápníkuvápníku aa taktak
zabránitzabránit procesuprocesu sráženísrážení krvekrve –– koagulacikoagulaci

d éd é bb d l éd l é lili k lik li it éit é šť l éšť l é bb EDTAEDTA

látkylátky schopnéschopné komplexovatkomplexovat veve vzorkuvzorku iontyionty endogenníhoendogenního vápníkuvápníku aa taktak
zabránitzabránit procesuprocesu sráženísrážení krvekrve –– koagulacikoagulaci

d éd é bb d l éd l é lili k lik li it éit é šť l éšť l é bb EDTAEDTA:: sodnésodné nebonebo draselnédraselné solisoli kyselinykyseliny citronové,citronové, šťavelovéšťavelové nebonebo EDTAEDTA

:: heparin,heparin, akcelerátorakcelerátor antithrombinantithrombin IIIIII (inhibitor(inhibitor krevníkrevní koagulace)koagulace)

:: sodnésodné nebonebo draselnédraselné solisoli kyselinykyseliny citronové,citronové, šťavelovéšťavelové nebonebo EDTAEDTA

:: heparin,heparin, akcelerátorakcelerátor antithrombinantithrombin IIIIII (inhibitor(inhibitor krevníkrevní koagulace)koagulace)

:: hirudinhirudin (antikoagulans(antikoagulans pijavekpijavek lékařských)lékařských):: hirudinhirudin (antikoagulans(antikoagulans pijavekpijavek lékařských)lékařských)

vv hematologickýchhematologických analýzáchanalýzách aa testechtestech jeje nutnénutné naopaknaopak nesrážlivounesrážlivou krevkrev
rekalcifikovatrekalcifikovat aa tímtím obnovitobnovit srážlivostsrážlivost krvekrve přidánímpřidáním přebytkupřebytku vápenatévápenaté solisoli
kk vysycenívysycení antikoagulanciaantikoagulancia

vv hematologickýchhematologických analýzáchanalýzách aa testechtestech jeje nutnénutné naopaknaopak nesrážlivounesrážlivou krevkrev
rekalcifikovatrekalcifikovat aa tímtím obnovitobnovit srážlivostsrážlivost krvekrve přidánímpřidáním přebytkupřebytku vápenatévápenaté solisoli
kk vysycenívysycení antikoagulanciaantikoagulanciakk vysycenívysycení antikoagulanciaantikoagulanciakk vysycenívysycení antikoagulanciaantikoagulancia
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odběrové nádobkyodběrové nádobkyodběrové nádobkyodběrové nádobkyodběrové nádobkyodběrové nádobky

otevřenýotevřený systémsystém –– otevřenáotevřená zkumavkazkumavka

odběrové nádobkyodběrové nádobky

otevřenýotevřený systémsystém –– otevřenáotevřená zkumavkazkumavka

uzavřenýuzavřený systémsystém –– evakuovanáevakuovaná nádobkanádobka čiči zkumavkazkumavka ss pryžovoupryžovou zátkou,zátkou,
nebonebo speciálníspeciální injekčníinjekční stříkačkastříkačka sloužícíchsloužících kk odběruodběru aa současněsoučasně ii jakojako
centrifugačnícentrifugační zkumavkazkumavka

uzavřenýuzavřený systémsystém –– evakuovanáevakuovaná nádobkanádobka čiči zkumavkazkumavka ss pryžovoupryžovou zátkou,zátkou,
nebonebo speciálníspeciální injekčníinjekční stříkačkastříkačka sloužícíchsloužících kk odběruodběru aa současněsoučasně ii jakojako
centrifugačnícentrifugační zkumavkazkumavkacentrifugačnícentrifugační zkumavkazkumavka

obsahujíobsahují –– antikoagulanciaantikoagulancia nebonebo látkylátky urychlujícíurychlující sráženísrážení krvekrve (želatina,(želatina,
aprotininaprotinin polystyrenovépolystyrenové kuličkykuličky apodapod ))

centrifugačnícentrifugační zkumavkazkumavka

obsahujíobsahují –– antikoagulanciaantikoagulancia nebonebo látkylátky urychlujícíurychlující sráženísrážení krvekrve (želatina,(želatina,
aprotininaprotinin polystyrenovépolystyrenové kuličkykuličky apodapod ))aprotinin,aprotinin, polystyrenovépolystyrenové kuličkykuličky apodapod..))

stanovenístanovení glukózyglukózy –– speciálníspeciální nádobkynádobky ss prostředkyprostředky potlačujícímipotlačujícími glykolýzuglykolýzu vv
k bi ik bi i tik l č í itik l č í i tř dktř dk

aprotinin,aprotinin, polystyrenovépolystyrenové kuličkykuličky apodapod..))

stanovenístanovení glukózyglukózy –– speciálníspeciální nádobkynádobky ss prostředkyprostředky potlačujícímipotlačujícími glykolýzuglykolýzu vv
k bi ik bi i tik l č í itik l č í i tř dktř dkkombinacikombinaci ss antikoagulačnímiantikoagulačními prostředkyprostředky

protisrážlivéprotisrážlivé prostředkyprostředky jsoujsou většinouvětšinou solisoli aa vnášejívnášejí vždyvždy dodo biologickéhobiologického

kombinacikombinaci ss antikoagulačnímiantikoagulačními prostředkyprostředky

protisrážlivéprotisrážlivé prostředkyprostředky jsoujsou většinouvětšinou solisoli aa vnášejívnášejí vždyvždy dodo biologickéhobiologického
vzorkuvzorku některéněkteré ionty,ionty, nelzenelze tytotyto iontyionty vv taktotakto ošetřenémošetřeném biologickémbiologickém materiálumateriálu
stanovovatstanovovat
vzorkuvzorku některéněkteré ionty,ionty, nelzenelze tytotyto iontyionty vv taktotakto ošetřenémošetřeném biologickémbiologickém materiálumateriálu
stanovovatstanovovat
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bezpečnostní uzávěr
HEMOGARD©
bezpečnostní uzávěr
HEMOGARD©

sterilní evakuovaná
zkumavka   VACUTAINER©
sterilní evakuovaná
zkumavka   VACUTAINER©

jehla pro
vícenásobný odběr
jehla pro
vícenásobný odběr bezpečnostní ventilbezpečnostní ventil

předdefinované
vakuum
předdefinované
vakuum

speciálníspeciální separačníseparační gelgel –– oddělíoddělí popo centrifugacicentrifugaci sérumsérum nebonebo plazmuplazmu odod
krevníkrevní sraženinysraženiny nebonebo krvinekkrvinek;; nenínení nutnénutné rychlérychlé odděleníoddělení séra/plazmyséra/plazmy odod
b tkb tk kk

speciálníspeciální separačníseparační gelgel –– oddělíoddělí popo centrifugacicentrifugaci sérumsérum nebonebo plazmuplazmu odod
krevníkrevní sraženinysraženiny nebonebo krvinekkrvinek;; nenínení nutnénutné rychlérychlé odděleníoddělení séra/plazmyséra/plazmy odod
b tkb tk kkzbytkuzbytku krvekrve

nádobkynádobky nana odběrodběr krvekrve jsoujsou barevněbarevně odlišenyodlišeny propro snadnějšísnadnější manipulacimanipulaci;;
ří š éří š é ěě

zbytkuzbytku krvekrve

nádobkynádobky nana odběrodběr krvekrve jsoujsou barevněbarevně odlišenyodlišeny propro snadnějšísnadnější manipulacimanipulaci;;
ří š éří š é ěězakotvenozakotveno vv příslušnépříslušné norměnormě ISOISOzakotvenozakotveno vv příslušnépříslušné norměnormě ISOISO

červenáčervená –– čistáčistá;; zlatázlatá –– gelgel propro centrifugacicentrifugaci
šedášedá –– glukózovéglukózové ((NaFNaF,, KK22((oxox)),)), zelenázelená –– heparinheparin
fialováfialová –– EDTA,EDTA, modrámodrá –– citrátcitrát……

červenáčervená –– čistáčistá;; zlatázlatá –– gelgel propro centrifugacicentrifugaci
šedášedá –– glukózovéglukózové ((NaFNaF,, KK22((oxox)),)), zelenázelená –– heparinheparin
fialováfialová –– EDTA,EDTA, modrámodrá –– citrátcitrát……
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jednorázovéjednorázové pp.. ((disposablesdisposables)) –– třídatřída pomůcek,pomůcek, mezimezi nežnež patřípatří ii uzavřenéuzavřené
nádobkynádobky aa dalšídalší plastovéplastové jednorázovéjednorázové pomůckypomůcky propro odběr,odběr, transport,transport,

ř ě íř ě í á á íá á í á á íá á í šíší ě íě í íí

jednorázovéjednorázové pp.. ((disposablesdisposables)) –– třídatřída pomůcek,pomůcek, mezimezi nežnež patřípatří ii uzavřenéuzavřené
nádobkynádobky aa dalšídalší plastovéplastové jednorázovéjednorázové pomůckypomůcky propro odběr,odběr, transport,transport,

ř ě íř ě í á á íá á í á á íá á í šíší ě íě í ííodstředění,odstředění, dávkovánídávkování aa uchováváníuchovávání dalšíchdalších tělníchtělních tekutintekutin veve sterilnímsterilním
provedeníprovedení
odstředění,odstředění, dávkovánídávkování aa uchováváníuchovávání dalšíchdalších tělníchtělních tekutintekutin veve sterilnímsterilním
provedeníprovedení

dáledále jsoujsou toto:: nástavcenástavce automatickýchautomatických pipet,pipet, nádobkynádobky aa zkumavkyzkumavky nana moč,moč,
plastovéplastové destičkydestičky ELISA,ELISA, nana určeníurčení krevníchkrevních skupinskupin atpatp..
dáledále jsoujsou toto:: nástavcenástavce automatickýchautomatických pipet,pipet, nádobkynádobky aa zkumavkyzkumavky nana moč,moč,
plastovéplastové destičkydestičky ELISA,ELISA, nana určeníurčení krevníchkrevních skupinskupin atpatp..

hemolýzahemolýza

rozpadrozpad erytrocytůerytrocytů ⇒⇒ měnímění kvalitukvalitu odebranéodebrané krvekrve

hemolýzahemolýza

rozpadrozpad erytrocytůerytrocytů ⇒⇒ měnímění kvalitukvalitu odebranéodebrané krvekrve
:: zpracovánízpracování odebranéodebrané krvekrve nana sérumsérum čiči plazmuplazmu optimálněoptimálně dodo 3030 minutminut,,
nejpozdějinejpozději aleale dodo 11 hodinyhodiny popo odběruodběru

↑↑ kk d líkd lík hl důhl dů ↑↑ kk ↓↓ l kól kó

:: zpracovánízpracování odebranéodebrané krvekrve nana sérumsérum čiči plazmuplazmu optimálněoptimálně dodo 3030 minutminut,,
nejpozdějinejpozději aleale dodo 11 hodinyhodiny popo odběruodběru

↑↑ kk d líkd lík hl důhl dů ↑↑ kk ↓↓ l kól kóprojevprojev –– ↑↑ koncentracekoncentrace draslíkudraslíku aa chloridů,chloridů, ↑↑ aktivitaaktivita enzymuenzymu ALT,ALT, ↓↓ glukózaglukóza

vzhledvzhled –– normálnínormální sérumsérum ii plazmaplazma –– nažloutlénažloutlé aa průhlednéprůhledné
:: hemolýzahemolýza ⇒⇒ červenéčervené (uvolnění(uvolnění hemoglobinu)hemoglobinu)

projevprojev –– ↑↑ koncentracekoncentrace draslíkudraslíku aa chloridů,chloridů, ↑↑ aktivitaaktivita enzymuenzymu ALT,ALT, ↓↓ glukózaglukóza

vzhledvzhled –– normálnínormální sérumsérum ii plazmaplazma –– nažloutlénažloutlé aa průhlednéprůhledné
:: hemolýzahemolýza ⇒⇒ červenéčervené (uvolnění(uvolnění hemoglobinu)hemoglobinu):: hemolýzahemolýza ⇒⇒ červenéčervené (uvolnění(uvolnění hemoglobinu)hemoglobinu)
:: mléčnýmléčný zákalzákal –– emulgovanéemulgované tukovétukové kapénkykapénky –– chylózníchylózní ((lipemickélipemické)) sérumsérum

h l i kéh l i ké h ló íh ló í éé bb ll jj ě šiě ši lýlý h d éh d é

:: hemolýzahemolýza ⇒⇒ červenéčervené (uvolnění(uvolnění hemoglobinu)hemoglobinu)
:: mléčnýmléčný zákalzákal –– emulgovanéemulgované tukovétukové kapénkykapénky –– chylózníchylózní ((lipemickélipemické)) sérumsérum

h l i kéh l i ké h ló íh ló í éé bb ll jj ě šiě ši lýlý h d éh d éhemolytickéhemolytické aa chylózníchylózní sérumsérum nebonebo plazmaplazma jsoujsou propro většinuvětšinu analýzanalýz nevhodnénevhodnéhemolytickéhemolytické aa chylózníchylózní sérumsérum nebonebo plazmaplazma jsoujsou propro většinuvětšinu analýzanalýz nevhodnénevhodné
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glykolýzaglykolýzaglykolýzaglykolýza

obsahobsah glukózyglukózy vv krvikrvi rapidněrapidně klesáklesá popo odběruodběru –– krvinkykrvinky stálestále žijížijíobsahobsah glukózyglukózy vv krvikrvi rapidněrapidně klesáklesá popo odběruodběru –– krvinkykrvinky stálestále žijížijí

sérum/plazmusérum/plazmu jeje nutnénutné uchovávatuchovávat připři teplotěteplotě kolemkolem ++44 °°CC

účinnéúčinné,, aleale komplikujekomplikuje transporttransport

sérum/plazmusérum/plazmu jeje nutnénutné uchovávatuchovávat připři teplotěteplotě kolemkolem ++44 °°CC

účinnéúčinné,, aleale komplikujekomplikuje transporttransportúčinnéúčinné,, aleale komplikujekomplikuje transporttransport

teplotateplota 1515 –– 2525 °°CC ⇒⇒ obsahobsah glukózyglukózy zaza denden nana ~~3030 %%,, zaza 22 dnydny jenjen 66 %%

účinnéúčinné,, aleale komplikujekomplikuje transporttransport

teplotateplota 1515 –– 2525 °°CC ⇒⇒ obsahobsah glukózyglukózy zaza denden nana ~~3030 %%,, zaza 22 dnydny jenjen 66 %%

teplotateplota ++44 °°CC ⇒⇒ obsahobsah glukózyglukózy zaza denden nana ~~8080 %%,, zaza 22 dnydny 3232 %%teplotateplota ++44 °°CC ⇒⇒ obsahobsah glukózyglukózy zaza denden nana ~~8080 %%,, zaza 22 dnydny 3232 %%

biochemickábiochemická povahapovaha glykolýzyglykolýzy –– katabolizmuskatabolizmus glukózyglukózy

b íb í l k lýl k lý k č ýk č ý d kd k COCO dd

biochemickábiochemická povahapovaha glykolýzyglykolýzy –– katabolizmuskatabolizmus glukózyglukózy

b íb í l k lýl k lý k č ýk č ý d kd k COCO dd:: aerobníaerobní glykolýzuglykolýzu –– konečnýmkonečným produktemproduktem COCO22 aa vodavoda
:: anaerobníanaerobní glykolýzuglykolýzu –– konečnýmkonečným produktemproduktem laktátlaktát
:: pentózovýpentózový cykluscyklus –– přímápřímá oxidaceoxidace glukózyglukózy;; hexózahexóza ⇒⇒ pentózapentóza

:: aerobníaerobní glykolýzuglykolýzu –– konečnýmkonečným produktemproduktem COCO22 aa vodavoda
:: anaerobníanaerobní glykolýzuglykolýzu –– konečnýmkonečným produktemproduktem laktátlaktát
:: pentózovýpentózový cykluscyklus –– přímápřímá oxidaceoxidace glukózyglukózy;; hexózahexóza ⇒⇒ pentózapentóza
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potlačení glykolýzypotlačení glykolýzypotlačení glykolýzypotlačení glykolýzy
: potlačení funkce významných enzymů daných katabolických drah: potlačení funkce významných enzymů daných katabolických drah: potlačení funkce významných enzymů daných katabolických drah: potlačení funkce významných enzymů daných katabolických drahp ý ý y ý ýp ý ý y ý ýp ý ý y ý ýp ý ý y ý ý

glyceraldehydglyceraldehyd--33--fosfátdehydrogenázafosfátdehydrogenáza –– dehydrogenacedehydrogenace glyceraldehydglyceraldehyd--33--
fosfátufosfátu nana 11,,33--bis(fosfo)glycerátbis(fosfo)glycerát
glyceraldehydglyceraldehyd--33--fosfátdehydrogenázafosfátdehydrogenáza –– dehydrogenacedehydrogenace glyceraldehydglyceraldehyd--33--
fosfátufosfátu nana 11,,33--bis(fosfo)glycerátbis(fosfo)glycerát,, ( )g y( )g y

:: inhibovánainhibována kyselinoukyselinou monojódoctovoumonojódoctovou ((ccacca 00..55 mg/mlmg/ml vzorkuvzorku krve)krve)

,, ( )g y( )g y

:: inhibovánainhibována kyselinoukyselinou monojódoctovoumonojódoctovou ((ccacca 00..55 mg/mlmg/ml vzorkuvzorku krve)krve)

enolázaenoláza –– převodpřevod 22--fosfoglycerátufosfoglycerátu nana fosfoenolpyruvátfosfoenolpyruvátenolázaenoláza –– převodpřevod 22--fosfoglycerátufosfoglycerátu nana fosfoenolpyruvátfosfoenolpyruvátenolázaenoláza –– převodpřevod 22--fosfoglycerátufosfoglycerátu nana fosfoenolpyruvátfosfoenolpyruvát
metaloproteinmetaloprotein –– MgMg22++ vv aktivnímaktivním centrucentru

:: inhibovánainhibována fluoridyfluoridy vv kombinacikombinaci ss endogennímiendogenními fosforečnanyfosforečnany ((ccacca 22 mg/mlmg/ml

enolázaenoláza –– převodpřevod 22--fosfoglycerátufosfoglycerátu nana fosfoenolpyruvátfosfoenolpyruvát
metaloproteinmetaloprotein –– MgMg22++ vv aktivnímaktivním centrucentru

:: inhibovánainhibována fluoridyfluoridy vv kombinacikombinaci ss endogennímiendogenními fosforečnanyfosforečnany ((ccacca 22 mg/mlmg/ml:: inhibovánainhibována fluoridyfluoridy vv kombinacikombinaci ss endogennímiendogenními fosforečnanyfosforečnany ((ccacca 22 mg/mlmg/ml
KFKF nebonebo NaFNaF;; krevkrev lzelze uchovávatuchovávat ažaž 2424 hodinhodin připři pokojovépokojové teplotě)teplotě)
:: inhibovánainhibována fluoridyfluoridy vv kombinacikombinaci ss endogennímiendogenními fosforečnanyfosforečnany ((ccacca 22 mg/mlmg/ml
KFKF nebonebo NaFNaF;; krevkrev lzelze uchovávatuchovávat ažaž 2424 hodinhodin připři pokojovépokojové teplotě)teplotě)

hexokinázahexokináza –– fosforylacefosforylace glukózyglukózyhexokinázahexokináza –– fosforylacefosforylace glukózyglukózyyy g yg y

:: inhibovánainhibována mannózoumannózou vv přebytkupřebytku (kompetitivní(kompetitivní substrát,substrát, 1515 mmolmmol mannózymannózy,,
stabilitastabilita krvekrve nana 1212 hh připři pokojovépokojové teplotě)teplotě)

yy g yg y

:: inhibovánainhibována mannózoumannózou vv přebytkupřebytku (kompetitivní(kompetitivní substrát,substrát, 1515 mmolmmol mannózymannózy,,
stabilitastabilita krvekrve nana 1212 hh připři pokojovépokojové teplotě)teplotě)
kontraindikacekontraindikace:: nelzenelze použítpoužít hexokinázovouhexokinázovou metodumetodu propro stanovenístanovení glukózyglukózy

:: inhibovánainhibována téžtéž fluoridyfluoridy vv kombinacikombinaci ss protisrážlivýmprotisrážlivým přípravkempřípravkem (EDTA(EDTA;; nana 11
ll kk 11 66 NN EDTAEDTA 22 KF)KF)

kontraindikacekontraindikace:: nelzenelze použítpoužít hexokinázovouhexokinázovou metodumetodu propro stanovenístanovení glukózyglukózy

:: inhibovánainhibována téžtéž fluoridyfluoridy vv kombinacikombinaci ss protisrážlivýmprotisrážlivým přípravkempřípravkem (EDTA(EDTA;; nana 11
ll kk 11 66 NN EDTAEDTA 22 KF)KF)mlml krvekrve 11..66 mgmg NaNa22EDTAEDTA aa 22 mgmg KF)KF)

kontraindikacekontraindikace:: EDTA,EDTA, KFKF interferujíinterferují nebonebo inhibujíinhibují stanovenístanovení některýchněkterých analytůanalytů
(např(např.. metaloproteinymetaloproteiny))

mlml krvekrve 11..66 mgmg NaNa22EDTAEDTA aa 22 mgmg KF)KF)
kontraindikacekontraindikace:: EDTA,EDTA, KFKF interferujíinterferují nebonebo inhibujíinhibují stanovenístanovení některýchněkterých analytůanalytů
(např(např.. metaloproteinymetaloproteiny)) 23232323



močmočmočmoč

jednorázovýjednorázový sběrsběr (první(první ranníranní moč)moč) nebonebo sbíranásbíraná močmoč ((1212 nebonebo 2424 hodin)hodin)
:: katetrizacekatetrizace (cévkování)(cévkování)
jednorázovýjednorázový sběrsběr (první(první ranníranní moč)moč) nebonebo sbíranásbíraná močmoč ((1212 nebonebo 2424 hodin)hodin)
:: katetrizacekatetrizace (cévkování)(cévkování):: katetrizacekatetrizace (cévkování)(cévkování)

hygienahygiena odběruodběru –– bakteriálníbakteriální kontaminacekontaminace

jednorázovýjednorázový sběrsběr močimoči

:: katetrizacekatetrizace (cévkování)(cévkování)

hygienahygiena odběruodběru –– bakteriálníbakteriální kontaminacekontaminace

jednorázovýjednorázový sběrsběr močimočijednorázovýjednorázový sběrsběr močimoči

:: základnízákladní analýzaanalýza aa vyhodnocujevyhodnocuje sese močovýmočový sedimentsediment
:: analýzaanalýza nejpozdějinejpozději dodo 22 hodinhodin popo odběruodběru

jednorázovýjednorázový sběrsběr močimoči

:: základnízákladní analýzaanalýza aa vyhodnocujevyhodnocuje sese močovýmočový sedimentsediment
:: analýzaanalýza nejpozdějinejpozději dodo 22 hodinhodin popo odběruodběru:: analýzaanalýza nejpozdějinejpozději dodo 22 hodinhodin popo odběruodběru

sbíranásbíraná močmoč
:: stanovenístanovení některýchněkterých iontů,iontů, močoviny,močoviny, glukózy,glukózy, mikroalbuminurie,mikroalbuminurie, kreatininukreatininu aa

:: analýzaanalýza nejpozdějinejpozději dodo 22 hodinhodin popo odběruodběru

sbíranásbíraná močmoč
:: stanovenístanovení některýchněkterých iontů,iontů, močoviny,močoviny, glukózy,glukózy, mikroalbuminurie,mikroalbuminurie, kreatininukreatininu aa:: stanovenístanovení některýchněkterých iontů,iontů, močoviny,močoviny, glukózy,glukózy, mikroalbuminurie,mikroalbuminurie, kreatininukreatininu aa
kreatininovékreatininové clearanceclearance

:: stanovenístanovení některýchněkterých hormonůhormonů ((1717--ketosteroidů,ketosteroidů, 55--hydroxyindoloctovéhydroxyindoloctové kyskys.. aa

:: stanovenístanovení některýchněkterých iontů,iontů, močoviny,močoviny, glukózy,glukózy, mikroalbuminurie,mikroalbuminurie, kreatininukreatininu aa
kreatininovékreatininové clearanceclearance

:: stanovenístanovení některýchněkterých hormonůhormonů ((1717--ketosteroidů,ketosteroidů, 55--hydroxyindoloctovéhydroxyindoloctové kyskys.. aa
kyskys.. vanilmandlové)vanilmandlové) –– konzervacekonzervace zředěnouzředěnou HClHCl

:: kvantitativníkvantitativní analýzaanalýza 2424 hh močmoč ((dUdU)) –– vztaženívztažení obsahuobsahu analytuanalytu nana jehojeho dennídenní
l č á íl č á í číčí bj ábj á li ili i

kyskys.. vanilmandlové)vanilmandlové) –– konzervacekonzervace zředěnouzředěnou HClHCl

:: kvantitativníkvantitativní analýzaanalýza 2424 hh močmoč ((dUdU)) –– vztaženívztažení obsahuobsahu analytuanalytu nana jehojeho dennídenní
l č á íl č á í číčí bj ábj á li ili ivylučovánívylučování močímočí;; objemováobjemová eliminaceeliminacevylučovánívylučování močímočí;; objemováobjemová eliminaceeliminace
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konzervačníkonzervační prostředkyprostředky

:: 55 mlml 1010 %% thymoluthymolu veve 22 propanolu/lpropanolu/l močimoči propro většinuvětšinu analýzanalýz

konzervačníkonzervační prostředkyprostředky

:: 55 mlml 1010 %% thymoluthymolu veve 22 propanolu/lpropanolu/l močimoči propro většinuvětšinu analýzanalýz:: 55 mlml 1010 %% thymoluthymolu veve 22--propanolu/lpropanolu/l močimoči –– propro většinuvětšinu analýzanalýz

:: azidazid sodný,sodný, 1010 mmol/lmmol/l močimoči –– glukóza,glukóza, močovina,močovina, kyskys.. močová,močová, Na,Na, Ca,Ca,
látlát it átit át

:: 55 mlml 1010 %% thymoluthymolu veve 22--propanolu/lpropanolu/l močimoči –– propro většinuvětšinu analýzanalýz

:: azidazid sodný,sodný, 1010 mmol/lmmol/l močimoči –– glukóza,glukóza, močovina,močovina, kyskys.. močová,močová, Na,Na, Ca,Ca,
látlát it átit átoxaláty,oxaláty, citrátycitráty

:: 2525 mlml roztokuroztoku HClHCl 66 mol/lmol/l nana dUdU –– kyskys.. 55--hydroxyindoloctová,hydroxyindoloctová, Ca,Ca, Mg,Mg, P,P,

oxaláty,oxaláty, citrátycitráty

:: 2525 mlml roztokuroztoku HClHCl 66 mol/lmol/l nana dUdU –– kyskys.. 55--hydroxyindoloctová,hydroxyindoloctová, Ca,Ca, Mg,Mg, P,P,
katecholaminykatecholaminy

:: uhličitanuhličitan sodný,sodný, 22g/lg/l močimoči –– porfyriny,porfyriny, urobilinogenurobilinogen

katecholaminykatecholaminy

:: uhličitanuhličitan sodný,sodný, 22g/lg/l močimoči –– porfyriny,porfyriny, urobilinogenurobilinogený,ý, g/g/ p y y,p y y, gg

:: kyselinakyselina benzoová,benzoová, 1010 mgmg nana dUdU –– glukózaglukóza

ý,ý, g/g/ p y y,p y y, gg

:: kyselinakyselina benzoová,benzoová, 1010 mgmg nana dUdU –– glukózaglukóza

:: úpravaúprava pHpH močimoči nadnad 88 –– kyselinakyselina močovámočová:: úpravaúprava pHpH močimoči nadnad 88 –– kyselinakyselina močovámočová
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mozkomíšní mokmozkomíšní mokmozkomíšní mokmozkomíšní mok

lumbálnílumbální punkcepunkcelumbálnílumbální punkcepunkce

stanovenístanovení bílkovin,bílkovin, glukózy,glukózy, chloridůchloridů ajaj..

kromkrom neurologickýchneurologických vyšetření,vyšetření, sese využívajívyužívají rutinnírutinní analytickéanalytické metodymetody

stanovenístanovení bílkovin,bílkovin, glukózy,glukózy, chloridůchloridů ajaj..

kromkrom neurologickýchneurologických vyšetření,vyšetření, sese využívajívyužívají rutinnírutinní analytickéanalytické metodymetodykromkrom neurologickýchneurologických vyšetření,vyšetření, sese využívajívyužívají rutinnírutinní analytickéanalytické metodymetodykromkrom neurologickýchneurologických vyšetření,vyšetření, sese využívajívyužívají rutinnírutinní analytickéanalytické metodymetody

duodenální šťávaduodenální šťávaduodenální šťávaduodenální šťáva

sondážísondáží dvanáctníkudvanáctníkusondážísondáží dvanáctníkudvanáctníku

analýzyanalýzy trávícíchtrávících enzymůenzymů (trypsin),(trypsin), kyselin,kyselin, žlučovýchžlučových kyselinkyselin aa barvivbarviv

rychlerychle sese měnícíměnící vzorek,vzorek, kterýkterý musímusí býtbýt protoproto speciálněspeciálně odebíránodebírán dodo nádobnádob

analýzyanalýzy trávícíchtrávících enzymůenzymů (trypsin),(trypsin), kyselin,kyselin, žlučovýchžlučových kyselinkyselin aa barvivbarviv

rychlerychle sese měnícíměnící vzorek,vzorek, kterýkterý musímusí býtbýt protoproto speciálněspeciálně odebíránodebírán dodo nádobnádobrychlerychle sese měnícíměnící vzorek,vzorek, kterýkterý musímusí býtbýt protoproto speciálněspeciálně odebíránodebírán dodo nádobnádob
vychlazenýchvychlazených ledemledem aa okamžitěokamžitě analyzovánanalyzován
rychlerychle sese měnícíměnící vzorek,vzorek, kterýkterý musímusí býtbýt protoproto speciálněspeciálně odebíránodebírán dodo nádobnádob
vychlazenýchvychlazených ledemledem aa okamžitěokamžitě analyzovánanalyzován
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d lší bi l i ké kd lší bi l i ké kd lší bi l i ké kd lší bi l i ké kdalší biologické vzorkydalší biologické vzorkydalší biologické vzorkydalší biologické vzorky

stolice,stolice, sputum,sputum, hnis,hnis, sliny,sliny, pot,pot, sperma,sperma, výtěryvýtěry aa stěrystěry sliznicsliznic aa vzorkyvzorky orgánůorgánů aa
tkánítkání
stolice,stolice, sputum,sputum, hnis,hnis, sliny,sliny, pot,pot, sperma,sperma, výtěryvýtěry aa stěrystěry sliznicsliznic aa vzorkyvzorky orgánůorgánů aa
tkánítkání

sputum,sputum, potpot –– vesměsvesměs nejsounejsou předmětempředmětem prácepráce běžnéběžné laboratořelaboratoře klinickéklinické
chemiechemie obvykléobvyklé vv mikrobiologiimikrobiologii histochemiihistochemii ajaj
sputum,sputum, potpot –– vesměsvesměs nejsounejsou předmětempředmětem prácepráce běžnéběžné laboratořelaboratoře klinickéklinické
chemiechemie obvykléobvyklé vv mikrobiologiimikrobiologii histochemiihistochemii ajajchemie,chemie, obvykléobvyklé vv mikrobiologii,mikrobiologii, histochemiihistochemii ajaj..

stolicestolice –– tzvtzv.. okultníokultní (skryté)(skryté) krváceníkrvácení (krev(krev veve stolici)stolici)

chemie,chemie, obvykléobvyklé vv mikrobiologii,mikrobiologii, histochemiihistochemii ajaj..

stolicestolice –– tzvtzv.. okultníokultní (skryté)(skryté) krváceníkrvácení (krev(krev veve stolici)stolici)

slinysliny –– analýzaanalýza drogdrog (alkohol(alkohol atpatp..)) aa některýchněkterých steroidůsteroidůslinysliny –– analýzaanalýza drogdrog (alkohol(alkohol atpatp..)) aa některýchněkterých steroidůsteroidů
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úprava vzorkuúprava vzorkuúprava vzorkuúprava vzorku

:: odstředěníodstředění celécelé krve,krve, deproteinace,deproteinace, mineralizace,mineralizace, zkoncentrovánízkoncentrování:: odstředěníodstředění celécelé krve,krve, deproteinace,deproteinace, mineralizace,mineralizace, zkoncentrovánízkoncentrování

odstřeďováníodstřeďováníodstřeďováníodstřeďování

odděleníoddělení sedimentusedimentu odod supernatantusupernatantu

d í kd í k l ti íl ti í t if č ít if č í ilil (RCS)(RCS) čč t l tt l t

odděleníoddělení sedimentusedimentu odod supernatantusupernatantu

d í kd í k l ti íl ti í t if č ít if č í ilil (RCS)(RCS) čč t l tt l tpodmínkypodmínky –– relativnírelativní centrifugačnícentrifugační silasila (RCS),(RCS), časčas aa teplotateplota

RCSRCS –– kolikrátkolikrát jeje odstředivéodstředivé zrychlenízrychlení uu dnadna centrifugačnícentrifugační nádobkynádobky většívětší nežnež
č íč í íí

podmínkypodmínky –– relativnírelativní centrifugačnícentrifugační silasila (RCS),(RCS), časčas aa teplotateplota

RCSRCS –– kolikrátkolikrát jeje odstředivéodstředivé zrychlenízrychlení uu dnadna centrifugačnícentrifugační nádobkynádobky většívětší nežnež
č íč í íígravitačnígravitační zrychlenízrychlení (g)(g)

intenzivníintenzivní centrifugacecentrifugace vedevede kk nežádoucínežádoucí hemolýzehemolýze krvekrve

gravitačnígravitační zrychlenízrychlení (g)(g)

intenzivníintenzivní centrifugacecentrifugace vedevede kk nežádoucínežádoucí hemolýzehemolýze krvekrvegg ýýgg ýý
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odstranění bílkovinodstranění bílkovinodstranění bílkovinodstranění bílkovin

deproteinacedeproteinace –– nutnénutné propro stanovenístanovení některýchněkterých analytůanalytů

analytanalyt

deproteinacedeproteinace –– nutnénutné propro stanovenístanovení některýchněkterých analytůanalytů

analytanalytanalytanalyt
::vv supernatantusupernatantu –– některéněkteré iontyionty nebonebo substrátysubstráty

di tdi t i kýi ký f ff f lk álk á bílk ibílk i il ěil ě li i ký hli i ký h é hé h

analytanalyt
::vv supernatantusupernatantu –– některéněkteré iontyionty nebonebo substrátysubstráty

di tdi t i kýi ký f ff f lk álk á bílk ibílk i il ěil ě li i ký hli i ký h é hé h::vv sedimentusedimentu –– organickýorganický fosfor,fosfor, celkovácelková bílkovinabílkovina vv silněsilně lipemickýchlipemických sérech,sérech,
bílkovinnýbílkovinný dusíkdusík KjeldahlovouKjeldahlovou metodoumetodou apodapod..
::vv sedimentusedimentu –– organickýorganický fosfor,fosfor, celkovácelková bílkovinabílkovina vv silněsilně lipemickýchlipemických sérech,sérech,
bílkovinnýbílkovinný dusíkdusík KjeldahlovouKjeldahlovou metodoumetodou apodapod..

deproteinačnídeproteinační technikytechniky
fyzikálnífyzikální –– centrifugace,centrifugace, ultracentrifugaceultracentrifugace,, adsorpceadsorpce aa denaturacedenaturace teplemteplem

č ěč ě á č éá č é čč iál íiál í ří dří d

deproteinačnídeproteinační technikytechniky
fyzikálnífyzikální –– centrifugace,centrifugace, ultracentrifugaceultracentrifugace,, adsorpceadsorpce aa denaturacedenaturace teplemteplem

č ěč ě á č éá č é čč iál íiál í ří dří dčasověčasově náročné,náročné, určenourčeno propro speciálníspeciální případypřípadyčasověčasově náročné,náročné, určenourčeno propro speciálníspeciální případypřípady

chemickéchemické –– sráženísrážení protilátkamiprotilátkami ((imunoprecipitaceimunoprecipitace),), dehydratacídehydratací nebonebo solemisolemi

rychlérychlé

chemickéchemické –– sráženísrážení protilátkamiprotilátkami ((imunoprecipitaceimunoprecipitace),), dehydratacídehydratací nebonebo solemisolemi

rychlérychléyyyy
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ží áží áží áží á

dehydratacedehydratacedehydratacedehydratace

užívanáužívaná
frakcionacefrakcionace bílkovinbílkovin nebonebo vv některýchněkterých speciálníchspeciálních analytickýchanalytických případechpřípadech
užívanáužívaná
frakcionacefrakcionace bílkovinbílkovin nebonebo vv některýchněkterých speciálníchspeciálních analytickýchanalytických případechpřípadech

silněsilně závislézávislé nana pHpH –– bílkovinybílkoviny majímají jakjak kladné,kladné, taktak ii zápornézáporné nábojenáboje
:: vv kyselémkyselém prostředíprostředí –– kationty,kationty, vv alkalickémalkalickém prostředíprostředí –– aniontyanionty
:: izoelektrickýizoelektrický bodbod ((pIpI)) –– specifickéspecifické pHpH kdekde jeje bílkovinabílkovina elektroneutrálníelektroneutrální

silněsilně závislézávislé nana pHpH –– bílkovinybílkoviny majímají jakjak kladné,kladné, taktak ii zápornézáporné nábojenáboje
:: vv kyselémkyselém prostředíprostředí –– kationty,kationty, vv alkalickémalkalickém prostředíprostředí –– aniontyanionty
:: izoelektrickýizoelektrický bodbod ((pIpI)) –– specifickéspecifické pHpH kdekde jeje bílkovinabílkovina elektroneutrálníelektroneutrální:: izoelektrickýizoelektrický bodbod ((pIpI)) specifickéspecifické pHpH kdekde jeje bílkovinabílkovina elektroneutrálníelektroneutrální
:::: vv izoelektrickémizoelektrickém boděbodě jsoujsou bílkovinybílkoviny labilnílabilní aa snadnosnadno sese srážejísrážejí

dehydratacedehydratace:: pomocípomocí rozpouštědelrozpouštědel nebonebo vysolenímvysolením

:: izoelektrickýizoelektrický bodbod ((pIpI)) specifickéspecifické pHpH kdekde jeje bílkovinabílkovina elektroneutrálníelektroneutrální
:::: vv izoelektrickémizoelektrickém boděbodě jsoujsou bílkovinybílkoviny labilnílabilní aa snadnosnadno sese srážejísrážejí

dehydratacedehydratace:: pomocípomocí rozpouštědelrozpouštědel nebonebo vysolenímvysolenímdehydratacedehydratace:: pomocípomocí rozpouštědelrozpouštědel nebonebo vysolenímvysolením

kompeticekompetice proteinuproteinu sese srážedlemsrážedlem oo voduvodu
⇒⇒ odejmeodejme lili sese proteinuproteinu určitéurčité množstvímnožství vodyvody ⇒⇒ proteinprotein sese srážísráží

dehydratacedehydratace:: pomocípomocí rozpouštědelrozpouštědel nebonebo vysolenímvysolením

kompeticekompetice proteinuproteinu sese srážedlemsrážedlem oo voduvodu
⇒⇒ odejmeodejme lili sese proteinuproteinu určitéurčité množstvímnožství vodyvody ⇒⇒ proteinprotein sese srážísráží⇒⇒ odejmeodejme--lili sese proteinuproteinu určitéurčité množstvímnožství vodyvody ⇒⇒ proteinprotein sese srážísráží

:: metanol,metanol, etanol,etanol, acetonaceton

⇒⇒ odejmeodejme--lili sese proteinuproteinu určitéurčité množstvímnožství vodyvody ⇒⇒ proteinprotein sese srážísráží

:: metanol,metanol, etanol,etanol, acetonaceton

:: pracujepracuje sese vv oblastioblasti pIpI:: pracujepracuje sese vv oblastioblasti pIpI

dehydratacedehydratace bílkovinbílkovin jeje většinouvětšinou vratnývratný procesprocesdehydratacedehydratace bílkovinbílkovin jeje většinouvětšinou vratnývratný procesproces
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srážení solemisrážení solemisrážení solemisrážení solemi

ééééobvykléobvyklé
sráženísrážení bílkovinbílkovin veve forměformě nerozpustnýchnerozpustných solísolí
obvykléobvyklé
sráženísrážení bílkovinbílkovin veve forměformě nerozpustnýchnerozpustných solísolí

srážedlasrážedla::
:: aniontováaniontová (trichloroctan,(trichloroctan, chloristan,chloristan, pikran,pikran, wolframan,wolframan, molybdenan,molybdenan,
sulfosalicylan,sulfosalicylan, metafosforečnan)metafosforečnan)

srážedlasrážedla::
:: aniontováaniontová (trichloroctan,(trichloroctan, chloristan,chloristan, pikran,pikran, wolframan,wolframan, molybdenan,molybdenan,
sulfosalicylan,sulfosalicylan, metafosforečnan)metafosforečnan)sulfosalicylan,sulfosalicylan, metafosforečnan)metafosforečnan)

:: kationtovákationtová (zinek,(zinek, rtuť,rtuť, kadmium,kadmium, uran,uran, thorium,thorium, železo,železo, měďměď aa olovo)olovo)

sulfosalicylan,sulfosalicylan, metafosforečnan)metafosforečnan)

:: kationtovákationtová (zinek,(zinek, rtuť,rtuť, kadmium,kadmium, uran,uran, thorium,thorium, železo,železo, měďměď aa olovo)olovo)

mineralizacemineralizacemineralizacemineralizace

speciální případyspeciální případyspeciální případyspeciální případy

mineralizacemineralizace suchousuchou cestoucestoumineralizacemineralizace suchousuchou cestoucestoumineralizacemineralizace suchousuchou cestoucestou

propro stanovenístanovení C,C, HH aa NN elementárníelementární analýzouanalýzou nebonebo stanovenístanovení kovůkovů vv
biologické/organickébiologické/organické matricimatrici atomovouatomovou absorpčníabsorpční spektrofotometriíspektrofotometrií

mineralizacemineralizace suchousuchou cestoucestou

propro stanovenístanovení C,C, HH aa NN elementárníelementární analýzouanalýzou nebonebo stanovenístanovení kovůkovů vv
biologické/organickébiologické/organické matricimatrici atomovouatomovou absorpčníabsorpční spektrofotometriíspektrofotometriíbiologické/organickébiologické/organické matricimatrici atomovouatomovou absorpčníabsorpční spektrofotometriíspektrofotometriíbiologické/organickébiologické/organické matricimatrici atomovouatomovou absorpčníabsorpční spektrofotometriíspektrofotometrií
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mineralizacemineralizace mokroumokrou cestoucestoumineralizacemineralizace mokroumokrou cestoucestou

propro stanovenístanovení organickyorganicky vázanéhovázaného fosforu,fosforu, stanovenístanovení celkovéhocelkového bílkovinnéhobílkovinného
dusíkudusíku KjeldahlovouKjeldahlovou metodoumetodou
propro stanovenístanovení organickyorganicky vázanéhovázaného fosforu,fosforu, stanovenístanovení celkovéhocelkového bílkovinnéhobílkovinného
dusíkudusíku KjeldahlovouKjeldahlovou metodoumetodoudusíkudusíku KjeldahlovouKjeldahlovou metodoumetodou

kjeldahlizacekjeldahlizace vv klinickéklinické chemiichemii –– směssměs obsahujícíobsahující konckonc.. kyselinukyselinu sírovousírovou sese
solemisolemi napřnapř ss KK SOSO ss CuSOCuSO HgSOHgSO aa SeOSeO

dusíkudusíku KjeldahlovouKjeldahlovou metodoumetodou

kjeldahlizacekjeldahlizace vv klinickéklinické chemiichemii –– směssměs obsahujícíobsahující konckonc.. kyselinukyselinu sírovousírovou sese
solemisolemi napřnapř ss KK SOSO ss CuSOCuSO HgSOHgSO aa SeOSeOsolemi,solemi, napřnapř.. ss KK22SOSO44 ss CuSOCuSO44,, HgSOHgSO44 aa SeOSeO22solemi,solemi, napřnapř.. ss KK22SOSO44 ss CuSOCuSO44,, HgSOHgSO44 aa SeOSeO22

zakoncentrovánízakoncentrovánízakoncentrovánízakoncentrování

zakoncentrovánízakoncentrování stopových,stopových, jinakjinak nestanovitelnýchnestanovitelných množstvímnožství analytůanalytů (bílkoviny)(bílkoviny)

metodymetody

zakoncentrovánízakoncentrování stopových,stopových, jinakjinak nestanovitelnýchnestanovitelných množstvímnožství analytůanalytů (bílkoviny)(bílkoviny)

metodymetodymetodymetody
dialýzadialýza,, ultrafiltraceultrafiltrace nebonebo separaceseparace nana koloněkoloně

jj ř d ětř d ět áá běž éběž é l b t řl b t ř

metodymetody
dialýzadialýza,, ultrafiltraceultrafiltrace nebonebo separaceseparace nana koloněkoloně

jj ř d ětř d ět áá běž éběž é l b t řl b t ř:: nejsounejsou předmětempředmětem prácepráce běžnéběžné laboratořelaboratoře:: nejsounejsou předmětempředmětem prácepráce běžnéběžné laboratořelaboratoře
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instrumentaceinstrumentace
l á i i i i i lýl á i i i i i lý

instrumentaceinstrumentace
l á i i i i i lýl á i i i i i lý

II.II.II.II.

analyzátory; organizace, integrace a miniaturizace analýz analyzátory; organizace, integrace a miniaturizace analýz analyzátory; organizace, integrace a miniaturizace analýz analyzátory; organizace, integrace a miniaturizace analýz 

významnávýznamná změnazměna zaza posledníchposledních 4040 letletvýznamnávýznamná změnazměna zaza posledníchposledních 4040 letlet
historiehistoriehistoriehistorie

významnávýznamná změnazměna zaza posledníchposledních 4040 letlet

manuálnímanuální provozprovoz ⇒⇒ automatickéautomatické analyzátoryanalyzátory

významnávýznamná změnazměna zaza posledníchposledních 4040 letlet

manuálnímanuální provozprovoz ⇒⇒ automatickéautomatické analyzátoryanalyzátory

odběrodběr –– krevkrev injekčníinjekční jehloujehlou dodo otevřenéotevřené skleněnéskleněné zkumavkyzkumavky
:: tata jeje buďbuď neuzavřenáneuzavřená,, nebonebo vv lepšímlepším případěpřípadě uzavřenáuzavřená korkovoukorkovou čiči gumovougumovou zátkouzátkou

odběrodběr –– krevkrev injekčníinjekční jehloujehlou dodo otevřenéotevřené skleněnéskleněné zkumavkyzkumavky
:: tata jeje buďbuď neuzavřenáneuzavřená,, nebonebo vv lepšímlepším případěpřípadě uzavřenáuzavřená korkovoukorkovou čiči gumovougumovou zátkouzátkou

vv laboratořilaboratoři –– sraženousraženou krevkrev promíchatpromíchat skleněnouskleněnou tyčinkou,tyčinkou, odstředitodstředit aa sérumsérum nadnad
sraženinousraženinou odsátodsát PasteurovouPasteurovou pipetou,pipetou, přenéstpřenést dodo dalšídalší zkumavkyzkumavky propro analýzuanalýzu
vv laboratořilaboratoři –– sraženousraženou krevkrev promíchatpromíchat skleněnouskleněnou tyčinkou,tyčinkou, odstředitodstředit aa sérumsérum nadnad
sraženinousraženinou odsátodsát PasteurovouPasteurovou pipetou,pipetou, přenéstpřenést dodo dalšídalší zkumavkyzkumavky propro analýzuanalýzu

:: vzorkyvzorky aa připravenápřipravená činidlačinidla odměřitodměřit dodo reakčníchreakčních zkumavekzkumavek,, aa nechatnechat proběhnoutproběhnout
příslušnoupříslušnou chemickouchemickou reakcireakci,, přelítpřelít zreagovanouzreagovanou směssměs dodo kyvetykyvety fotometru,fotometru, změřitzměřit
absorbanciabsorbanci aa provéstprovést výpočetvýpočet obsahuobsahu analytuanalytu

:: vzorkyvzorky aa připravenápřipravená činidlačinidla odměřitodměřit dodo reakčníchreakčních zkumavekzkumavek,, aa nechatnechat proběhnoutproběhnout
příslušnoupříslušnou chemickouchemickou reakcireakci,, přelítpřelít zreagovanouzreagovanou směssměs dodo kyvetykyvety fotometru,fotometru, změřitzměřit
absorbanciabsorbanci aa provéstprovést výpočetvýpočet obsahuobsahu analytuanalytuabso ba cabso ba c aa p o éstp o ést ýpočetýpočet obsa uobsa u a a ytua a ytu

:: stanovenístanovení jednohojednoho analytuanalytu –– odod 5050 dodo 500500 μμll séraséra aa dalšíchdalších 11..55 –– 22 mlml činidelčinidel

abso ba cabso ba c aa p o éstp o ést ýpočetýpočet obsa uobsa u a a ytua a ytu

:: stanovenístanovení jednohojednoho analytuanalytu –– odod 5050 dodo 500500 μμll séraséra aa dalšíchdalších 11..55 –– 22 mlml činidelčinidel

srovnánísrovnání:: kolemkolem rr.. 19301930 bylbyl objemobjem reakčníreakční směsisměsi propro stanovenístanovení alkalickéalkalické fosfatázyfosfatázy přespřes
anorganickýanorganický fosforečnanfosforečnan několikněkolik mililitrůmililitrů aa inkubaceinkubace trvalatrvala kolemkolem 4848 hodinhodin
srovnánísrovnání:: kolemkolem rr.. 19301930 bylbyl objemobjem reakčníreakční směsisměsi propro stanovenístanovení alkalickéalkalické fosfatázyfosfatázy přespřes
anorganickýanorganický fosforečnanfosforečnan několikněkolik mililitrůmililitrů aa inkubaceinkubace trvalatrvala kolemkolem 4848 hodinhodin
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analyzátoryanalyzátory kapalná činidlakapalná činidlaanalyzátoryanalyzátory kapalná činidlakapalná činidlaanalyzátory analyzátory –– kapalná činidlakapalná činidlaanalyzátory analyzátory –– kapalná činidlakapalná činidla

průtokové průtokové (50. léta)(50. léta) ⇒⇒ centrifugačnícentrifugační ⇒⇒ pásové pásové (70. léta)(70. léta) ⇒⇒ revolverovérevolverovéprůtokové průtokové (50. léta)(50. léta) ⇒⇒ centrifugačnícentrifugační ⇒⇒ pásové pásové (70. léta)(70. léta) ⇒⇒ revolverovérevolverové

í k ál á lýí k ál á lý l l í lýl l í lýí k ál á lýí k ál á lý l l í lýl l í lý: vícekanálová analýza : vícekanálová analýza –– paralelní analýzyparalelní analýzy
: vícekomponentová analýza : vícekomponentová analýza –– více analýz z jednoho vzorkuvíce analýz z jednoho vzorku
: vícekanálová analýza : vícekanálová analýza –– paralelní analýzyparalelní analýzy
: vícekomponentová analýza : vícekomponentová analýza –– více analýz z jednoho vzorkuvíce analýz z jednoho vzorku

průtokové a.průtokové a.průtokové a.průtokové a.

skleněné kapiláry, vzorky oddělené vzduchovýmiskleněné kapiláry, vzorky oddělené vzduchovými
bublinami nebo inertní kapalinoubublinami nebo inertní kapalinou

í á á ýí á á ý

skleněné kapiláry, vzorky oddělené vzduchovýmiskleněné kapiláry, vzorky oddělené vzduchovými
bublinami nebo inertní kapalinoubublinami nebo inertní kapalinou

í á á ýí á á ý: vícekanálová analýza: vícekanálová analýza

vysoká vysoká správnostsprávnost a a shodnostshodnost analýzanalýz

: vícekanálová analýza: vícekanálová analýza

vysoká vysoká správnostsprávnost a a shodnostshodnost analýzanalýzyy pp ýýyy pp ýý
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centrifugační a.centrifugační a.centrifugační a.centrifugační a.

rotorrotor ss prohlubněmiprohlubněmi paprskovitěpaprskovitě odod středustředu

dvědvě reakčníreakční místamísta oddělenáoddělená zvýšenouzvýšenou přepážkoupřepážkou

rotorrotor ss prohlubněmiprohlubněmi paprskovitěpaprskovitě odod středustředu

dvědvě reakčníreakční místamísta oddělenáoddělená zvýšenouzvýšenou přepážkoupřepážkoudvědvě reakčníreakční místamísta oddělenáoddělená zvýšenouzvýšenou přepážkoupřepážkou

vnějšívnější prohlubeňprohlubeň –– fotometrickáfotometrická kyveta,kyveta, kolmokolmo nana rotorrotor průhlednéprůhledné okénkookénko

dvědvě reakčníreakční místamísta oddělenáoddělená zvýšenouzvýšenou přepážkoupřepážkou

vnějšívnější prohlubeňprohlubeň –– fotometrickáfotometrická kyveta,kyveta, kolmokolmo nana rotorrotor průhlednéprůhledné okénkookénko

:: odstřeďovánímodstřeďováním dávkovánídávkování vzorkuvzorku ii činidlačinidla;; slitíslití vzorkuvzorku ss činidlemčinidlem
:::: přelitípřelití sese dodo měřícíhoměřícího prostoruprostoru

:: odstřeďovánímodstřeďováním dávkovánídávkování vzorkuvzorku ii činidlačinidla;; slitíslití vzorkuvzorku ss činidlemčinidlem
:::: přelitípřelití sese dodo měřícíhoměřícího prostoruprostoru

rotorrotor –– 2828 pozicpozic propro vzorky,vzorky, standardystandardy aa kontroly,kontroly, omyvatelnýomyvatelný

lýlý dá hdá h ((b hb h ll ))

rotorrotor –– 2828 pozicpozic propro vzorky,vzorky, standardystandardy aa kontroly,kontroly, omyvatelnýomyvatelný

lýlý dá hdá h ((b hb h ll )):: analýzyanalýzy popo metodáchmetodách ((batchbatch analysesanalyses ))

nevýhodanevýhoda:: neselektivníneselektivní;; nemožnostnemožnost analýzyanalýzy ss přímýmpřímým přístupempřístupem

:: analýzyanalýzy popo metodáchmetodách ((batchbatch analysesanalyses ))

nevýhodanevýhoda:: neselektivníneselektivní;; nemožnostnemožnost analýzyanalýzy ss přímýmpřímým přístupempřístupem
((randomrandom accessaccess analysisanalysis ))((randomrandom accessaccess analysisanalysis ))
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pásové a.pásové a.pásové a.pásové a.

kopírováníkopírování reakcíreakcí veve zkumavcezkumavce

k č ék č é h bli éh bli é áá éé ř d iř d i k kk k d íd í lá ilá i

kopírováníkopírování reakcíreakcí veve zkumavcezkumavce

k č ék č é h bli éh bli é áá éé ř d iř d i k kk k d íd í lá ilá i

pppp

:: nekonečnénekonečné pohyblivépohyblivé pásypásy osazenéosazené řadamiřadami zkumavekzkumavek veve vodnívodní láznilázni

:: lineárnílineární pohyblivýpohyblivý dávkovačdávkovač pipetujepipetuje sérumsérum aa fixnífixní dávkovačedávkovače jednotlivájednotlivá činidlačinidla

:: nekonečnénekonečné pohyblivépohyblivé pásypásy osazenéosazené řadamiřadami zkumavekzkumavek veve vodnívodní láznilázni

:: lineárnílineární pohyblivýpohyblivý dávkovačdávkovač pipetujepipetuje sérumsérum aa fixnífixní dávkovačedávkovače jednotlivájednotlivá činidlačinidla

:: popo proběhnutíproběhnutí reakcereakce bylbyl obsahobsah zkumavekzkumavek nasátnasát dodo měřícíchměřících kyvetkyvet:: popo proběhnutíproběhnutí reakcereakce bylbyl obsahobsah zkumavekzkumavek nasátnasát dodo měřícíchměřících kyvetkyvet

:: zkumavkamizkumavkami bylybyly umytyumyty,, vysušenyvysušeny aa znovuznovu použitypoužity kk analýzeanalýze

:::: doslovadoslova zástupyzástupy pochodujícíchpochodujících zkumavekzkumavek

:: zkumavkamizkumavkami bylybyly umytyumyty,, vysušenyvysušeny aa znovuznovu použitypoužity kk analýzeanalýze

:::: doslovadoslova zástupyzástupy pochodujícíchpochodujících zkumavekzkumavek:::: doslovadoslova zástupyzástupy pochodujícíchpochodujících zkumavekzkumavek

nevýhodanevýhoda:: spotřebaspotřeba vzorkůvzorků ii činidelčinidel

:::: doslovadoslova zástupyzástupy pochodujícíchpochodujících zkumavekzkumavek

nevýhodanevýhoda:: spotřebaspotřeba vzorkůvzorků ii činidelčinidel
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revolverové a.revolverové a.revolverové a.revolverové a.

kruhkruh stojanůstojanů nana vzorky,vzorky, činidlačinidla aa reakčníreakční kyvetykyvety sese soustavousoustavou dávkovačůdávkovačů
:: řízenořízeno procesoremprocesorem
:: měřeníměření absorbanceabsorbance 340340 –– 600600 nmnm vyměnitelnýmivyměnitelnými filtryfiltry ((55 –– 88))

kruhkruh stojanůstojanů nana vzorky,vzorky, činidlačinidla aa reakčníreakční kyvetykyvety sese soustavousoustavou dávkovačůdávkovačů
:: řízenořízeno procesoremprocesorem
:: měřeníměření absorbanceabsorbance 340340 –– 600600 nmnm vyměnitelnýmivyměnitelnými filtryfiltry ((55 –– 88)):: měřeníměření absorbanceabsorbance 340340 600600 nmnm vyměnitelnýmivyměnitelnými filtryfiltry ((55 88))

malémalé,, střednístřední nebonebo velkévelké
:: dosahovanédosahované průměrnéprůměrné hodinovéhodinové výkonyvýkony (analýz/h)(analýz/h)

:: měřeníměření absorbanceabsorbance 340340 600600 nmnm vyměnitelnýmivyměnitelnými filtryfiltry ((55 88))

malémalé,, střednístřední nebonebo velkévelké
:: dosahovanédosahované průměrnéprůměrné hodinovéhodinové výkonyvýkony (analýz/h)(analýz/h):: dosahovanédosahované průměrnéprůměrné hodinovéhodinové výkonyvýkony (analýz/h)(analýz/h)
:::: výkonvýkon sese pohybujepohybuje odod stovkystovky zaza hodinuhodinu ažaž nadnad tisíctisíc vv hodiněhodině

l tl t t dt d bb ř á íř á í 1515 5050

:: dosahovanédosahované průměrnéprůměrné hodinovéhodinové výkonyvýkony (analýz/h)(analýz/h)
:::: výkonvýkon sese pohybujepohybuje odod stovkystovky zaza hodinuhodinu ažaž nadnad tisíctisíc vv hodiněhodině

l tl t t dt d bb ř á íř á í 1515 5050paletapaleta metodmetod,, bezbez přeprogramovánípřeprogramování:: 1515 –– 5050

speciálníspeciální analyzátoryanalyzátory –– vybranévybrané skupinyskupiny analytůanalytů dledle lékařskýchlékařských požadavkůpožadavků
č áč á éčéč ýý čč íí ůů

paletapaleta metodmetod,, bezbez přeprogramovánípřeprogramování:: 1515 –– 5050

speciálníspeciální analyzátoryanalyzátory –– vybranévybrané skupinyskupiny analytůanalytů dledle lékařskýchlékařských požadavkůpožadavků
č áč á éčéč ýý čč íí ůů:: nebezpečnánebezpečná léčivaléčiva ((drugdrug monitoringmonitoring ),), analýzaanalýza moči,moči, stanovenístanovení hormonů,hormonů,

stanovenístanovení onkomarkerůonkomarkerů,, koagulačníkoagulační hematologickéhematologické přístrojepřístroje (počítače(počítače krevníchkrevních
částicčástic ajaj..))

:: nebezpečnánebezpečná léčivaléčiva ((drugdrug monitoringmonitoring ),), analýzaanalýza moči,moči, stanovenístanovení hormonů,hormonů,
stanovenístanovení onkomarkerůonkomarkerů,, koagulačníkoagulační hematologickéhematologické přístrojepřístroje (počítače(počítače krevníchkrevních
částicčástic ajaj..))jj ))

neodkladnáneodkladná (akutní)(akutní) vyšetřenívyšetření –– speciálníspeciální malémalé analyzátoryanalyzátory

jj ))

neodkladnáneodkladná (akutní)(akutní) vyšetřenívyšetření –– speciálníspeciální malémalé analyzátoryanalyzátory
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analyzátoryanalyzátory –– suchá chemiesuchá chemieanalyzátoryanalyzátory –– suchá chemiesuchá chemieanalyzátory analyzátory suchá chemiesuchá chemieanalyzátory analyzátory suchá chemiesuchá chemie

háhá h ih i či idlči idl héhé ttháhá h ih i či idlči idl héhé ttsuchásuchá chemiechemie –– činidlačinidla vv suchémsuchém stavustavu

destičkydestičky čiči proužkyproužky ((stripystripy)) –– nosičenosiče reagenciíreagencií

suchásuchá chemiechemie –– činidlačinidla vv suchémsuchém stavustavu

destičkydestičky čiči proužkyproužky ((stripystripy)) –– nosičenosiče reagenciíreagencií

principyprincipy měřeníměření signálusignálu::
kolorimetrie,kolorimetrie, měřeníměření odrazu,odrazu, potenciometriepotenciometrie aa imunochemickéimunochemické reakcereakce
principyprincipy měřeníměření signálusignálu::
kolorimetrie,kolorimetrie, měřeníměření odrazu,odrazu, potenciometriepotenciometrie aa imunochemickéimunochemické reakcereakce

ažaž 5050 různýchrůzných druhůdruhů analýzanalýz

analyzátoranalyzátor ss destičkamidestičkami:: obsahujeobsahuje zásobníkyzásobníky destiček,destiček, stojánekstojánek propro vícevíce
kůků dá k čdá k č

ažaž 5050 různýchrůzných druhůdruhů analýzanalýz

analyzátoranalyzátor ss destičkamidestičkami:: obsahujeobsahuje zásobníkyzásobníky destiček,destiček, stojánekstojánek propro vícevíce
kůků dá k čdá k čvzorkůvzorků aa dávkovačdávkovač

vzorekvzorek dodo okénkaokénka nana jednujednu stranustranu destičkydestičky;; vsáknevsákne sese dodo reakčníreakční zónyzóny ⇒⇒
příslušnápříslušná chemickáchemická reakcereakce;; odezvaodezva sese měříměří vv měřícímměřícím okénkuokénku nana druhédruhé

vzorkůvzorků aa dávkovačdávkovač

vzorekvzorek dodo okénkaokénka nana jednujednu stranustranu destičkydestičky;; vsáknevsákne sese dodo reakčníreakční zónyzóny ⇒⇒
příslušnápříslušná chemickáchemická reakcereakce;; odezvaodezva sese měříměří vv měřícímměřícím okénkuokénku nana druhédruhépříslušnápříslušná chemickáchemická reakcereakce;; odezvaodezva sese měříměří vv měřícímměřícím okénkuokénku nana druhédruhé
straněstraně destičkydestičky

analyzátoryanalyzátory ss diagnostickýmidiagnostickými proužkyproužky:: měříměří sese odrazodraz zbarvenízbarvení reakčníreakční

příslušnápříslušná chemickáchemická reakcereakce;; odezvaodezva sese měříměří vv měřícímměřícím okénkuokénku nana druhédruhé
straněstraně destičkydestičky

analyzátoryanalyzátory ss diagnostickýmidiagnostickými proužkyproužky:: měříměří sese odrazodraz zbarvenízbarvení reakčníreakčníanalyzátoryanalyzátory ss diagnostickýmidiagnostickými proužkyproužky:: měříměří sese odrazodraz zbarvenízbarvení reakčníreakční
ploškyplošky
analyzátoryanalyzátory ss diagnostickýmidiagnostickými proužkyproužky:: měříměří sese odrazodraz zbarvenízbarvení reakčníreakční
ploškyplošky
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umožňují buď jednotlivé analýzy nebo analýzu souboru více analytůumožňují buď jednotlivé analýzy nebo analýzu souboru více analytůumožňují buď jednotlivé analýzy nebo analýzu souboru více analytůumožňují buď jednotlivé analýzy nebo analýzu souboru více analytů

vzorekvzorek

10 μl10 μl
20 μl20 μl

destilovaná
voda

destilovaná
voda

omytíomytíformování
produktu
formování
produktu

reagenciereagencievzorek
krve

vzorek
krve měření

na sucha
měření

na sucha

áá žž éé ý ůý ů ýýáá žž éé ý ůý ů ýýsuchásuchá chemiechemie –– nemožnostnemožnost rychléhorychlého transportutransportu vzorkuvzorku nebonebo výsledkůvýsledků;; malýmalý
objemobjem analytuanalytu
suchásuchá chemiechemie –– nemožnostnemožnost rychléhorychlého transportutransportu vzorkuvzorku nebonebo výsledkůvýsledků;; malýmalý
objemobjem analytuanalytu

:: snadnésnadné propro obsluhu,obsluhu, aleale nevhodnénevhodné propro kvalitníkvalitní screeningscreening;; orientačníorientační stanovenístanovení:: snadnésnadné propro obsluhu,obsluhu, aleale nevhodnénevhodné propro kvalitníkvalitní screeningscreening;; orientačníorientační stanovenístanovení
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ostatní analyzátoryostatní analyzátoryostatní analyzátoryostatní analyzátoryy yy yy yy y

AASAAS (atomová(atomová absorpčníabsorpční spektrometrie)spektrometrie),, FASFAS (fluorescenční(fluorescenční absorpčníabsorpční
spektrometrie)spektrometrie) centrifugycentrifugy CZECZE aa PAGEPAGE bílkovinbílkovin aa lipoproteinůlipoproteinů
AASAAS (atomová(atomová absorpčníabsorpční spektrometrie)spektrometrie),, FASFAS (fluorescenční(fluorescenční absorpčníabsorpční
spektrometrie)spektrometrie) centrifugycentrifugy CZECZE aa PAGEPAGE bílkovinbílkovin aa lipoproteinůlipoproteinůspektrometrie)spektrometrie),, centrifugy,centrifugy, CZECZE aa PAGEPAGE bílkovinbílkovin aa lipoproteinů,lipoproteinů,
skenery,skenery, pHpH--metry,metry, osmometry,osmometry, coulometrycoulometry,, fluorimetryfluorimetry,,
analyzátoryanalyzátory NA,NA, chromatografychromatografy,, hmotnostníchhmotnostních spektrometryspektrometry……

spektrometrie)spektrometrie),, centrifugy,centrifugy, CZECZE aa PAGEPAGE bílkovinbílkovin aa lipoproteinů,lipoproteinů,
skenery,skenery, pHpH--metry,metry, osmometry,osmometry, coulometrycoulometry,, fluorimetryfluorimetry,,
analyzátoryanalyzátory NA,NA, chromatografychromatografy,, hmotnostníchhmotnostních spektrometryspektrometry……
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přeměnapřeměna laboratornílaboratorní diagnostikydiagnostiky nana laboratornílaboratorní medicínumedicínupřeměnapřeměna laboratornílaboratorní diagnostikydiagnostiky nana laboratornílaboratorní medicínumedicínupřeměnapřeměna laboratornílaboratorní diagnostikydiagnostiky nana laboratornílaboratorní medicínumedicínu

⇒⇒ pokrokypokroky vv instrumentaci!instrumentaci!

přeměnapřeměna laboratornílaboratorní diagnostikydiagnostiky nana laboratornílaboratorní medicínumedicínu

⇒⇒ pokrokypokroky vv instrumentaci!instrumentaci!p yp y

laboratornílaboratorní medicínamedicína ⇐⇐ patologiepatologie aa laboratornílaboratorní praxepraxe nana začátkuzačátku 1919.. stoletístoletí
(C(C.. Bernard,Bernard, RR.. VirchowVirchow,, JJ.. HopkinsHopkins aa další)další)

p yp y

laboratornílaboratorní medicínamedicína ⇐⇐ patologiepatologie aa laboratornílaboratorní praxepraxe nana začátkuzačátku 1919.. stoletístoletí
(C(C.. Bernard,Bernard, RR.. VirchowVirchow,, JJ.. HopkinsHopkins aa další)další)(C(C.. Bernard,Bernard, RR.. VirchowVirchow,, JJ.. HopkinsHopkins aa další)další)

dodo 3030.. letlet využívánavyužívána kk dodatečnémudodatečnému potvrzenípotvrzení diagnózydiagnózy –– laboratornílaboratorní
diagnostikadiagnostika

(C(C.. Bernard,Bernard, RR.. VirchowVirchow,, JJ.. HopkinsHopkins aa další)další)

dodo 3030.. letlet využívánavyužívána kk dodatečnémudodatečnému potvrzenípotvrzení diagnózydiagnózy –– laboratornílaboratorní
diagnostikadiagnostikagg

rozvojrozvoj popo rr.. 19501950 –– prudkýmprudkým růstemrůstem počtupočtu laboratorníchlaboratorních vyšetřenívyšetření nástupemnástupem
novýchnových diagnostickýchdiagnostických metod,metod, zejménazejména ss imunodiagnostikouimunodiagnostikou (kolem(kolem rr..

gg

rozvojrozvoj popo rr.. 19501950 –– prudkýmprudkým růstemrůstem počtupočtu laboratorníchlaboratorních vyšetřenívyšetření nástupemnástupem
novýchnových diagnostickýchdiagnostických metod,metod, zejménazejména ss imunodiagnostikouimunodiagnostikou (kolem(kolem rr..novýchnových diagnostickýchdiagnostických metod,metod, zejménazejména ss imunodiagnostikouimunodiagnostikou (kolem(kolem rr..
19601960),), zrychlenýchzrychlených automatizacíautomatizací aa komputerizacíkomputerizací analýzanalýz (po(po rr.. 19701970));; aa
molekulárnímolekulární biologiíbiologií (po(po rr.. 19901990))

novýchnových diagnostickýchdiagnostických metod,metod, zejménazejména ss imunodiagnostikouimunodiagnostikou (kolem(kolem rr..
19601960),), zrychlenýchzrychlených automatizacíautomatizací aa komputerizacíkomputerizací analýzanalýz (po(po rr.. 19701970));; aa
molekulárnímolekulární biologiíbiologií (po(po rr.. 19901990))

19701970 –– 19901990 :: meziročnímeziroční ↑↑ počtupočtu analýzanalýz oo ccacca 1212 %%,, nákladynáklady nana laboratornílaboratorní
diagnostikudiagnostiku dosáhlydosáhly jižjiž asiasi 1010 %% zz celkovýchcelkových nákladůnákladů nana zdravotnictvízdravotnictví
19701970 –– 19901990 :: meziročnímeziroční ↑↑ počtupočtu analýzanalýz oo ccacca 1212 %%,, nákladynáklady nana laboratornílaboratorní
diagnostikudiagnostiku dosáhlydosáhly jižjiž asiasi 1010 %% zz celkovýchcelkových nákladůnákladů nana zdravotnictvízdravotnictví
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racionalizaceracionalizaceracionalizaceracionalizace

efektivitaefektivita prácepráce –– slučováníslučování samostatnýchsamostatných sekcísekcí (hematologie,(hematologie, klinickéklinické
biochemiebiochemie imunologieimunologie částečněčástečně mikrobiologie)mikrobiologie) ⇒⇒
efektivitaefektivita prácepráce –– slučováníslučování samostatnýchsamostatných sekcísekcí (hematologie,(hematologie, klinickéklinické
biochemiebiochemie imunologieimunologie částečněčástečně mikrobiologie)mikrobiologie) ⇒⇒biochemie,biochemie, imunologie,imunologie, částečněčástečně mikrobiologie)mikrobiologie) ⇒⇒

⇒⇒ konsolidovanékonsolidované laboratořelaboratoře;; rychlejirychleji aa levnějilevněji komplexníkomplexní servisservis

kontrolakontrola uu lůžkalůžka ((bedbed sideside monitoringmonitoring ))

biochemie,biochemie, imunologie,imunologie, částečněčástečně mikrobiologie)mikrobiologie) ⇒⇒
⇒⇒ konsolidovanékonsolidované laboratořelaboratoře;; rychlejirychleji aa levnějilevněji komplexníkomplexní servisservis

kontrolakontrola uu lůžkalůžka ((bedbed sideside monitoringmonitoring ))kontrolakontrola uu lůžkalůžka ((bedbed--sideside monitoringmonitoring ))
rychlárychlá analýzaanalýza uu lůžkalůžka pacientapacienta personálempersonálem klinikykliniky
akutníakutní analýzyanalýzy nana místěmístě –– tzvtzv.. pointpoint--ofof--carecare testingtesting (POCT)(POCT)
kli i kákli i ká h ih i k t í hk t í h t ůt ů

kontrolakontrola uu lůžkalůžka ((bedbed--sideside monitoringmonitoring ))
rychlárychlá analýzaanalýza uu lůžkalůžka pacientapacienta personálempersonálem klinikykliniky
akutníakutní analýzyanalýzy nana místěmístě –– tzvtzv.. pointpoint--ofof--carecare testingtesting (POCT)(POCT)
kli i kákli i ká h ih i k t í hk t í h t ůt ůklinickáklinická chemiechemie akutníchakutních stavůstavů
sledovánísledování tzvtzv.. vnitřníhovnitřního prostředíprostředí pacientapacienta:: pHpH krve,krve, pOpO22,, pCOpCO22,, iontyionty sodíku,sodíku,
draslíku,draslíku, chloridychloridy aa hemoglobinhemoglobin nebonebo hematokrithematokrit

klinickáklinická chemiechemie akutníchakutních stavůstavů
sledovánísledování tzvtzv.. vnitřníhovnitřního prostředíprostředí pacientapacienta:: pHpH krve,krve, pOpO22,, pCOpCO22,, iontyionty sodíku,sodíku,
draslíku,draslíku, chloridychloridy aa hemoglobinhemoglobin nebonebo hematokrithematokrit

sebekontrolasebekontrola pacientůpacientů ((homehome diagnosticsdiagnostics ))
analýzuanalýzu nebonebo vyšetřenívyšetření sisi pacientpacient provádíprovádí domadoma sámsám
sebekontrolasebekontrola pacientůpacientů ((homehome diagnosticsdiagnostics ))
analýzuanalýzu nebonebo vyšetřenívyšetření sisi pacientpacient provádíprovádí domadoma sámsámýý yy pp pp
kontrolakontrola aktuálníhoaktuálního stavu,stavu, dávkovánídávkování léku,léku, nebonebo signálsignál kk návštěvěnávštěvě lékařelékaře

miniaturizaceminiaturizace aa automatizaceautomatizace –– robotizovanýchrobotizovaných celkůcelků,,

ýý yy pp pp
kontrolakontrola aktuálníhoaktuálního stavu,stavu, dávkovánídávkování léku,léku, nebonebo signálsignál kk návštěvěnávštěvě lékařelékaře

miniaturizaceminiaturizace aa automatizaceautomatizace –– robotizovanýchrobotizovaných celkůcelků,,miniaturizaceminiaturizace aa automatizaceautomatizace robotizovanýchrobotizovaných celkůcelků,,
dodo tzvtzv.. diagnostickýchdiagnostických centercenter

miniaturizaceminiaturizace aa automatizaceautomatizace robotizovanýchrobotizovaných celkůcelků,,
dodo tzvtzv.. diagnostickýchdiagnostických centercenter
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centralizacecentralizacecentralizacecentralizace

konsolidovanékonsolidované laboratořelaboratoře

současněsoučasně analýzyanalýzy biochemické,biochemické, hematologické,hematologické, imunochemické,imunochemické, detekcedetekce
ěkt ý hěkt ý h íl ý híl ý h k ík í NANA ++ ik bi l i kéik bi l i ké lýlý

konsolidovanékonsolidované laboratořelaboratoře

současněsoučasně analýzyanalýzy biochemické,biochemické, hematologické,hematologické, imunochemické,imunochemické, detekcedetekce
ěkt ý hěkt ý h íl ý híl ý h k ík í NANA ++ ik bi l i kéik bi l i ké lýlýněkterýchněkterých cílovýchcílových sekvencísekvencí NANA ++ mikrobiologickémikrobiologické analýzyanalýzy

soustřeďujísoustřeďují analýzyanalýzy zz původněpůvodně izolovanýchizolovaných laboratořílaboratoří klinickéklinické biochemie,biochemie,
ýý

některýchněkterých cílovýchcílových sekvencísekvencí NANA ++ mikrobiologickémikrobiologické analýzyanalýzy

soustřeďujísoustřeďují analýzyanalýzy zz původněpůvodně izolovanýchizolovaných laboratořílaboratoří klinickéklinické biochemie,biochemie,
ýýhematologie,hematologie, mikrobiologie,mikrobiologie, imunochemieimunochemie ajaj.. dodo celku,celku, kterýkterý jeje schopenschopen

poskytnoutposkytnout nana jednomjednom místěmístě hlavníhlavní laboratornílaboratorní vyšetřenívyšetření biologickýchbiologických vzorkůvzorků
rychlejirychleji aa levněji,levněji, napříčnapříč tradičnímtradičním oborovýmoborovým dělenímdělením

hematologie,hematologie, mikrobiologie,mikrobiologie, imunochemieimunochemie ajaj.. dodo celku,celku, kterýkterý jeje schopenschopen
poskytnoutposkytnout nana jednomjednom místěmístě hlavníhlavní laboratornílaboratorní vyšetřenívyšetření biologickýchbiologických vzorkůvzorků
rychlejirychleji aa levněji,levněji, napříčnapříč tradičnímtradičním oborovýmoborovým dělenímdělenímy jy j j ,j , pp ýýy jy j j ,j , pp ýý

43434343



diagnostickádiagnostická centracentradiagnostickádiagnostická centracentra

:: komplexníkomplexní paletypalety analýzanalýz
:: vysokývysoký stupeňstupeň automatizaceautomatizace
:::: umístěníumístění vzorkůvzorků ss čárovýmičárovými kódykódy pacientůpacientů nana vozíkvozík pohybujícípohybující sese nana

:: komplexníkomplexní paletypalety analýzanalýz
:: vysokývysoký stupeňstupeň automatizaceautomatizace
:::: umístěníumístění vzorkůvzorků ss čárovýmičárovými kódykódy pacientůpacientů nana vozíkvozík pohybujícípohybující sese nanaýý yy pp p y jp y j

drázedráze kolemkolem několikaněkolika vzájemněvzájemně kompatibilníchkompatibilních analyzátorů,analyzátorů, zcelazcela
automatickéautomatické odměřováníodměřování vzorků,vzorků, prováděníprovádění analýzanalýz aa vydánívydání nálezunálezu

ýý yy pp p y jp y j
drázedráze kolemkolem několikaněkolika vzájemněvzájemně kompatibilníchkompatibilních analyzátorů,analyzátorů, zcelazcela
automatickéautomatické odměřováníodměřování vzorků,vzorků, prováděníprovádění analýzanalýz aa vydánívydání nálezunálezu

:: modulárnímmodulárním propojenípropojení kompatibilníchkompatibilních analyzátorůanalyzátorů:: modulárnímmodulárním propojenípropojení kompatibilníchkompatibilních analyzátorůanalyzátorůp p jp p j pp yy
:: řízenýřízený celekcelek
:: analýzyanalýzy praktickyprakticky bezbez zásahuzásahu lidskélidské rukyruky

p p jp p j pp yy
:: řízenýřízený celekcelek
:: analýzyanalýzy praktickyprakticky bezbez zásahuzásahu lidskélidské rukyruky

vzorkyvzorky pacientůpacientů vv jednorázovýchjednorázových odběrovýchodběrových nádobeknádobek ss
čárovýmčárovým kódemkódem,, tenten zahrnujezahrnuje požadovanépožadované analýzyanalýzy ++
identifikačníchidentifikačních znakůznaků

vzorkyvzorky pacientůpacientů vv jednorázovýchjednorázových odběrovýchodběrových nádobeknádobek ss
čárovýmčárovým kódemkódem,, tenten zahrnujezahrnuje požadovanépožadované analýzyanalýzy ++
identifikačníchidentifikačních znakůznakůidentifikačníchidentifikačních znakůznaků

rozdělenírozdělení vzorkuvzorku dodo zkumavekzkumavek dledle požadovanýchpožadovaných analýzanalýz
:: vzorekvzorek sese automatickyautomaticky pohybujepohybuje mezimezi analyzátoryanalyzátory

identifikačníchidentifikačních znakůznaků

rozdělenírozdělení vzorkuvzorku dodo zkumavekzkumavek dledle požadovanýchpožadovaných analýzanalýz
:: vzorekvzorek sese automatickyautomaticky pohybujepohybuje mezimezi analyzátoryanalyzátory
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:: vzorekvzorek sese automatickyautomaticky pohybujepohybuje mezimezi analyzátoryanalyzátory
:: kumulacekumulace nálezůnálezů aa databázedatabáze pacientůpacientů
:: vzorekvzorek sese automatickyautomaticky pohybujepohybuje mezimezi analyzátoryanalyzátory
:: kumulacekumulace nálezůnálezů aa databázedatabáze pacientůpacientů



organizace diagnostických centerorganizace diagnostických center

: : centrální laboratoř centrální laboratoř ((ccore ore llaboratoryaboratory))
:: :: ccacca 775 5 % % objemu činnostíobjemu činností
:: analytická c:: analytická chemihemiee hematologhematologieie toxitoxikkologologieie imunoimunologlogiiee analýzy močianalýzy moči

: : centrální laboratoř centrální laboratoř ((ccore ore llaboratoryaboratory))
:: :: ccacca 775 5 % % objemu činnostíobjemu činností
:: analytická c:: analytická chemihemiee hematologhematologieie toxitoxikkologologieie imunoimunologlogiiee analýzy močianalýzy moči:: analytická c:: analytická chemihemiee, , hematologhematologieie, , toxitoxikkologologieie, , imunoimunologlogiiee, , analýzy močianalýzy moči

: : mmiikkrobiologrobiologieie
:::: ccacca 2020 % % objemu činnostíobjemu činností

:: analytická c:: analytická chemihemiee, , hematologhematologieie, , toxitoxikkologologieie, , imunoimunologlogiiee, , analýzy močianalýzy moči

: : mmiikkrobiologrobiologieie
:::: ccacca 2020 % % objemu činnostíobjemu činnostíjj
:: kultivace vzorků krve a moči, :: kultivace vzorků krve a moči, sséérologrologieie

: : ttransfransfúzníúzní službyslužby
b č íb č í

jj
:: kultivace vzorků krve a moči, :: kultivace vzorků krve a moči, sséérologrologieie

: : ttransfransfúzníúzní službyslužby
b č íb č í:::: ccacca 5 5 % % objemu činnostíobjemu činností

:: určování krevních skupin :: určování krevních skupin a a předtransfúznípředtransfúzní křížové testy/zkouškykřížové testy/zkoušky
:::: ccacca 5 5 % % objemu činnostíobjemu činností
:: určování krevních skupin :: určování krevních skupin a a předtransfúznípředtransfúzní křížové testy/zkouškykřížové testy/zkoušky

malé,malé, specializovanéspecializované laboratořelaboratoře akutníakutní analýzy,analýzy, analýzyanalýzy propro
poradnyporadny (diabetologii,(diabetologii, urologii,urologii, toxikologiitoxikologii apodapod..),), kdekde jeje vhodnévhodné nebonebo
nutnénutné provéstprovést některéněkteré základnízákladní analýzyanalýzy nana místěmístě aa coco nejrychlejinejrychleji
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miniaturizaceminiaturizaceminiaturizaceminiaturizace

ýýýýdlouhodobýdlouhodobý trendtrend
:: ΔΔ rozměrůrozměrů analytickéhoanalytického místamísta nana mikromikro-- ažaž nanometrovénanometrové
:: ΔΔ objemuobjemu vzorkuvzorku aa činidelčinidel nana submikrolitrysubmikrolitry

dlouhodobýdlouhodobý trendtrend
:: ΔΔ rozměrůrozměrů analytickéhoanalytického místamísta nana mikromikro-- ažaž nanometrovénanometrové
:: ΔΔ objemuobjemu vzorkuvzorku aa činidelčinidel nana submikrolitrysubmikrolitry
:::: mikročipymikročipy majímají analytickáanalytická místamísta oo rozměrurozměru ccacca 1010 ažaž 100100 μμmm
:::: velikostvelikost lidskéholidského erytrocytuerytrocytu jeje 77 μμmm
:::: mikročipymikročipy majímají analytickáanalytická místamísta oo rozměrurozměru ccacca 1010 ažaž 100100 μμmm
:::: velikostvelikost lidskéholidského erytrocytuerytrocytu jeje 77 μμmm

termínytermíny zz mikroelektronikymikroelektroniky

čipčip ((chipchip,, půvpův.. tenkýtenký plátekplátek polovodiče)polovodiče):: souborsoubor analytickýchanalytických místmíst nana

termínytermíny zz mikroelektronikymikroelektroniky

čipčip ((chipchip,, půvpův.. tenkýtenký plátekplátek polovodiče)polovodiče):: souborsoubor analytickýchanalytických místmíst nana
matricimatrici (mikrojamek(mikrojamek čiči mikrotečekmikroteček obsahujícíchobsahujících všechnyvšechny potřebnépotřebné
reagencie)reagencie);; ++ dalšídalší funkčnífunkční elementyelementy:: kanálky,kanálky, mikropumpy,mikropumpy, čidlačidla apodapod..
matricimatrici (mikrojamek(mikrojamek čiči mikrotečekmikroteček obsahujícíchobsahujících všechnyvšechny potřebnépotřebné
reagencie)reagencie);; ++ dalšídalší funkčnífunkční elementyelementy:: kanálky,kanálky, mikropumpy,mikropumpy, čidlačidla apodapod..

polepole ((arrayarray,, půvpův.. uspořádáníuspořádání vv řádcíchřádcích aa sloupcíchsloupcích;; soustavasoustava uspořádanýchuspořádaných
elementů)elementů):: způsobzpůsob uspořádáníuspořádání souborusouboru nebonebo množinymnožiny analytickýchanalytických místmíst aa
funkcífunkcí nana matricimatrici

polepole ((arrayarray,, půvpův.. uspořádáníuspořádání vv řádcíchřádcích aa sloupcíchsloupcích;; soustavasoustava uspořádanýchuspořádaných
elementů)elementů):: způsobzpůsob uspořádáníuspořádání souborusouboru nebonebo množinymnožiny analytickýchanalytických místmíst aa
funkcífunkcí nana matricimatricifunkcífunkcí nana matricimatrici

mikroanalytickámikroanalytická jednotkajednotka –– celýcelý analytickýanalytický systém,systém, tedytedy kompletníkompletní
mikroanalyzátormikroanalyzátor včetněvčetně dávkovačůdávkovačů ventilůventilů aa detektorůdetektorů měřenéhoměřeného signálusignálu

funkcífunkcí nana matricimatrici

mikroanalytickámikroanalytická jednotkajednotka –– celýcelý analytickýanalytický systém,systém, tedytedy kompletníkompletní
mikroanalyzátormikroanalyzátor včetněvčetně dávkovačůdávkovačů ventilůventilů aa detektorůdetektorů měřenéhoměřeného signálusignálumikroanalyzátor,mikroanalyzátor, včetněvčetně dávkovačů,dávkovačů, ventilůventilů aa detektorůdetektorů měřenéhoměřeného signálusignálumikroanalyzátor,mikroanalyzátor, včetněvčetně dávkovačů,dávkovačů, ventilůventilů aa detektorůdetektorů měřenéhoměřeného signálusignálu
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technologie mikroanalytických přípravkůtechnologie mikroanalytických přípravkůtechnologie mikroanalytických přípravkůtechnologie mikroanalytických přípravkůtechnologie mikroanalytických přípravkůtechnologie mikroanalytických přípravků
⇒⇒ zachycení určitých cílových skupin obsažených ve vzorku zachycení určitých cílových skupin obsažených ve vzorku 

vhodným čidlem (sondou)vhodným čidlem (sondou)

technologie mikroanalytických přípravkůtechnologie mikroanalytických přípravků
⇒⇒ zachycení určitých cílových skupin obsažených ve vzorku zachycení určitých cílových skupin obsažených ve vzorku 

vhodným čidlem (sondou)vhodným čidlem (sondou)

čidločidlo –– afinitní systém (protilátka, enzym, bílkovina, NA nebo kompletním afinitní systém (protilátka, enzym, bílkovina, NA nebo kompletním 
biologickým systémem)biologickým systémem)
čidločidlo –– afinitní systém (protilátka, enzym, bílkovina, NA nebo kompletním afinitní systém (protilátka, enzym, bílkovina, NA nebo kompletním 
biologickým systémem)biologickým systémem)

detekcedetekce –– optické metody, elektrochemicky nebo měřeními reagujícími na optické metody, elektrochemicky nebo měřeními reagujícími na 
hmotnost (např. akustickými vlnami)hmotnost (např. akustickými vlnami)
detekcedetekce –– optické metody, elektrochemicky nebo měřeními reagujícími na optické metody, elektrochemicky nebo měřeními reagujícími na 
hmotnost (např. akustickými vlnami)hmotnost (např. akustickými vlnami)

základní dělení mikroanalytických přípravkůzákladní dělení mikroanalytických přípravkůzákladní dělení mikroanalytických přípravkůzákladní dělení mikroanalytických přípravkůy ý p py ý p p

: : mikroreakčnímikroreakční destičky o vysoké hustotě reakčních místdestičky o vysoké hustotě reakčních míst
: reakční místa na povrchu plochy: reakční místa na povrchu plochy

y ý p py ý p p

: : mikroreakčnímikroreakční destičky o vysoké hustotě reakčních místdestičky o vysoké hustotě reakčních míst
: reakční místa na povrchu plochy: reakční místa na povrchu plochy
: mikročipy a : mikročipy a nanočipynanočipy
: senzory a : senzory a biosenzorybiosenzory ((biočipybiočipy))
: mikročipy a : mikročipy a nanočipynanočipy
: senzory a : senzory a biosenzorybiosenzory ((biočipybiočipy))
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mikroreakčnímikroreakční destičkydestičky oo vysokévysoké hustotěhustotě reakčníchreakčních místmístmikroreakčnímikroreakční destičkydestičky oo vysokévysoké hustotěhustotě reakčníchreakčních místmíst

původnípůvodní mikrotitračnímikrotitrační destičkadestička ELISAELISA:: čirýčirý polystyren,polystyren, 88xx1212 ((9696)) jamekjamek nana
99xx1212 cm,cm, objemobjem jamkyjamky jeje ccacca 00..22 mlml
původnípůvodní mikrotitračnímikrotitrační destičkadestička ELISAELISA:: čirýčirý polystyren,polystyren, 88xx1212 ((9696)) jamekjamek nana
99xx1212 cm,cm, objemobjem jamkyjamky jeje ccacca 00..22 mlml

dnešnídnešní mikroreakčnímikroreakční destičkydestičky:: odod 192192 dodo 2000020000 mikrojamekmikrojamek oo objemuobjemu 125125 μμll
dodo 5050 nlnl
dnešnídnešní mikroreakčnímikroreakční destičkydestičky:: odod 192192 dodo 2000020000 mikrojamekmikrojamek oo objemuobjemu 125125 μμll
dodo 5050 nlnl

praxepraxe:: čipovéčipové přípravkypřípravky ss ccacca 100100 analytickýchanalytických místmíst;; kompromiskompromis mezimezi
miniaturizacíminiaturizací aa jejíjejí cenoucenou
praxepraxe:: čipovéčipové přípravkypřípravky ss ccacca 100100 analytickýchanalytických místmíst;; kompromiskompromis mezimezi
miniaturizacíminiaturizací aa jejíjejí cenoucenou

mikrodávkovačemikrodávkovače (na(na bázibázi technikytechniky inkink--jetjet odměřujícíodměřující mikromikro-- ažaž nanolitry)nanolitry)
mikrodetektorymikrodetektory (spojení(spojení mikroskopumikroskopu ss fotometremfotometrem čiči fluorimetrem)fluorimetrem) měříměří
signálsignál (např(např.. absorbanci)absorbanci) vv mikrojamcemikrojamce destičkydestičky shorashora dolůdolů;; jamkajamka jeje

mikrodávkovačemikrodávkovače (na(na bázibázi technikytechniky inkink--jetjet odměřujícíodměřující mikromikro-- ažaž nanolitry)nanolitry)
mikrodetektorymikrodetektory (spojení(spojení mikroskopumikroskopu ss fotometremfotometrem čiči fluorimetrem)fluorimetrem) měříměří
signálsignál (např(např.. absorbanci)absorbanci) vv mikrojamcemikrojamce destičkydestičky shorashora dolůdolů;; jamkajamka jejegg ( p( p )) jj yy ;; jj jj
současněsoučasně reakčníreakční celacela ii měřícíměřící kyvetakyveta

měřeníměření:: metodametoda „smíchej„smíchej aa měř“měř“

gg ( p( p )) jj yy ;; jj jj
současněsoučasně reakčníreakční celacela ii měřícíměřící kyvetakyveta

měřeníměření:: metodametoda „smíchej„smíchej aa měř“měř“

mikroreakčnímikroreakční destičkydestičky –– polymernípolymerní materiálmateriál;; odlitímodlitím nebonebo vrtánímvrtáním jamekjamek
laserem,laserem, laserovoulaserovou ablacíablací apodapod..
mikroreakčnímikroreakční destičkydestičky –– polymernípolymerní materiálmateriál;; odlitímodlitím nebonebo vrtánímvrtáním jamekjamek
laserem,laserem, laserovoulaserovou ablacíablací apodapod..

mikroreakčnímikroreakční destičkydestičky –– mikročipmikročip ii mikroarraymikroarraymikroreakčnímikroreakční destičkydestičky –– mikročipmikročip ii mikroarraymikroarray
48484848



reakčníreakční místamísta nana povrchupovrchu plochyplochyreakčníreakční místamísta nana povrchupovrchu plochyplochy

reakčníreakční systémsystém přímopřímo nana podložcepodložce ccacca 11 ažaž 22 cmcm22 (ne(ne vv mikrojamce)mikrojamce)reakčníreakční systémsystém přímopřímo nana podložcepodložce ccacca 11 ažaž 22 cmcm22 (ne(ne vv mikrojamce)mikrojamce)reakčníreakční systémsystém –– přímopřímo nana podložce,podložce, ccacca 11 ažaž 22 cmcm22 (ne(ne vv mikrojamce)mikrojamce)

:: stovkystovky mikrotečekmikroteček oo velikostivelikosti 1010 –– 100100 μμmm

reakčníreakční systémsystém –– přímopřímo nana podložce,podložce, ccacca 11 ažaž 22 cmcm22 (ne(ne vv mikrojamce)mikrojamce)

:: stovkystovky mikrotečekmikroteček oo velikostivelikosti 1010 –– 100100 μμmm

materiálmateriál podložkypodložky:: sklo,sklo, křemík,křemík, plastyplasty (teflon,(teflon, polymetylmetakrylát,polymetylmetakrylát,
polykarbonát,polykarbonát, polypropylen,polypropylen, polyakrylamidpolyakrylamid apodapod..))

áš íáš í kk t h ikt h ik i ki k j tj t bb ti kti k (f t lit fi )(f t lit fi )

materiálmateriál podložkypodložky:: sklo,sklo, křemík,křemík, plastyplasty (teflon,(teflon, polymetylmetakrylát,polymetylmetakrylát,
polykarbonát,polykarbonát, polypropylen,polypropylen, polyakrylamidpolyakrylamid apodapod..))

áš íáš í kk t h ikt h ik i ki k j tj t bb ti kti k (f t lit fi )(f t lit fi )nanášenínanášení vzorkuvzorku:: technikatechnika inkink--jetjet nebonebo tiskemtiskem (fotolitografie)(fotolitografie)nanášenínanášení vzorkuvzorku:: technikatechnika inkink--jetjet nebonebo tiskemtiskem (fotolitografie)(fotolitografie)

měřeníměření analytickéhoanalytického signálusignálu:: většinouvětšinou odrazemodrazemměřeníměření analytickéhoanalytického signálusignálu:: většinouvětšinou odrazemodrazem
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mikročipymikročipy aa nanočipynanočipymikročipymikročipy aa nanočipynanočipymikročipymikročipymikročipymikročipy
matrice/nosičmatrice/nosič –– ccacca 11 55xx11 55 cmcm;; tloušťkatloušťka několikněkolik milimetrůmilimetrůmatrice/nosičmatrice/nosič –– ccacca 11 55xx11 55 cmcm;; tloušťkatloušťka několikněkolik milimetrůmilimetrůmatrice/nosičmatrice/nosič ccacca 11..55xx11..55 cmcm;; tloušťkatloušťka několikněkolik milimetrůmilimetrů
materiálymateriály:: sklo,sklo, křemík,křemík, hydrofobníhydrofobní plastyplasty

reakčníreakční místamísta:: jamkyjamky nebonebo mikrotečkymikrotečky;; propojenypropojeny nanokanálkynanokanálky ss ventilyventily

matrice/nosičmatrice/nosič ccacca 11..55xx11..55 cmcm;; tloušťkatloušťka několikněkolik milimetrůmilimetrů
materiálymateriály:: sklo,sklo, křemík,křemík, hydrofobníhydrofobní plastyplasty

reakčníreakční místamísta:: jamkyjamky nebonebo mikrotečkymikrotečky;; propojenypropojeny nanokanálkynanokanálky ss ventilyventilyreakčníreakční místamísta:: jamkyjamky nebonebo mikrotečkymikrotečky;; propojenypropojeny nanokanálkynanokanálky ss ventily,ventily,
kanálkykanálky jsoujsou naplněnynaplněny gelemgelem
:: možnostmožnost osazeníosazení elektrodamielektrodami ⇒⇒ elektrickéelektrické napětínapětí mezimezi jamku/vzorekjamku/vzorek aa

reakčníreakční místamísta:: jamkyjamky nebonebo mikrotečkymikrotečky;; propojenypropojeny nanokanálkynanokanálky ss ventily,ventily,
kanálkykanálky jsoujsou naplněnynaplněny gelemgelem
:: možnostmožnost osazeníosazení elektrodamielektrodami ⇒⇒ elektrickéelektrické napětínapětí mezimezi jamku/vzorekjamku/vzorek aa

senzorsenzor

průtokprůtok vzorkuvzorku sledovánsledován čidlyčidly ss laserovoulaserovou diodoudiodou (excitace(excitace

senzorsenzor

průtokprůtok vzorkuvzorku sledovánsledován čidlyčidly ss laserovoulaserovou diodoudiodou (excitace(excitace
fluorescencefluorescence;; detekcedetekce fotonásobičemfotonásobičem;; značeníznačení reaktantů/vzorkůreaktantů/vzorků
fluoroforyfluorofory))
fluorescencefluorescence;; detekcedetekce fotonásobičemfotonásobičem;; značeníznačení reaktantů/vzorkůreaktantů/vzorků
fluoroforyfluorofory))

analýzaanalýza:: DNA,DNA, RNA,RNA, léčivléčiv apodapod..

tekutinytekutiny sese pohybujípohybují nana principuprincipu elektrokinezeelektrokineze

analýzaanalýza:: DNA,DNA, RNA,RNA, léčivléčiv apodapod..

tekutinytekutiny sese pohybujípohybují nana principuprincipu elektrokinezeelektrokinezetekutinytekutiny sese pohybujípohybují nana principuprincipu elektrokinezeelektrokinezetekutinytekutiny sese pohybujípohybují nana principuprincipu elektrokinezeelektrokineze

:: elektroosmózaelektroosmóza;; využívávyužívá elel.. polepole kk pohybupohybu vodivýchvodivých vodnýchvodných roztokůroztoků
:: elektroforézouelektroforézou;; dělenídělení molekulmolekul vv elel.. polipoli podlepodle jejichjejich nábojenáboje
:: elektroosmózaelektroosmóza;; využívávyužívá elel.. polepole kk pohybupohybu vodivýchvodivých vodnýchvodných roztokůroztoků
:: elektroforézouelektroforézou;; dělenídělení molekulmolekul vv elel.. polipoli podlepodle jejichjejich nábojenáboje 50505050



externíexterní mikropumpymikropumpy –– jinájiná možnostmožnost pohybupohybu tekutintekutin
:: velikostívelikostí čipyčipy mnohonásobněmnohonásobně přesahujípřesahují;; nesnadnénesnadné spojeníspojení ss μμ--čipemčipem

externíexterní mikropumpymikropumpy –– jinájiná možnostmožnost pohybupohybu tekutintekutin
:: velikostívelikostí čipyčipy mnohonásobněmnohonásobně přesahujípřesahují;; nesnadnénesnadné spojeníspojení ss μμ--čipemčipem

centrifugačnícentrifugační analyzátoryanalyzátory –– řešenířešení problémuproblému externíexterní pumpypumpy

pů odněpů odně p op o analýanalý be tížnémbe tížném stasta

centrifugačnícentrifugační analyzátoryanalyzátory –– řešenířešení problémuproblému externíexterní pumpypumpy

pů odněpů odně p op o analýanalý be tížnémbe tížném stastapůvodněpůvodně propro analýzyanalýzy vv beztížnémbeztížném stavustavu
mikročipmikročip propro centrifugačnícentrifugační analýzuanalýzu –– LabCDLabCD

áá ří ýří ý í á éí á é íí

původněpůvodně propro analýzyanalýzy vv beztížnémbeztížném stavustavu
mikročipmikročip propro centrifugačnícentrifugační analýzuanalýzu –– LabCDLabCD

áá ří ýří ý í á éí á é íímateriálmateriál:: třívrstvýtřívrstvý disk,disk, vícenásobnévícenásobné stanovenístanovení jednohojednoho typutypu analytuanalytu ((ccacca 9696
stejnýchstejných mikrokyvetmikrokyvet))
obsahobsah:: řídícířídící software,software, zahřívacízahřívací elementyelementy aa mikrokanálkymikrokanálky,, reakčníreakční jamky,jamky,

materiálmateriál:: třívrstvýtřívrstvý disk,disk, vícenásobnévícenásobné stanovenístanovení jednohojednoho typutypu analytuanalytu ((ccacca 9696
stejnýchstejných mikrokyvetmikrokyvet))
obsahobsah:: řídícířídící software,software, zahřívacízahřívací elementyelementy aa mikrokanálkymikrokanálky,, reakčníreakční jamky,jamky,jj
ventilyventily aa mikrokyvetymikrokyvety
pohybpohyb kapalinykapaliny –– kapilárníkapilární síly,síly, centrifugačnícentrifugační odstředivéodstředivé sílysíly

jj
ventilyventily aa mikrokyvetymikrokyvety
pohybpohyb kapalinykapaliny –– kapilárníkapilární síly,síly, centrifugačnícentrifugační odstředivéodstředivé sílysíly

mísení,mísení, zřeďování,zřeďování, promývánípromývání;; zahřívání,zahřívání, filtrování,filtrování, lyzovánílyzování,, separaceseparace buněk,buněk,
fotometrickáfotometrická nebonebo fluorimetrickáfluorimetrická detekcedetekce
mísení,mísení, zřeďování,zřeďování, promývánípromývání;; zahřívání,zahřívání, filtrování,filtrování, lyzovánílyzování,, separaceseparace buněk,buněk,
fotometrickáfotometrická nebonebo fluorimetrickáfluorimetrická detekcedetekce

modifikacemodifikace –– systémsystém tzvtzv.. povrchověpovrchově řízenéhořízeného tokutoku uvnitřuvnitř mikrokanálkůmikrokanálků
(tzv(tzv.. surfacesurface--directeddirected liquidliquid flowflow insideinside microchannelsmicrochannels)) –– mikrofluidnímikrofluidní systémsystém ⇒⇒
rychlýrychlý laminárnílaminární toktok molekulárnímolekulární difúzedifúze

modifikacemodifikace –– systémsystém tzvtzv.. povrchověpovrchově řízenéhořízeného tokutoku uvnitřuvnitř mikrokanálkůmikrokanálků
(tzv(tzv.. surfacesurface--directeddirected liquidliquid flowflow insideinside microchannelsmicrochannels)) –– mikrofluidnímikrofluidní systémsystém ⇒⇒
rychlýrychlý laminárnílaminární toktok molekulárnímolekulární difúzedifúzerychlýrychlý laminárnílaminární tok,tok, molekulárnímolekulární difúzedifúze

kanálkykanálky zhotovenézhotovené fotolitografiífotolitografií

rychlýrychlý laminárnílaminární tok,tok, molekulárnímolekulární difúzedifúze

kanálkykanálky zhotovenézhotovené fotolitografiífotolitografií 51515151



f k L bCDf k L bCDf k L bCDf k L bCDfunkce LabCDfunkce LabCDfunkce LabCDfunkce LabCD

1. nanesení vzorku1. nanesení vzorku1. nanesení vzorku1. nanesení vzorku

2. odstředění2. odstředění2. odstředění2. odstředění2. odstředění 2. odstředění 
prekoncentrace na koloněprekoncentrace na koloně
2. odstředění 2. odstředění 
prekoncentrace na koloněprekoncentrace na koloně

3. promytí kolony3. promytí kolony3. promytí kolony3. promytí kolony

4. eluce z kolony4. eluce z kolony4. eluce z kolony4. eluce z kolony

5. vzorek v detektoru5. vzorek v detektoru5. vzorek v detektoru5. vzorek v detektoru
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nanočipynanočipynanočipynanočipy

dalšídalší miniaturizaciminiaturizaci mikročipůmikročipů ⇒⇒ nanometrynanometry
kopírujíkopírují častočasto funkcifunkci přírodníchpřírodních molekulmolekul (např(např kolagenkolagen kabelkabel DNADNA
dalšídalší miniaturizaciminiaturizaci mikročipůmikročipů ⇒⇒ nanometrynanometry
kopírujíkopírují častočasto funkcifunkci přírodníchpřírodních molekulmolekul (např(např kolagenkolagen kabelkabel DNADNAkopírujíkopírují častočasto funkcifunkci přírodníchpřírodních molekulmolekul (např(např.. kolagenkolagen –– kabel,kabel, DNADNA ––
paměťovápaměťová jednotka,jednotka, bílkovinnábílkovinná membránamembrána –– pumpa)pumpa)

lt ik lýlt ik lý (( lýlý )) léčiléči bi l i kbi l i k kti íkti í látklátk

kopírujíkopírují častočasto funkcifunkci přírodníchpřírodních molekulmolekul (např(např.. kolagenkolagen –– kabel,kabel, DNADNA ––
paměťovápaměťová jednotka,jednotka, bílkovinnábílkovinná membránamembrána –– pumpa)pumpa)

lt ik lýlt ik lý (( lýlý )) léčiléči bi l i kbi l i k kti íkti í látklátkultramikroanalýzyultramikroanalýzy ((nanoanalýzynanoanalýzy)) –– léčiva,léčiva, biologickybiologicky aktivníaktivní látky,látky,
imunoanalýzaimunoanalýza,, mitochondriálníchmitochondriálních DNADNA apodapod..
ultramikroanalýzyultramikroanalýzy ((nanoanalýzynanoanalýzy)) –– léčiva,léčiva, biologickybiologicky aktivníaktivní látky,látky,
imunoanalýzaimunoanalýza,, mitochondriálníchmitochondriálních DNADNA apodapod..

omezeníomezení –– limitylimity citlivosticitlivosti analýzanalýz aa nákladynáklady (prudce(prudce zvyšují)zvyšují)
komplikacekomplikace –– odpařováníodpařování mikroobjemůmikroobjemů vzorkuvzorku ii činidelčinidel nana mikročipumikročipu
omezeníomezení –– limitylimity citlivosticitlivosti analýzanalýz aa nákladynáklady (prudce(prudce zvyšují)zvyšují)
komplikacekomplikace –– odpařováníodpařování mikroobjemůmikroobjemů vzorkuvzorku ii činidelčinidel nana mikročipumikročipu

vzorekvzorek:: objemobjem 11 μμl,l, analytanalyt 22 fmolfmol/l/l == 60206020 molekulmolekul analytuanalytu

redukceredukce objemuobjemu nana 11 nlnl ⇒⇒ jenjen 66 molekulmolekul analytu!!analytu!!

vzorekvzorek:: objemobjem 11 μμl,l, analytanalyt 22 fmolfmol/l/l == 60206020 molekulmolekul analytuanalytu

redukceredukce objemuobjemu nana 11 nlnl ⇒⇒ jenjen 66 molekulmolekul analytu!!analytu!!redukceredukce objemuobjemu nana 11 nlnl ⇒⇒ jenjen 66 molekulmolekul analytu!!analytu!!
:: většinouvětšinou podpod detekčnímdetekčním limitemlimitem analytickéanalytické metodymetody nana mikročipumikročipu

tt k tk t flfl th hth h dd

redukceredukce objemuobjemu nana 11 nlnl ⇒⇒ jenjen 66 molekulmolekul analytu!!analytu!!
:: většinouvětšinou podpod detekčnímdetekčním limitemlimitem analytickéanalytické metodymetody nana mikročipumikročipu

tt k tk t flfl th hth h dd:: postupypostupy prekoncentraceprekoncentrace:: flowflow--throughthrough apodapod..:: postupypostupy prekoncentraceprekoncentrace:: flowflow--throughthrough apodapod..

53535353



senzorysenzory aa biosenzorybiosenzorysenzorysenzory aa biosenzorybiosenzory
využitívyužití mikroelektrodmikroelektrod nana křemíkukřemíkuvyužitívyužití mikroelektrodmikroelektrod nana křemíkukřemíku

senzorysenzorysenzorysenzory

yy

napřnapř.. odporodpor tenkétenké kovovékovové vrstvyvrstvy (Au,(Au, << 3030 nmnm)) sese zvyšujezvyšuje ss přítomnostípřítomností
jinýchjiných atomůatomů aa molekulmolekul nana povrchupovrchu filmufilmu AuAu

yy

napřnapř.. odporodpor tenkétenké kovovékovové vrstvyvrstvy (Au,(Au, << 3030 nmnm)) sese zvyšujezvyšuje ss přítomnostípřítomností
jinýchjiných atomůatomů aa molekulmolekul nana povrchupovrchu filmufilmu AuAu

:: elektronyelektrony dopadajícídopadající nana kovovýkovový filmfilm (~(~ zrcadlo)zrcadlo) jsoujsou odráženyodráženy
:: vv místěmístě adsorpceadsorpce jinýchjiných atomůatomů aa molekulmolekul sese elektronyelektrony neodrážejí,neodrážejí, aleale jsoujsou

t l át l á

:: elektronyelektrony dopadajícídopadající nana kovovýkovový filmfilm (~(~ zrcadlo)zrcadlo) jsoujsou odráženyodráženy
:: vv místěmístě adsorpceadsorpce jinýchjiných atomůatomů aa molekulmolekul sese elektronyelektrony neodrážejí,neodrážejí, aleale jsoujsou

t l át l ározptyloványrozptylovány
⇒⇒ změnazměna odporuodporu filmufilmu AuAu ((↑↑));; odporodpor == ff (koncentrace)(koncentrace)

ž íž í řř íí ěž ýěž ý ůů íí ůů

rozptyloványrozptylovány
⇒⇒ změnazměna odporuodporu filmufilmu AuAu ((↑↑));; odporodpor == ff (koncentrace)(koncentrace)

ž íž í řř íí ěž ýěž ý ůů íí ůůvyužitívyužití:: napřnapř.. stanovenístanovení stopstop těžkýchtěžkých kovůkovů vv roztocíchroztocích (iontů(iontů Cd,Cd, PbPb,, Ni,Ni, TlTl,,
ZnZn,, jejichjejich organickéorganické komplexy),komplexy), limitlimit detekcedetekce ppbppb ((partsparts perper billionbillion))
průtokovéprůtokové celycely –– kvalitakvalita pitnépitné vody,vody, korozníkorozní procesy,procesy, aleale ii vv organizmuorganizmu

využitívyužití:: napřnapř.. stanovenístanovení stopstop těžkýchtěžkých kovůkovů vv roztocíchroztocích (iontů(iontů Cd,Cd, PbPb,, Ni,Ni, TlTl,,
ZnZn,, jejichjejich organickéorganické komplexy),komplexy), limitlimit detekcedetekce ppbppb ((partsparts perper billionbillion))
průtokovéprůtokové celycely –– kvalitakvalita pitnépitné vody,vody, korozníkorozní procesy,procesy, aleale ii vv organizmuorganizmupp yy pp y,y, p y,p y, gg

čipovýčipový senzorsenzor propro penicilinpenicilin
křemíkkřemík ss pHpH--citlivoucitlivou strukturoustrukturou (Si(Si33NN44))

pp yy pp y,y, p y,p y, gg

čipovýčipový senzorsenzor propro penicilinpenicilin
křemíkkřemík ss pHpH--citlivoucitlivou strukturoustrukturou (Si(Si33NN44))

penicilinázapenicilináza
imobilizaceimobilizace
pH citlivá vrstvapH citlivá vrstvakřemíkkřemík ss pHpH citlivoucitlivou strukturoustrukturou (Si(Si33NN44))křemíkkřemík ss pHpH citlivoucitlivou strukturoustrukturou (Si(Si33NN44)) pH citlivá vrstvapH citlivá vrstva
oxid křemičitýoxid křemičitý

křemíkkřemík

penicilinpenicilin ++ HH2200 penicilázapeniciláza >> kyskys.. 66--aminopenicilanováaminopenicilanová ++ HH++

měříměří sese vysocevysoce citlivoucitlivou pHpH--vrstvouvrstvou
penicilinpenicilin ++ HH2200 penicilázapeniciláza >> kyskys.. 66--aminopenicilanováaminopenicilanová ++ HH++

měříměří sese vysocevysoce citlivoucitlivou pHpH--vrstvouvrstvou 54545454



biologickýbiologický systémsystém (enzym(enzym receptorreceptor orgán)orgán) ss analytickýmanalytickým čipemčipembiologickýbiologický systémsystém (enzym(enzym receptorreceptor orgán)orgán) ss analytickýmanalytickým čipemčipem

biosenzory (biočipy)biosenzory (biočipy)biosenzory (biočipy)biosenzory (biočipy)

biologickýbiologický systémsystém (enzym,(enzym, receptor,receptor, orgán)orgán) ss analytickýmanalytickým čipemčipem

využitívyužití:: medicína,medicína, biotechnologie,biotechnologie, kontrolakontrola aa monitorovánímonitorování potravinpotravin aa
ž íhž íh ř díř dí

biologickýbiologický systémsystém (enzym,(enzym, receptor,receptor, orgán)orgán) ss analytickýmanalytickým čipemčipem

využitívyužití:: medicína,medicína, biotechnologie,biotechnologie, kontrolakontrola aa monitorovánímonitorování potravinpotravin aa
ž íhž íh ř díř díživotníhoživotního prostředíprostředí

principprincip:: propojenípropojení biomolekulbiomolekul ss křemíkemkřemíkem

životníhoživotního prostředíprostředí

principprincip:: propojenípropojení biomolekulbiomolekul ss křemíkemkřemíkem
technologietechnologie EISEIS ((capacitivecapacitive electrolyteelectrolyte insulatorinsulator semiconductorsemiconductor))

BioFETBioFET ((biologicallybiologically sensitivesensitive fieldfield--effecteffect transistorstransistors))
technologietechnologie EISEIS ((capacitivecapacitive electrolyteelectrolyte insulatorinsulator semiconductorsemiconductor))

BioFETBioFET ((biologicallybiologically sensitivesensitive fieldfield--effecteffect transistorstransistors))

modelovýmodelový analytickýanalytický systémsystém
biosystémbiosystém + + analytanalyt ⇒⇒ produkt + produkt + elektrony/protony(Helektrony/protony(H++))

modelovýmodelový analytickýanalytický systémsystém
biosystémbiosystém + + analytanalyt ⇒⇒ produkt + produkt + elektrony/protony(Helektrony/protony(H++))

případněpřípadně
biosystémbiosystém11 + + analytanalyt ⇒⇒ produktprodukt11

biosystémbiosystém22 + produkt+ produkt11 ⇒⇒ produktprodukt22 ++ elektrony/protony(Helektrony/protony(H++))

případněpřípadně
biosystémbiosystém11 + + analytanalyt ⇒⇒ produktprodukt11

biosystémbiosystém22 + produkt+ produkt11 ⇒⇒ produktprodukt22 ++ elektrony/protony(Helektrony/protony(H++))biosystémbiosystém22 + produkt+ produkt11 ⇒⇒ produktprodukt22 + + elektrony/protony(Helektrony/protony(H++))

lýlý t b litůt b litů b íb í IDID ( t)( t) dd

biosystémbiosystém22 + produkt+ produkt11 ⇒⇒ produktprodukt22 + + elektrony/protony(Helektrony/protony(H++))

lýlý t b litůt b litů b íb í IDID ( t)( t) ddanalýzaanalýza metabolitů,metabolitů, osobníosobní IDID (pot)(pot) apodapod..analýzaanalýza metabolitů,metabolitů, osobníosobní IDID (pot)(pot) apodapod..
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ISFETISFETISFETISFET

referenční elektrodareferenční elektroda
elektrolytelektrolyt

ISFETISFET
iontově selektivní tranzistor řízený polemiontově selektivní tranzistor řízený polem
ionion--selectiveselective fieldfield--effecteffect transistortransistor

ISFETISFET
iontově selektivní tranzistor řízený polemiontově selektivní tranzistor řízený polem
ionion--selectiveselective fieldfield--effecteffect transistortransistor

membránamembrána

referenční elektrodareferenční elektroda

roztok analyturoztok analytu

ENFETENFETENFETENFETENFETENFET
enzymový tranzistor řízený polemenzymový tranzistor řízený polem
enzymeenzyme--controlledcontrolled fieldfield--effecteffect transistortransistor

ENFETENFET
enzymový tranzistor řízený polemenzymový tranzistor řízený polem
enzymeenzyme--controlledcontrolled fieldfield--effecteffect transistortransistor 56565656



určováníurčování cílovýchcílových sekvencísekvencí nukleovýchnukleových kyselinkyselinurčováníurčování cílovýchcílových sekvencísekvencí nukleovýchnukleových kyselinkyselin
DNADNA--čipyčipyDNADNA--čipyčipy

určováníurčování cílovýchcílových sekvencísekvencí nukleovýchnukleových kyselinkyselin

detekcedetekce patogenů,patogenů, prenatálníprenatální diagnostika,diagnostika,
forenzníforenzní diagnostika,diagnostika, testytesty POCTPOCT

určováníurčování cílovýchcílových sekvencísekvencí nukleovýchnukleových kyselinkyselin

detekcedetekce patogenů,patogenů, prenatálníprenatální diagnostika,diagnostika,
forenzníforenzní diagnostika,diagnostika, testytesty POCTPOCTforenzníforenzní diagnostika,diagnostika, testytesty POCTPOCT

principprincip:: nana čipučipu sondasonda ss sekvencísekvencí DNADNA ((WatsonWatson--CrickovoCrickovo párování)párování)

forenzníforenzní diagnostika,diagnostika, testytesty POCTPOCT

principprincip:: nana čipučipu sondasonda ss sekvencísekvencí DNADNA ((WatsonWatson--CrickovoCrickovo párování)párování)principprincip:: nana čipučipu sondasonda ss sekvencísekvencí DNADNA ((WatsonWatson CrickovoCrickovo párování)párování)
komplementárníkomplementární kk cílovécílové sekvencisekvenci NANA

pouzepouze komplementárníkomplementární sekvencesekvence interagují!interagují!

principprincip:: nana čipučipu sondasonda ss sekvencísekvencí DNADNA ((WatsonWatson CrickovoCrickovo párování)párování)
komplementárníkomplementární kk cílovécílové sekvencisekvenci NANA

pouzepouze komplementárníkomplementární sekvencesekvence interagují!interagují!pouzepouze komplementárníkomplementární sekvencesekvence interagují!interagují!

vzorekvzorek TAACGCGATTGTGTGACTAACGCGATTGTGTGAC
sondasonda ATTGCGCTAAGTCACTGATTGCGCTAAGTCACTG

pouzepouze komplementárníkomplementární sekvencesekvence interagují!interagují!

vzorekvzorek TAACGCGATTGTGTGACTAACGCGATTGTGTGAC
sondasonda ATTGCGCTAAGTCACTGATTGCGCTAAGTCACTGsondasonda ATTGCGCTAAGTCACTGATTGCGCTAAGTCACTG

sondasonda jeje značenaznačena napřnapř.. luminoforemluminoforem ⇒⇒ indukceindukce laseremlaserem ++ fluorimetrfluorimetr

sondasonda ATTGCGCTAAGTCACTGATTGCGCTAAGTCACTG

sondasonda jeje značenaznačena napřnapř.. luminoforemluminoforem ⇒⇒ indukceindukce laseremlaserem ++ fluorimetrfluorimetr

zachyceno zachyceno červenéčervené
nedokonale zachyceno nedokonale zachyceno žlutéžluté
zachyceno zachyceno červenéčervené
nedokonale zachyceno nedokonale zachyceno žlutéžlutéyy
nezachyceno nezachyceno zelenézelené

yy
nezachyceno nezachyceno zelenézelené
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imunosenzoryimunosenzoryimunosenzoryimunosenzory

miniaturizaceminiaturizace imunoesejíimunoesejí (kompetitivní nekompetitivní)(kompetitivní nekompetitivní)miniaturizaceminiaturizace imunoesejíimunoesejí (kompetitivní nekompetitivní)(kompetitivní nekompetitivní)miniaturizace miniaturizace imunoesejíimunoesejí (kompetitivní, nekompetitivní)(kompetitivní, nekompetitivní)miniaturizace miniaturizace imunoesejíimunoesejí (kompetitivní, nekompetitivní)(kompetitivní, nekompetitivní)

imunoanalýzaimunoanalýza nana nasákavénasákavé podložcepodložce
:: metodametoda suchésuché chemiechemie

imunoanalýzaimunoanalýza nana nasákavénasákavé podložcepodložce
:: metodametoda suchésuché chemiechemie

materiálmateriál:: filtračnífiltrační papír,papír, tkanétkané rounorouno
:: ukotvenéukotvené reakčnímireakčními komponentykomponenty;; difuzibilnídifuzibilní sekundárnísekundární značenáznačená protilátkaprotilátka

materiálmateriál:: filtračnífiltrační papír,papír, tkanétkané rounorouno
:: ukotvenéukotvené reakčnímireakčními komponentykomponenty;; difuzibilnídifuzibilní sekundárnísekundární značenáznačená protilátkaprotilátka

vzorekvzorek difundujedifunduje nasákavýmnasákavým materiálemmateriálem dodo reakčníchreakčních zónzón
:: 11 ažaž 55 minutminut ⇒⇒ barevnébarevné pruhypruhy indikujícíindikující výsledekvýsledek testutestu

vzorekvzorek difundujedifunduje nasákavýmnasákavým materiálemmateriálem dodo reakčníchreakčních zónzón
:: 11 ažaž 55 minutminut ⇒⇒ barevnébarevné pruhypruhy indikujícíindikující výsledekvýsledek testutestu

detekcedetekce:: vizuálněvizuálně nebonebo jednoúčelovýmjednoúčelovým reflektometremreflektometrem

analytickéanalytické systémysystémy –– binárníbinární jednoúčelovéjednoúčelové testytesty –– ano/neano/ne

detekcedetekce:: vizuálněvizuálně nebonebo jednoúčelovýmjednoúčelovým reflektometremreflektometrem

analytickéanalytické systémysystémy –– binárníbinární jednoúčelovéjednoúčelové testytesty –– ano/neano/ne

analytickéanalytické kazetykazety (patrony)(patrony)

materiálmateriál:: plastováplastová patronapatrona ss činidlyčinidly vv suchémsuchém nebonebo vv kapalnémkapalném stavustavu

analytickéanalytické kazetykazety (patrony)(patrony)

materiálmateriál:: plastováplastová patronapatrona ss činidlyčinidly vv suchémsuchém nebonebo vv kapalnémkapalném stavustavumateriálmateriál:: plastováplastová patronapatrona ss činidlyčinidly vv suchémsuchém nebonebo vv kapalnémkapalném stavustavu

vzorekvzorek sese vv systémusystému kanálkůkanálků smísísmísí ss činidlyčinidly
detekcedetekce:: vv místěmístě optickéoptické kyvetykyvety sese odečteodečte analytickýanalytický signálsignál

materiálmateriál:: plastováplastová patronapatrona ss činidlyčinidly vv suchémsuchém nebonebo vv kapalnémkapalném stavustavu

vzorekvzorek sese vv systémusystému kanálkůkanálků smísísmísí ss činidlyčinidly
detekcedetekce:: vv místěmístě optickéoptické kyvetykyvety sese odečteodečte analytickýanalytický signálsignáldetekcedetekce:: vv místěmístě optickéoptické kyvetykyvety sese odečteodečte analytickýanalytický signálsignál

:: analýzaanalýza léčiv,léčiv, drog,drog, nebonebo propro akutníakutní analýzyanalýzy

detekcedetekce:: vv místěmístě optickéoptické kyvetykyvety sese odečteodečte analytickýanalytický signálsignál

:: analýzaanalýza léčiv,léčiv, drog,drog, nebonebo propro akutníakutní analýzyanalýzy
58585858



mikročipymikročipy propro stanovenístanovení jednohojednoho druhudruhu analytuanalytu

nana mikročipumikročipu –– polepole stejnýchstejných analytickýchanalytických místmíst –– mikrotečekmikroteček

mikročipymikročipy propro stanovenístanovení jednohojednoho druhudruhu analytuanalytu

nana mikročipumikročipu –– polepole stejnýchstejných analytickýchanalytických místmíst –– mikrotečekmikroteček
mikrotečkamikrotečka –– imobilizovanáimobilizovaná primárníprimární protilátkaprotilátka (Ab(Ab11),), vv přebytkupřebytkumikrotečkamikrotečka –– imobilizovanáimobilizovaná primárníprimární protilátkaprotilátka (Ab(Ab11),), vv přebytkupřebytku

AgAg

senzor
Ab1

senzor
Ab1

pevná podložkapevná podložka

mikrotečka ~ 10 μmmikrotečka ~ 10 μm

vývojka
Ab2

vývojka
Ab2

přidápřidá sese vzorek/antigenvzorek/antigen ((AgAg)) ⇒⇒ kotvenýkotvený imunokompleximunokomplex [Ab[Ab11
bb--AgAg]]

promytípromytí;; přidápřidá sese značenáznačená sekundárnísekundární protilátkaprotilátka (Ab(Ab22*)*) ⇒⇒

přidápřidá sese vzorek/antigenvzorek/antigen ((AgAg)) ⇒⇒ kotvenýkotvený imunokompleximunokomplex [Ab[Ab11
bb--AgAg]]

promytípromytí;; přidápřidá sese značenáznačená sekundárnísekundární protilátkaprotilátka (Ab(Ab22*)*) ⇒⇒promytípromytí;; přidápřidá sese značenáznačená sekundárnísekundární protilátkaprotilátka (Ab(Ab22 )) ⇒⇒
⇒⇒ sendvičovýsendvičový imunokompleximunokomplex [Ab[Ab11

bb--AgAg]]--AbAb22**

detekcedetekce:: spektrofotometrickyspektrofotometricky

promytípromytí;; přidápřidá sese značenáznačená sekundárnísekundární protilátkaprotilátka (Ab(Ab22 )) ⇒⇒
⇒⇒ sendvičovýsendvičový imunokompleximunokomplex [Ab[Ab11

bb--AgAg]]--AbAb22**

detekcedetekce:: spektrofotometrickyspektrofotometrickyp yp y

primárníprimární protilátkaprotilátka –– protilátkaprotilátka senzorovásenzorová
sekundárnísekundární protilátkaprotilátka –– protilátkaprotilátka vyvolávacívyvolávací

p yp y

primárníprimární protilátkaprotilátka –– protilátkaprotilátka senzorovásenzorová
sekundárnísekundární protilátkaprotilátka –– protilátkaprotilátka vyvolávacívyvolávací

multifunkčnímultifunkční mikročipmikročip –– mikrotečkymikrotečky obsazenyobsazeny různýmirůznými druhydruhy protilátekprotilátek
⇒⇒ současnésoučasné stanovenístanovení několikaněkolika různýchrůzných analytůanalytů
multifunkčnímultifunkční mikročipmikročip –– mikrotečkymikrotečky obsazenyobsazeny různýmirůznými druhydruhy protilátekprotilátek
⇒⇒ současnésoučasné stanovenístanovení několikaněkolika různýchrůzných analytůanalytů 59595959



mikročipymikročipy propro současnésoučasné stanovenístanovení několikaněkolika analytůanalytůmikročipymikročipy propro současnésoučasné stanovenístanovení několikaněkolika analytůanalytů

analytickáanalytická místamísta (mikrotečky)(mikrotečky) –– různérůzné primárníprimární protilátkyprotilátky (Ab(Ab11))

napřnapř.. protiproti antigenuantigenu AgAgaa primárníprimární protilátkouprotilátkou AbAb11aa,, protiproti antigenuantigenu AgAgbb

analytickáanalytická místamísta (mikrotečky)(mikrotečky) –– různérůzné primárníprimární protilátkyprotilátky (Ab(Ab11))

napřnapř.. protiproti antigenuantigenu AgAgaa primárníprimární protilátkouprotilátkou AbAb11aa,, protiproti antigenuantigenu AgAgbbpp pp gg ggaa pp pp 11aa,, pp gg ggbb
primárníprimární protilátkouprotilátkou AbAb11bb atdatd..

promytípromytí;; přidápřidá sese směssměs monoklonálníchmonoklonálních sekundárníchsekundárních značenýchznačených protilátekprotilátek

pp pp gg ggaa pp pp 11aa,, pp gg ggbb
primárníprimární protilátkouprotilátkou AbAb11bb atdatd..

promytípromytí;; přidápřidá sese směssměs monoklonálníchmonoklonálních sekundárníchsekundárních značenýchznačených protilátekprotilátekpromytípromytí;; přidápřidá sese směssměs monoklonálníchmonoklonálních sekundárníchsekundárních značenýchznačených protilátekprotilátek
protiproti stanovovanýmstanovovaným antigenůmantigenům ((∗∗AbAb22aa,, ∗∗AbAb22bb,, atdatd..))

detekcedetekce::

promytípromytí;; přidápřidá sese směssměs monoklonálníchmonoklonálních sekundárníchsekundárních značenýchznačených protilátekprotilátek
protiproti stanovovanýmstanovovaným antigenůmantigenům ((∗∗AbAb22aa,, ∗∗AbAb22bb,, atdatd..))

detekcedetekce:: laserový mikroskoplaserový mikroskopdetekcedetekce::detekcedetekce:: ý pý p

detektory   fotonůdetektory   fotonů

alfaalfa betabeta

multianalytovémultianalytové imunomikročipyimunomikročipy –– POCTPOCT ((ccacca 88 ažaž 1010 analytů),analytů),multianalytovémultianalytové imunomikročipyimunomikročipy –– POCTPOCT ((ccacca 88 ažaž 1010 analytů),analytů),

mikročip pro více analytůmikročip pro více analytů

yy pypy (( y ),y ),
onkomarkery,onkomarkery, alergeny,alergeny, hormonyhormony propro endokrinologii,endokrinologii, screeningscreening vybranýchvybraných
analytůanalytů dárcůdárců krvekrve vv transfusníchtransfusních stanicíchstanicích apodapod..

yy pypy (( y ),y ),
onkomarkery,onkomarkery, alergeny,alergeny, hormonyhormony propro endokrinologii,endokrinologii, screeningscreening vybranýchvybraných
analytůanalytů dárcůdárců krvekrve vv transfusníchtransfusních stanicíchstanicích apodapod..
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jakost v klinické analýzejakost v klinické analýze
její kontrola a řízeníjejí kontrola a řízení
jakost v klinické analýzejakost v klinické analýze
její kontrola a řízeníjejí kontrola a řízení

III.III.III.III.

její kontrola a řízeníjejí kontrola a řízeníjejí kontrola a řízeníjejí kontrola a řízení

„fatální“„fatální“ významvýznam klinickéklinické medicínymedicíny
aplikaceaplikace noremnorem ISOISO řadyřady 90009000
„fatální“„fatální“ významvýznam klinickéklinické medicínymedicíny
aplikaceaplikace noremnorem ISOISO řadyřady 90009000aplikaceaplikace noremnorem ISOISO řadyřady 90009000aplikaceaplikace noremnorem ISOISO řadyřady 90009000

jakostjakostjakostjakost

charakteristické a žádoucí vlastnosti nebo rysy výrobku či službycharakteristické a žádoucí vlastnosti nebo rysy výrobku či službycharakteristické a žádoucí vlastnosti nebo rysy výrobku či službycharakteristické a žádoucí vlastnosti nebo rysy výrobku či služby

jakostjakost jeje nepřímonepřímo úměrnáúměrná variabilitěvariabilitě výrobkuvýrobku nebonebo službyslužby
:: variabilitavariabilita –– odchylkaodchylka odod návrhu/záměrunávrhu/záměru
jakostjakost jeje nepřímonepřímo úměrnáúměrná variabilitěvariabilitě výrobkuvýrobku nebonebo službyslužby
:: variabilitavariabilita –– odchylkaodchylka odod návrhu/záměrunávrhu/záměru

prověřeníprověření všechvšech etapetap celéhocelého stanovenístanovení analytuanalytu
:: odod odběruodběru vzorkuvzorku ažaž popo výpočetvýpočet;; výcvikvýcvik analytika,analytika, přípravapříprava činidel,činidel, mytímytí
nádobínádobí nakládánínakládání ss odpademodpadem atdatd

prověřeníprověření všechvšech etapetap celéhocelého stanovenístanovení analytuanalytu
:: odod odběruodběru vzorkuvzorku ažaž popo výpočetvýpočet;; výcvikvýcvik analytika,analytika, přípravapříprava činidel,činidel, mytímytí
nádobínádobí nakládánínakládání ss odpademodpadem atdatdnádobí,nádobí, nakládánínakládání ss odpademodpadem atdatd..

výsledkemvýsledkem jeje návrhnávrh nana jejichjejich správnésprávné prováděníprovádění aa vytvořitvytvořit podmínkypodmínky propro
ál íál í d h lkd h lk dd ř d éhř d éh č ěč ě

nádobí,nádobí, nakládánínakládání ss odpademodpadem atdatd..

výsledkemvýsledkem jeje návrhnávrh nana jejichjejich správnésprávné prováděníprovádění aa vytvořitvytvořit podmínkypodmínky propro
ál íál í d h lkd h lk dd ř d éhř d éh č ěč ěprovozprovoz ss minimálnímiminimálními odchylkamiodchylkami odod předepsanéhopředepsaného postupu,postupu, včetněvčetně

kontrolníhokontrolního mechanizmumechanizmu
provozprovoz ss minimálnímiminimálními odchylkamiodchylkami odod předepsanéhopředepsaného postupu,postupu, včetněvčetně
kontrolníhokontrolního mechanizmumechanizmu
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definicedefinice dledle ČSNČSN ISOISO 84028402definicedefinice dledle ČSNČSN ISOISO 84028402

jakostjakost ((qualityquality))
celkovýcelkový souhrnsouhrn vlastnostívlastností aa znakůznaků výrobkuvýrobku (např(např.. analytickéanalytické soupravy)soupravy) nebonebo
l žbl žb ( ř( ř ádě íádě í lý )lý ) kt ékt é č jíč jí h th t k j tk j t ř dř d

jakostjakost ((qualityquality))
celkovýcelkový souhrnsouhrn vlastnostívlastností aa znakůznaků výrobkuvýrobku (např(např.. analytickéanalytické soupravy)soupravy) nebonebo
l žbl žb ( ř( ř ádě íádě í lý )lý ) kt ékt é č jíč jí h th t k j tk j t ř dř dslužbyslužby (např(např.. prováděníprovádění analýz),analýz), kterékteré zaručujízaručují schopnostschopnost uspokojovatuspokojovat předempředem

stanovenéstanovené nebonebo předpokládanépředpokládané potřebypotřeby
službyslužby (např(např.. prováděníprovádění analýz),analýz), kterékteré zaručujízaručují schopnostschopnost uspokojovatuspokojovat předempředem
stanovenéstanovené nebonebo předpokládanépředpokládané potřebypotřeby

koncepcekoncepce jakostijakosti ((qualityquality policypolicy))
celkovécelkové záměryzáměry aa směrysměry působenípůsobení organizaceorganizace vv oblastioblasti jakostijakosti formulovanéformulované
vrcholovýmvrcholovým vedenímvedením (např(např.. vedoucímvedoucím laboratoře)laboratoře)

koncepcekoncepce jakostijakosti ((qualityquality policypolicy))
celkovécelkové záměryzáměry aa směrysměry působenípůsobení organizaceorganizace vv oblastioblasti jakostijakosti formulovanéformulované
vrcholovýmvrcholovým vedenímvedením (např(např.. vedoucímvedoucím laboratoře)laboratoře)ýý ( p( p ))

řízenířízení jakostijakosti ((qualityquality managementmanagement))
součástsoučást funkcefunkce celkovéhocelkového řízenířízení,, kterákterá určujeurčuje aa realizujerealizuje koncepcikoncepci jakostijakosti

ýý ( p( p ))

řízenířízení jakostijakosti ((qualityquality managementmanagement))
součástsoučást funkcefunkce celkovéhocelkového řízenířízení,, kterákterá určujeurčuje aa realizujerealizuje koncepcikoncepci jakostijakostisoučástsoučást funkcefunkce celkovéhocelkového řízenířízení,, kterákterá určujeurčuje aa realizujerealizuje koncepcikoncepci jakostijakosti

systémsystém jakostijakosti ((qualityquality systemsystem))
organizačníorganizační strukturastruktura zodpovědnostizodpovědnosti postupypostupy procesyprocesy aa zdrojezdroje potřebnépotřebné nana

součástsoučást funkcefunkce celkovéhocelkového řízenířízení,, kterákterá určujeurčuje aa realizujerealizuje koncepcikoncepci jakostijakosti

systémsystém jakostijakosti ((qualityquality systemsystem))
organizačníorganizační strukturastruktura zodpovědnostizodpovědnosti postupypostupy procesyprocesy aa zdrojezdroje potřebnépotřebné nanaorganizačníorganizační strukturastruktura,, zodpovědnosti,zodpovědnosti, postupypostupy,, procesyprocesy aa zdrojezdroje potřebnépotřebné nana
realizacirealizaci řízenířízení jakostijakosti;; požadavkempožadavkem je,je, abyaby veškeréveškeré postupypostupy bylybyly jasnéjasné,, řádněřádně
dokumentovanédokumentované aa dodržovanédodržované;; systémsystém jakostijakosti jeje pravidelněpravidelně kontrolovánkontrolován aa
doplňovándoplňován;; všichnivšichni pracovnícipracovníci sese aktivněaktivně zúčastňujízúčastňují zaváděnízavádění aa provozováníprovozování

organizačníorganizační strukturastruktura,, zodpovědnosti,zodpovědnosti, postupypostupy,, procesyprocesy aa zdrojezdroje potřebnépotřebné nana
realizacirealizaci řízenířízení jakostijakosti;; požadavkempožadavkem je,je, abyaby veškeréveškeré postupypostupy bylybyly jasnéjasné,, řádněřádně
dokumentovanédokumentované aa dodržovanédodržované;; systémsystém jakostijakosti jeje pravidelněpravidelně kontrolovánkontrolován aa
doplňovándoplňován;; všichnivšichni pracovnícipracovníci sese aktivněaktivně zúčastňujízúčastňují zaváděnízavádění aa provozováníprovozovánídoplňovándoplňován;; všichnivšichni pracovnícipracovníci sese aktivněaktivně zúčastňujízúčastňují zaváděnízavádění aa provozováníprovozování
systémusystému jakostijakosti
doplňovándoplňován;; všichnivšichni pracovnícipracovníci sese aktivněaktivně zúčastňujízúčastňují zaváděnízavádění aa provozováníprovozování
systémusystému jakostijakosti
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příručkapříručka jakostijakostipříručkapříručka jakostijakosti

řízenířízení jakostijakosti vv laboratořilaboratoři –– příručkapříručka jakostijakosti
:: jeje vv každékaždé certifikovanécertifikované čiči akreditovanéakreditované laboratořilaboratoři
řízenířízení jakostijakosti vv laboratořilaboratoři –– příručkapříručka jakostijakosti
:: jeje vv každékaždé certifikovanécertifikované čiči akreditovanéakreditované laboratořilaboratoři

komplexníkomplexní dokumentdokument zahrnujícízahrnující všechnyvšechny aspektyaspekty činnostičinnosti laboratořelaboratoře,,
odod činnostičinnosti vrcholovéhovrcholového managementumanagementu ažaž popo úklidúklid laboratořílaboratoří
komplexníkomplexní dokumentdokument zahrnujícízahrnující všechnyvšechny aspektyaspekty činnostičinnosti laboratořelaboratoře,,
odod činnostičinnosti vrcholovéhovrcholového managementumanagementu ažaž popo úklidúklid laboratořílaboratoří

„domácí„domácí norma“norma“ –– převodpřevod obecnýchobecných noremnorem ISOISO 90009000 respresp.. ENEN 4500045000
správnésprávné laboratornílaboratorní praxepraxe (GLP),(GLP), bezpečnostníchbezpečnostních předpisů,předpisů, zákonůzákonů aa nařízenínařízení

é íé í íí řř

„domácí„domácí norma“norma“ –– převodpřevod obecnýchobecných noremnorem ISOISO 90009000 respresp.. ENEN 4500045000
správnésprávné laboratornílaboratorní praxepraxe (GLP),(GLP), bezpečnostníchbezpečnostních předpisů,předpisů, zákonůzákonů aa nařízenínařízení

é íé í íí řřajaj.. nana konkrétníkonkrétní podmínkypodmínky laboratořelaboratoře

celkovácelková koncepcekoncepce jakostijakosti

ajaj.. nana konkrétníkonkrétní podmínkypodmínky laboratořelaboratoře

celkovácelková koncepcekoncepce jakostijakosti
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11)) laboratořlaboratoř aa jejíjejí povinnostipovinnosti –– jménojméno laboratoře,laboratoře, adresa,adresa, fax,fax, ee--mail,mail, teltel..
čí lčí l j éj é d ěd éhd ěd éh d íhd íh
11)) laboratořlaboratoř aa jejíjejí povinnostipovinnosti –– jménojméno laboratoře,laboratoře, adresa,adresa, fax,fax, ee--mail,mail, teltel..
čí lčí l j éj é d ěd éhd ěd éh d íhd íhčísla,čísla, jménojméno zodpovědnéhozodpovědného vedoucíhovedoucího

22)) pracovnípracovní dobadoba laboratořelaboratoře –– způsobzpůsob aa dobydoby příjmupříjmu vzorkůvzorků

33)) se namse nam ajišťo anýchajišťo aných sl žebsl žeb ( četně( četně anal tů)anal tů)

čísla,čísla, jménojméno zodpovědnéhozodpovědného vedoucíhovedoucího

22)) pracovnípracovní dobadoba laboratořelaboratoře –– způsobzpůsob aa dobydoby příjmupříjmu vzorkůvzorků

33)) se namse nam ajišťo anýchajišťo aných sl žebsl žeb ( četně( četně anal tů)anal tů)33)) seznamseznam zajišťovanýchzajišťovaných služebslužeb –– (včetně(včetně analytů)analytů)

44)) komunikacekomunikace mezimezi laboratořílaboratoří aa uživateliuživateli –– popispopis žádanek,žádanek, popispopis
nálezovéhonálezového formuláře,formuláře, pravidlapravidla propro předávánípředávání výsledkůvýsledků telefonicky,telefonicky, způsob,způsob, propro

33)) seznamseznam zajišťovanýchzajišťovaných služebslužeb –– (včetně(včetně analytů)analytů)

44)) komunikacekomunikace mezimezi laboratořílaboratoří aa uživateliuživateli –– popispopis žádanek,žádanek, popispopis
nálezovéhonálezového formuláře,formuláře, pravidlapravidla propro předávánípředávání výsledkůvýsledků telefonicky,telefonicky, způsob,způsob, propronálezovéhonálezového formuláře,formuláře, pravidlapravidla propro předávánípředávání výsledkůvýsledků telefonicky,telefonicky, způsob,způsob, propro
opravyopravy čiči doplněnídoplnění předanýchpředaných analytickýchanalytických nálezů,nálezů, dobudobu potřebnoupotřebnou kk provedeníprovedení
analýz,analýz, včetněvčetně způsobuzpůsobu kontrolykontroly jejíhojejího dodržovánídodržování

ěě ůů ůů úú

nálezovéhonálezového formuláře,formuláře, pravidlapravidla propro předávánípředávání výsledkůvýsledků telefonicky,telefonicky, způsob,způsob, propro
opravyopravy čiči doplněnídoplnění předanýchpředaných analytickýchanalytických nálezů,nálezů, dobudobu potřebnoupotřebnou kk provedeníprovedení
analýz,analýz, včetněvčetně způsobuzpůsobu kontrolykontroly jejíhojejího dodržovánídodržování

ěě ůů ůů úú55)) odběryodběry vzorkůvzorků (doba)(doba) –– instrukceinstrukce propro pacienta,pacienta, dopravadoprava vzorků,vzorků, úpravaúprava
ažaž popo přípravupřípravu zkušebníhozkušebního vzorkuvzorku aa skladovánískladování včetněvčetně expiračníexpirační dobydoby;; zajištěnízajištění
jednoznačnéjednoznačné identifikaceidentifikace pacientapacienta;; způsobyzpůsoby vyřazenívyřazení nevyhovujícíchnevyhovujících vzorkůvzorků;;

55)) odběryodběry vzorkůvzorků (doba)(doba) –– instrukceinstrukce propro pacienta,pacienta, dopravadoprava vzorků,vzorků, úpravaúprava
ažaž popo přípravupřípravu zkušebníhozkušebního vzorkuvzorku aa skladovánískladování včetněvčetně expiračníexpirační dobydoby;; zajištěnízajištění
jednoznačnéjednoznačné identifikaceidentifikace pacientapacienta;; způsobyzpůsoby vyřazenívyřazení nevyhovujícíchnevyhovujících vzorkůvzorků;;
směrnicesměrnice propro předávánípředávání dílčíchdílčích vzorkůvzorků dodo různýchrůzných sekcísekcí laboratořelaboratoře

66)) prováděníprovádění analýzanalýz –– psanépsané návodynávody propro užívanéužívané analytickéanalytické postupypostupy;;
dohledatelnostdohledatelnost každéhokaždého stanovenístanovení odod žádankyžádanky ažaž popo laboratornílaboratorní náleznález;; kalibracekalibrace

směrnicesměrnice propro předávánípředávání dílčíchdílčích vzorkůvzorků dodo různýchrůzných sekcísekcí laboratořelaboratoře

66)) prováděníprovádění analýzanalýz –– psanépsané návodynávody propro užívanéužívané analytickéanalytické postupypostupy;;
dohledatelnostdohledatelnost každéhokaždého stanovenístanovení odod žádankyžádanky ažaž popo laboratornílaboratorní náleznález;; kalibracekalibracedohledatelnostdohledatelnost každéhokaždého stanovenístanovení odod žádankyžádanky ažaž popo laboratornílaboratorní náleznález;; kalibracekalibrace
včetněvčetně návaznostinávaznosti nana metrologickymetrologicky vyššívyšší etalonyetalony

77)) interpretaceinterpretace výsledkůvýsledků –– údajeúdaje oo možnostechmožnostech konzultacekonzultace pracovníkůpracovníků

dohledatelnostdohledatelnost každéhokaždého stanovenístanovení odod žádankyžádanky ažaž popo laboratornílaboratorní náleznález;; kalibracekalibrace
včetněvčetně návaznostinávaznosti nana metrologickymetrologicky vyššívyšší etalonyetalony

77)) interpretaceinterpretace výsledkůvýsledků –– údajeúdaje oo možnostechmožnostech konzultacekonzultace pracovníkůpracovníků)) te p etacete p etace ýs ed ůýs ed ů údajeúdaje oo o osteco ostec o u taceo u tace p aco ůp aco ů
laboratoře,laboratoře, určenéurčené kontaktníkontaktní osobyosoby

)) te p etacete p etace ýs ed ůýs ed ů údajeúdaje oo o osteco ostec o u taceo u tace p aco ůp aco ů
laboratoře,laboratoře, určenéurčené kontaktníkontaktní osobyosoby
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88)) účastúčast nana klinickýchklinických poradách,poradách, setkánísetkání ss externímiexterními lékařilékaři88)) účastúčast nana klinickýchklinických poradách,poradách, setkánísetkání ss externímiexterními lékařilékaři

99)) výchovavýchova pracovníkůpracovníků laboratoře,laboratoře, kliniků,kliniků, sestersester aa studentůstudentů

1010)) informováníinformování oo změnáchzměnách vv provozu,provozu, oo akreditaciakreditaci čiči certifikacicertifikaci

99)) výchovavýchova pracovníkůpracovníků laboratoře,laboratoře, kliniků,kliniků, sestersester aa studentůstudentů

1010)) informováníinformování oo změnáchzměnách vv provozu,provozu, oo akreditaciakreditaci čiči certifikacicertifikaci

1111)) účastúčast nana vývojivývoji aa výzkumuvýzkumu –– koncepcikoncepci účastiúčasti laboratořelaboratoře nana
výzkumuvýzkumu aa vývojivývoji;; systémsystém kontrolykontroly aa jménajména příslušnýchpříslušných odpovědnýchodpovědných
pracovníkůpracovníků

1111)) účastúčast nana vývojivývoji aa výzkumuvýzkumu –– koncepcikoncepci účastiúčasti laboratořelaboratoře nana
výzkumuvýzkumu aa vývojivývoji;; systémsystém kontrolykontroly aa jménajména příslušnýchpříslušných odpovědnýchodpovědných
pracovníkůpracovníkůpracovníkůpracovníků

1212)) způsobyzpůsoby zajištěnízajištění povinnépovinné mlčenlivostimlčenlivosti

1313)) počtypočty pracovníkůpracovníků vv jednotlivýchjednotlivých kategoriíchkategoriích

pracovníkůpracovníků

1212)) způsobyzpůsoby zajištěnízajištění povinnépovinné mlčenlivostimlčenlivosti

1313)) počtypočty pracovníkůpracovníků vv jednotlivýchjednotlivých kategoriíchkategoriích1313)) počtypočty pracovníkůpracovníků vv jednotlivýchjednotlivých kategoriíchkategoriích

1414)) údajeúdaje oo vybavenívybavení laboratořelaboratoře –– názvynázvy přístrojů,přístrojů, výrobci,výrobci, rokrok
nákupu,nákupu, cena,cena, údajeúdaje oo záruce,záruce, umístěníumístění přístrojů,přístrojů, údajeúdaje oo servisníchservisních

1313)) počtypočty pracovníkůpracovníků vv jednotlivýchjednotlivých kategoriíchkategoriích

1414)) údajeúdaje oo vybavenívybavení laboratořelaboratoře –– názvynázvy přístrojů,přístrojů, výrobci,výrobci, rokrok
nákupu,nákupu, cena,cena, údajeúdaje oo záruce,záruce, umístěníumístění přístrojů,přístrojů, údajeúdaje oo servisníchservisníchp ,p , ,, jj ,, p j ,p j , jj
prohlídkách,prohlídkách, oo opravách,opravách, provozníprovozní deníkdeník přístrojepřístroje aa jehojeho uloženíuložení;; oo kalibracikalibraci

1515)) bezpečnostníbezpečnostní pravidlapravidla laboratořelaboratoře aa nemocnicenemocnice –– uloženíuložení příslušnýchpříslušných
ě iě i áá h dá hh dá h ú hú h

p ,p , ,, jj ,, p j ,p j , jj
prohlídkách,prohlídkách, oo opravách,opravách, provozníprovozní deníkdeník přístrojepřístroje aa jehojeho uloženíuložení;; oo kalibracikalibraci

1515)) bezpečnostníbezpečnostní pravidlapravidla laboratořelaboratoře aa nemocnicenemocnice –– uloženíuložení příslušnýchpříslušných
ě iě i áá h dá hh dá h ú hú h

j k t í t l d i ký l š jí íj k t í t l d i ký l š jí íj k t í t l d i ký l š jí íj k t í t l d i ký l š jí í

směrnicsměrnic;; záznamyzáznamy oo nehodáchnehodách aa úrazechúrazechsměrnicsměrnic;; záznamyzáznamy oo nehodáchnehodách aa úrazechúrazech

jakost není stav, ale dynamický, vylepšující se procesjakost není stav, ale dynamický, vylepšující se procesjakost není stav, ale dynamický, vylepšující se procesjakost není stav, ale dynamický, vylepšující se proces

65656565



kalibrační, kontrolní a referenční materiálykalibrační, kontrolní a referenční materiálykalibrační, kontrolní a referenční materiálykalibrační, kontrolní a referenční materiály

chybnáchybná analýzaanalýza ⇒⇒ špatnéšpatné rozhodnutírozhodnutí ⇒⇒ poškozenípoškození zdravízdraví nebonebo smrtsmrtchybnáchybná analýzaanalýza ⇒⇒ špatnéšpatné rozhodnutírozhodnutí ⇒⇒ poškozenípoškození zdravízdraví nebonebo smrtsmrt
měřícíměřící procesproces –– kk měřenémuměřenému signálusignálu přiřaditpřiřadit jehojeho odpovídajícíodpovídající koncentracekoncentrace
pomocípomocí kalibračníchkalibračních materiálůmateriálů (standardů)(standardů)
měřícíměřící procesproces –– kk měřenémuměřenému signálusignálu přiřaditpřiřadit jehojeho odpovídajícíodpovídající koncentracekoncentrace
pomocípomocí kalibračníchkalibračních materiálůmateriálů (standardů)(standardů)pomocípomocí kalibračníchkalibračních materiálůmateriálů (standardů)(standardů)

kontrolněkontrolně--regulačníregulační procesproces –– validacevalidace výsledkuvýsledku analýzyanalýzy aa zahrnutízahrnutí dodo řízenířízení
jakostijakosti;; sledovanísledovaní analýzyanalýzy vv delšímdelším časovémčasovém intervaluintervalu

pomocípomocí kalibračníchkalibračních materiálůmateriálů (standardů)(standardů)

kontrolněkontrolně--regulačníregulační procesproces –– validacevalidace výsledkuvýsledku analýzyanalýzy aa zahrnutízahrnutí dodo řízenířízení
jakostijakosti;; sledovanísledovaní analýzyanalýzy vv delšímdelším časovémčasovém intervaluintervaluja ostja ost ;; s edo as edo a a a ý ya a ý y de šde š časo éčaso é te a ute a u

:: vyžadujevyžaduje vhodnévhodné kontrolníkontrolní aa referenčníreferenční materiálymateriály
ja ostja ost ;; s edo as edo a a a ý ya a ý y de šde š časo éčaso é te a ute a u

:: vyžadujevyžaduje vhodnévhodné kontrolníkontrolní aa referenčníreferenční materiálymateriály

5050.. –– 7070.. létaléta XXXX.. stoletístoletí
lýlý ál íál í (f k(f k č ěč ě dd )) bb l kél ké

5050.. –– 7070.. létaléta XXXX.. stoletístoletí
lýlý ál íál í (f k(f k č ěč ě dd )) bb l kél kéanalýzyanalýzy manuálnímanuální (fotometricky,(fotometricky, titračnětitračně apodapod..)) nebonebo poloautomaticképoloautomatické

(nalévací/odsávací(nalévací/odsávací kyvety)kyvety)
:: objemobjem vzorkuvzorku 2020 –– 500500 μμl,l, objemobjem činidelčinidel 11 –– 55 mlml

analýzyanalýzy manuálnímanuální (fotometricky,(fotometricky, titračnětitračně apodapod..)) nebonebo poloautomaticképoloautomatické
(nalévací/odsávací(nalévací/odsávací kyvety)kyvety)

:: objemobjem vzorkuvzorku 2020 –– 500500 μμl,l, objemobjem činidelčinidel 11 –– 55 mlml
:: vodnévodné roztokyroztoky připravenépřipravené zz čistéhočistého analytuanalytu:: vodnévodné roztokyroztoky připravenépřipravené zz čistéhočistého analytuanalytu

dnesdnes
automatickéautomatické analyzátoryanalyzátory
dnesdnes
automatickéautomatické analyzátoryanalyzátoryautomatickéautomatické analyzátoryanalyzátory
:: objemobjem vzorkuvzorku vv mikrolitrechmikrolitrech,, objemobjem činidlačinidla vv desítkáchdesítkách mikrolitrůmikrolitrů
:: viskozitaviskozita ⇒⇒ potížepotíže;; kalibračníkalibrační roztokyroztoky bezbez biologickébiologické matricematrice nesplňujínesplňují

ž d kž d k h dh d l ýl ý kk

automatickéautomatické analyzátoryanalyzátory
:: objemobjem vzorkuvzorku vv mikrolitrechmikrolitrech,, objemobjem činidlačinidla vv desítkáchdesítkách mikrolitrůmikrolitrů
:: viskozitaviskozita ⇒⇒ potížepotíže;; kalibračníkalibrační roztokyroztoky bezbez biologickébiologické matricematrice nesplňujínesplňují

ž d kž d k h dh d l ýl ý kk:::: požadavekpožadavek shodyshody ss analyzovanýmanalyzovaným vzorkemvzorkem
:::: místomísto vodnýchvodných roztokůroztoků kalibrátorykalibrátory ss bílkovinnoubílkovinnou matricímatricí

:: certifikovanécertifikované referenčníreferenční materiálymateriály

:::: požadavekpožadavek shodyshody ss analyzovanýmanalyzovaným vzorkemvzorkem
:::: místomísto vodnýchvodných roztokůroztoků kalibrátorykalibrátory ss bílkovinnoubílkovinnou matricímatricí

:: certifikovanécertifikované referenčníreferenční materiálymateriály 66666666



vodnévodné kalibračníkalibrační roztokyroztoky aa standardystandardy

IFCCIFCC –– všudevšude kdekde jeje toto možnémožné –– kalibracekalibrace pomocípomocí vodnýchvodných roztokůroztoků standardůstandardů

vodnévodné kalibračníkalibrační roztokyroztoky aa standardystandardy

IFCCIFCC –– všudevšude kdekde jeje toto možnémožné –– kalibracekalibrace pomocípomocí vodnýchvodných roztokůroztoků standardůstandardůIFCCIFCC všude,všude, kdekde jeje toto možnémožné kalibracekalibrace pomocípomocí vodnýchvodných roztokůroztoků standardůstandardů

stabilizovánístabilizování aa ochranaochrana (oxidace,(oxidace, bakteriálníbakteriální kontaminacekontaminace apodapod..))

IFCCIFCC všude,všude, kdekde jeje toto možnémožné kalibracekalibrace pomocípomocí vodnýchvodných roztokůroztoků standardůstandardů

stabilizovánístabilizování aa ochranaochrana (oxidace,(oxidace, bakteriálníbakteriální kontaminacekontaminace apodapod..))

užitíužití:: atestaceatestace enzymů,enzymů, ověřováníověřování výtěžnostivýtěžnosti analytickéanalytické metody,metody, kontrolakontrola
vlnovýchvlnových délekdélek fotometrůfotometrů apodapod..
užitíužití:: atestaceatestace enzymů,enzymů, ověřováníověřování výtěžnostivýtěžnosti analytickéanalytické metody,metody, kontrolakontrola
vlnovýchvlnových délekdélek fotometrůfotometrů apodapod..

přípravapříprava:: váženímvážením;; vysocevysoce čistéčisté chemikálie,chemikálie, redestilovanáredestilovaná vodavodapřípravapříprava:: váženímvážením;; vysocevysoce čistéčisté chemikálie,chemikálie, redestilovanáredestilovaná vodavoda

uchováníuchování:: skleněnéskleněné ampuleampule nebonebo dobředobře těsnícíchtěsnících lahvičeklahviček
:: podpod inertníinertní atmosférouatmosférou NN22 nebonebo COCO22

éé látklátk lb ilb i l h idl h id kk l ll l ( t bili( t bili ů)ů)

uchováníuchování:: skleněnéskleněné ampuleampule nebonebo dobředobře těsnícíchtěsnících lahvičeklahviček
:: podpod inertníinertní atmosférouatmosférou NN22 nebonebo COCO22

éé látklátk lb ilb i l h idl h id kk l ll l ( t bili( t bili ů)ů)pomocnépomocné látkylátky:: albumin,albumin, polysacharidy,polysacharidy, cukry,cukry, glycerolglycerol (stabilizace(stabilizace enzymů),enzymů),
cystein,cystein, dithiothreitol,dithiothreitol, kyselinakyselina askorbováaskorbová (ochrana(ochrana předpřed oxidací),oxidací), komplexany,komplexany,
(např(např.. EDTA,EDTA, maskovánímaskování těžkýchtěžkých kovůkovů katalyzujícíchkatalyzujících oxidaci),oxidaci), různérůzné pufrypufry aa

pomocnépomocné látkylátky:: albumin,albumin, polysacharidy,polysacharidy, cukry,cukry, glycerolglycerol (stabilizace(stabilizace enzymů),enzymů),
cystein,cystein, dithiothreitol,dithiothreitol, kyselinakyselina askorbováaskorbová (ochrana(ochrana předpřed oxidací),oxidací), komplexany,komplexany,
(např(např.. EDTA,EDTA, maskovánímaskování těžkýchtěžkých kovůkovů katalyzujícíchkatalyzujících oxidaci),oxidaci), různérůzné pufrypufry aa
produktyprodukty enzymovéenzymové hydrolýzyhydrolýzy substrátůsubstrátů (zvýšení(zvýšení stabilitystability enzymů)enzymů) aa
konzervačníkonzervační přísadypřísady (benzoan(benzoan sodný,sodný, azidazid sodnýsodný apodapod..))
produktyprodukty enzymovéenzymové hydrolýzyhydrolýzy substrátůsubstrátů (zvýšení(zvýšení stabilitystability enzymů)enzymů) aa
konzervačníkonzervační přísadypřísady (benzoan(benzoan sodný,sodný, azidazid sodnýsodný apodapod..))

nesmějínesmějí obsahovatobsahovat jakojako příměs/nečistotupříměs/nečistotu uvažovanýuvažovaný standardstandard
(jen(jen stopovéstopové aa definovanédefinované množství)množství)

nesmějínesmějí obsahovatobsahovat jakojako příměs/nečistotupříměs/nečistotu uvažovanýuvažovaný standardstandard
(jen(jen stopovéstopové aa definovanédefinované množství)množství)
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kontrolníkontrolní séraséra aa močemoče

kk operativnímuoperativnímu řízenířízení jakostijakosti (k(k tzvtzv vnitřnívnitřní kontrolekontrole kvality)kvality)

kontrolníkontrolní séraséra aa močemoče

kk operativnímuoperativnímu řízenířízení jakostijakosti (k(k tzvtzv vnitřnívnitřní kontrolekontrole kvality)kvality)kk operativnímuoperativnímu řízenířízení jakostijakosti (k(k tzvtzv.. vnitřnívnitřní kontrolekontrole kvality)kvality)

kapalnákapalná –– zmrazenázmrazená ((–– 8080 °°C)C)

kk operativnímuoperativnímu řízenířízení jakostijakosti (k(k tzvtzv.. vnitřnívnitřní kontrolekontrole kvality)kvality)

kapalnákapalná –– zmrazenázmrazená ((–– 8080 °°C)C)

:: původněpůvodně séraséra zvířecízvířecí:: koňskákoňská ((equineequine),), hovězíhovězí ((bovinebovine),), prasečíprasečí ((porcineporcine))
:: nahrazovánanahrazována séryséry lidskéholidského původupůvodu
:: původněpůvodně séraséra zvířecízvířecí:: koňskákoňská ((equineequine),), hovězíhovězí ((bovinebovine),), prasečíprasečí ((porcineporcine))
:: nahrazovánanahrazována séryséry lidskéholidského původupůvodu

lyofilizovanályofilizovaná –– stabilnějšístabilnějšílyofilizovanályofilizovaná –– stabilnějšístabilnější

:: připravovánapřipravována vv nejméněnejméně dvoudvou koncentracíchkoncentracích pokrývajícíchpokrývajících jakjak referenčníreferenční
intervalinterval analytů,analytů, taktak ii patologicképatologické hodnotyhodnoty

:: připravovánapřipravována vv nejméněnejméně dvoudvou koncentracíchkoncentracích pokrývajícíchpokrývajících jakjak referenčníreferenční
intervalinterval analytů,analytů, taktak ii patologicképatologické hodnotyhodnoty

séraséra ss atestematestem –– určeníurčení správnostisprávnosti vv delšímdelším časovémčasovém intervaluintervalu
séraséra bezbez atestuatestu –– určeníurčení shodnostishodnosti (reprodukovatelnosti)(reprodukovatelnosti)
séraséra ss atestematestem –– určeníurčení správnostisprávnosti vv delšímdelším časovémčasovém intervaluintervalu
séraséra bezbez atestuatestu –– určeníurčení shodnostishodnosti (reprodukovatelnosti)(reprodukovatelnosti)

parametryparametry:: pHpH 77 ažaž 88,, rozdílrozdíl obsahuobsahu veve stejnéstejné šaržišarži << 00..11 %%,, volnývolný glycerolglycerol <<
00..22 %%,, majímají býtbýt sterilní,sterilní, zbytkovázbytková vlhkostvlhkost << 11 %%,, stabilitastabilita vv chladuchladu 33 roky,roky, rozdílrozdíl
obsahuobsahu labilníchlabilních složeksložek << 44 %% zákalzákal popo rekonstitucirekonstituci aa zředěnízředění vodouvodou 11::99

parametryparametry:: pHpH 77 ažaž 88,, rozdílrozdíl obsahuobsahu veve stejnéstejné šaržišarži << 00..11 %%,, volnývolný glycerolglycerol <<
00..22 %%,, majímají býtbýt sterilní,sterilní, zbytkovázbytková vlhkostvlhkost << 11 %%,, stabilitastabilita vv chladuchladu 33 roky,roky, rozdílrozdíl
obsahuobsahu labilníchlabilních složeksložek << 44 %% zákalzákal popo rekonstitucirekonstituci aa zředěnízředění vodouvodou 11::99obsahuobsahu labilníchlabilních složeksložek << 44 %%,, zákalzákal popo rekonstitucirekonstituci aa zředěnízředění vodouvodou 11::99
měřenýměřený kyvetěkyvetě 11 cmcm jakojako absorbanceabsorbance připři 700700 nmnm podpod 00..0505 aa připři 340340 nmnm podpod
00..22

obsahuobsahu labilníchlabilních složeksložek << 44 %%,, zákalzákal popo rekonstitucirekonstituci aa zředěnízředění vodouvodou 11::99
měřenýměřený kyvetěkyvetě 11 cmcm jakojako absorbanceabsorbance připři 700700 nmnm podpod 00..0505 aa připři 340340 nmnm podpod
00..22 68686868



sérovésérové kalibrátorykalibrátorysérovésérové kalibrátorykalibrátory

podobnépodobné složenísložení aa chováníchování jakojako analyzovanýanalyzovaný vzorekvzorekpodobnépodobné složenísložení aa chováníchování jakojako analyzovanýanalyzovaný vzorekvzorek

přípravapříprava:: jakojako kontrolníkontrolní séraséra;; koncentracekoncentrace analytůanalytů sese upravujeupravuje přidánímpřidáním

lyofilizátylyofilizáty –– stabilitastabilita

přípravapříprava:: jakojako kontrolníkontrolní séraséra;; koncentracekoncentrace analytůanalytů sese upravujeupravuje přidánímpřidáním

lyofilizátylyofilizáty –– stabilitastabilitalyofilizátylyofilizáty stabilitastabilita

komutabilitakomutabilita ss určenýmiurčenými metodamimetodami

lyofilizátylyofilizáty stabilitastabilita

komutabilitakomutabilita ss určenýmiurčenými metodamimetodami

přípravapříprava aa atestaceatestace:: jakojako uu kontrolníchkontrolních sérsér

b hb h j d tli ý hj d tli ý h l tůl tů tt d fi iti í id fi iti í i čiči f č í if č í i

přípravapříprava aa atestaceatestace:: jakojako uu kontrolníchkontrolních sérsér

b hb h j d tli ý hj d tli ý h l tůl tů tt d fi iti í id fi iti í i čiči f č í if č í iobsahobsah jednotlivýchjednotlivých analytůanalytů stanovenstanoven definitivnímidefinitivními čiči referenčnímireferenčními
metodamimetodami certifikovanýmicertifikovanými referenčnímireferenčními materiálymateriály

říří á íá í éé ůů

obsahobsah jednotlivýchjednotlivých analytůanalytů stanovenstanoven definitivnímidefinitivními čiči referenčnímireferenčními
metodamimetodami certifikovanýmicertifikovanými referenčnímireferenčními materiálymateriály

říří á íá í éé ůůpřípravkypřípravky propro normálnínormální aa patologicképatologické hodnotyhodnoty analytůanalytů

multikalibračnímultikalibrační přípravkypřípravky

přípravkypřípravky propro normálnínormální aa patologicképatologické hodnotyhodnoty analytůanalytů

multikalibračnímultikalibrační přípravkypřípravkyp p yp p yp p yp p y
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certifikovanécertifikované referenčníreferenční materiálymateriály (CRM)(CRM)

:: kalibracekalibrace definitivníchdefinitivních aa referenčníchreferenčních metodmetod
á í á á íá í á á í íí

certifikovanécertifikované referenčníreferenční materiálymateriály (CRM)(CRM)

:: kalibracekalibrace definitivníchdefinitivních aa referenčníchreferenčních metodmetod
á í á á íá í á á í íí:: testování/porovnávánítestování/porovnávání rutinníchrutinních metodmetod ((komutabilitakomutabilita)):: testování/porovnávánítestování/porovnávání rutinníchrutinních metodmetod ((komutabilitakomutabilita))

RMRM –– materiálmateriál nebonebo látka,látka, hodnotyhodnoty vlastnostívlastností stanovenýmistanovenými propro kalibracikalibraci
přístrojovéhopřístrojového vybavenívybavení vyhodnocenívyhodnocení metodymetody měřeníměření nebonebo propro stanovenístanovení hodnothodnot
RMRM –– materiálmateriál nebonebo látka,látka, hodnotyhodnoty vlastnostívlastností stanovenýmistanovenými propro kalibracikalibraci
přístrojovéhopřístrojového vybavenívybavení vyhodnocenívyhodnocení metodymetody měřeníměření nebonebo propro stanovenístanovení hodnothodnotpřístrojovéhopřístrojového vybavení,vybavení, vyhodnocenívyhodnocení metodymetody měřeníměření nebonebo propro stanovenístanovení hodnothodnot
materiálůmateriálů

CRMCRM jeje RMRM doloženýdoložený certifikátemcertifikátem

přístrojovéhopřístrojového vybavení,vybavení, vyhodnocenívyhodnocení metodymetody měřeníměření nebonebo propro stanovenístanovení hodnothodnot
materiálůmateriálů

CRMCRM jeje RMRM doloženýdoložený certifikátemcertifikátemjj do o ýdo o ý áá
:: certifikovanácertifikovaná metodametoda jeje doprovázenadoprovázena nejistotounejistotou připři danédané konfidenčníkonfidenční úrovniúrovni

jj do o ýdo o ý áá
:: certifikovanácertifikovaná metodametoda jeje doprovázenadoprovázena nejistotounejistotou připři danédané konfidenčníkonfidenční úrovniúrovni

koncentracekoncentrace aa matricematrice analytuanalytu vv CRMCRM stejnástejná jakojako analyzovanémanalyzovaném vzorkuvzorkukoncentracekoncentrace aa matricematrice analytuanalytu vv CRMCRM stejnástejná jakojako analyzovanémanalyzovaném vzorkuvzorku

vhodnostvhodnost RMRM propro danýdaný účelúčel sese prověřujeprověřuje (ISO(ISO GuideGuide 3535))

šaržešarže CRMCRM musímusí býtbýt homogenníhomogenní

vhodnostvhodnost RMRM propro danýdaný účelúčel sese prověřujeprověřuje (ISO(ISO GuideGuide 3535))

šaržešarže CRMCRM musímusí býtbýt homogenníhomogenní
:: rozdílyrozdíly mezimezi reprezentativnímreprezentativním měřenímměřením vzorkuvzorku musímusí býtbýt vždyvždy menšímenší nežnež
celkovácelková nejistotanejistota všechvšech měřeníměření

:: rozdílyrozdíly mezimezi reprezentativnímreprezentativním měřenímměřením vzorkuvzorku musímusí býtbýt vždyvždy menšímenší nežnež
celkovácelková nejistotanejistota všechvšech měřeníměření

CRMCRM musímusí mítmít uvedenuuvedenu svousvou expiračníexpirační lhůtulhůtuCRMCRM musímusí mítmít uvedenuuvedenu svousvou expiračníexpirační lhůtulhůtu

CRMCRM –– opatřenopatřen atestematestemCRMCRM –– opatřenopatřen atestematestem

koordinacekoordinace evropskouevropskou komisíkomisí připři evropskéevropské uniiunii,, napřnapř.. instituteminstitutem propro
referenčníreferenční materiálymateriály aa měřeníměření vv BelgiiBelgii (IRMM)(IRMM)
koordinacekoordinace evropskouevropskou komisíkomisí připři evropskéevropské uniiunii,, napřnapř.. instituteminstitutem propro
referenčníreferenční materiálymateriály aa měřeníměření vv BelgiiBelgii (IRMM)(IRMM) 70707070



validace a správná laboratorní praxevalidace a správná laboratorní praxevalidace a správná laboratorní praxevalidace a správná laboratorní praxe

potvrzenípotvrzení měřenímměřením (zkoušením)(zkoušením) aa opatřeníopatření objektivníhoobjektivního průkazuprůkazu,, žeže bylybylypotvrzenípotvrzení měřenímměřením (zkoušením)(zkoušením) aa opatřeníopatření objektivníhoobjektivního průkazuprůkazu,, žeže bylybyly
splněnysplněny jednotlivéjednotlivé požadavkypožadavky propro určenýurčený účelúčelsplněnysplněny jednotlivéjednotlivé požadavkypožadavky propro určenýurčený účelúčel

lid álid á l ti kál ti ká t dt d k t jk t j di í kdi í k á éá é ý l dký l dklid álid á l ti kál ti ká t dt d k t jk t j di í kdi í k á éá é ý l dký l dkvalidovanávalidovaná analytickáanalytická metodametoda –– poskytujeposkytuje medicínskymedicínsky správnésprávné výsledkyvýsledky aa
využitímvyužitím analytickéhoanalytického výsledkuvýsledku připři léčeníléčení pacientapacienta nedojdenedojde kk jehojeho újměújmě
validovanávalidovaná analytickáanalytická metodametoda –– poskytujeposkytuje medicínskymedicínsky správnésprávné výsledkyvýsledky aa
využitímvyužitím analytickéhoanalytického výsledkuvýsledku připři léčeníléčení pacientapacienta nedojdenedojde kk jehojeho újměújmě

ověřeníověření velikostivelikosti celkovécelkové chybychyby –– součtusoučtu chybchyb náhodnýchnáhodných aa systematickýchsystematickýchověřeníověření velikostivelikosti celkovécelkové chybychyby –– součtusoučtu chybchyb náhodnýchnáhodných aa systematickýchsystematických

správnásprávná laboratornílaboratorní praxepraxe ((goodgood laboratorylaboratory praxispraxis,, GLP)GLP)
:: mezinárodněmezinárodně dohodnutýdohodnutý systémsystém zabezpečenízabezpečení aa kontrolykontroly jakostijakosti
správnásprávná laboratornílaboratorní praxepraxe ((goodgood laboratorylaboratory praxispraxis,, GLP)GLP)
:: mezinárodněmezinárodně dohodnutýdohodnutý systémsystém zabezpečenízabezpečení aa kontrolykontroly jakostijakosti:: mezinárodněmezinárodně dohodnutýdohodnutý systémsystém zabezpečenízabezpečení aa kontrolykontroly jakostijakosti
:: zahrnujezahrnuje organizaciorganizaci zkoušek,zkoušek, studiístudií aa podmínek,podmínek, zaza nichžnichž jsoujsou neklinickéneklinické
studiestudie plánovány,plánovány, prováděny,prováděny, monitorovány,monitorovány, zaznamenávány,zaznamenávány, archivoványarchivovány

:: mezinárodněmezinárodně dohodnutýdohodnutý systémsystém zabezpečenízabezpečení aa kontrolykontroly jakostijakosti
:: zahrnujezahrnuje organizaciorganizaci zkoušek,zkoušek, studiístudií aa podmínek,podmínek, zaza nichžnichž jsoujsou neklinickéneklinické
studiestudie plánovány,plánovány, prováděny,prováděny, monitorovány,monitorovány, zaznamenávány,zaznamenávány, archivoványarchivovány

71717171



operativní řízení jakostioperativní řízení jakostioperativní řízení jakostioperativní řízení jakosti
takétaké vnitřnívnitřní kontrolakontrola kvalitykvality (VKK)(VKK)takétaké vnitřnívnitřní kontrolakontrola kvalitykvality (VKK)(VKK)yy ( )( )yy ( )( )

nástrojenástroje VKKVKK tzvtzv.. „„báječnábáječná sedmasedma““::nástrojenástroje VKKVKK tzvtzv.. „„báječnábáječná sedmasedma““::

tabulkatabulka lodyhalodyha--listlist ((stemstem--andand--leafleaf displaydisplay)) –– kontrolníkontrolní datadatatabulkatabulka lodyhalodyha--listlist ((stemstem--andand--leafleaf displaydisplay)) –– kontrolníkontrolní datadata
rozepsanározepsaná tak,tak, abyaby bylobylo možnémožné rychlerychle posouditposoudit globálníglobální rozdělenírozdělení datdat

listlist závadzávad ((checkcheck listlist)) –– kalendářkalendář ss uvedenýmiuvedenými příčinamipříčinami závadzávad;; řádkyřádky
t řít ří k l dářk l dář dd kt éhkt éh i ji j kdkd k lik átk lik át d ád á á dá d

rozepsanározepsaná tak,tak, abyaby bylobylo možnémožné rychlerychle posouditposoudit globálníglobální rozdělenírozdělení datdat

listlist závadzávad ((checkcheck listlist)) –– kalendářkalendář ss uvedenýmiuvedenými příčinamipříčinami závadzávad;; řádkyřádky
t řít ří k l dářk l dář dd kt éhkt éh i ji j kdkd k lik átk lik át d ád á á dá dtvořítvoří kalendář,kalendář, dodo kteréhokterého sese zapisuje,zapisuje, kdykdy aa kolikrátkolikrát sese danádaná závadazávada
objevilaobjevila

ParetůvParetův grafgraf ((ParetoPareto chartchart)) –– histogramhistogram sese sloupcisloupci vyjadřujícímivyjadřujícími

tvořítvoří kalendář,kalendář, dodo kteréhokterého sese zapisuje,zapisuje, kdykdy aa kolikrátkolikrát sese danádaná závadazávada
objevilaobjevila

ParetůvParetův grafgraf ((ParetoPareto chartchart)) –– histogramhistogram sese sloupcisloupci vyjadřujícímivyjadřujícímiParetůvParetův grafgraf ((ParetoPareto chartchart)) histogramhistogram sese sloupcisloupci vyjadřujícímivyjadřujícími
četnostčetnost jednotlivýchjednotlivých typůtypů závadzávad vv klesajícímklesajícím pořadípořadí

diagramdiagram příčinapříčina--následeknásledek ((causecause andand effecteffect diagramdiagram)) –– grafickýgrafický

ParetůvParetův grafgraf ((ParetoPareto chartchart)) histogramhistogram sese sloupcisloupci vyjadřujícímivyjadřujícími
četnostčetnost jednotlivýchjednotlivých typůtypů závadzávad vv klesajícímklesajícím pořadípořadí

diagramdiagram příčinapříčina--následeknásledek ((causecause andand effecteffect diagramdiagram)) –– grafickýgrafickýgg pp (( gg )) g ýg ý
rozborrozbor chybchyb aa jejichjejich zdrojůzdrojů

proudovýproudový diagramdiagram ((flowflow chartchart,, defectdefect concentrationconcentration diagramdiagram)) ––
fi kéfi ké b íb í ří íří í čiči č íč í itli ý hitli ý h b důb dů

gg pp (( gg )) g ýg ý
rozborrozbor chybchyb aa jejichjejich zdrojůzdrojů

proudovýproudový diagramdiagram ((flowflow chartchart,, defectdefect concentrationconcentration diagramdiagram)) ––
fi kéfi ké b íb í ří íří í čiči č íč í itli ý hitli ý h b důb důgrafickégrafické zobrazenízobrazení zařízenízařízení čiči procesuprocesu ss vyznačenímvyznačením citlivýchcitlivých bodůbodů

korelačníkorelační diagramdiagram ((scatterscatter diagramdiagram)) –– korelačníkorelační grafgraf kk odhaduodhadu
vzájemnýchvzájemných závislostízávislostí analyzovanéhoanalyzovaného problémuproblému

grafickégrafické zobrazenízobrazení zařízenízařízení čiči procesuprocesu ss vyznačenímvyznačením citlivýchcitlivých bodůbodů

korelačníkorelační diagramdiagram ((scatterscatter diagramdiagram)) –– korelačníkorelační grafgraf kk odhaduodhadu
vzájemnýchvzájemných závislostízávislostí analyzovanéhoanalyzovaného problémuproblémuvzájemnýchvzájemných závislostízávislostí analyzovanéhoanalyzovaného problémuproblému

regulačníregulační diagramdiagram ((controlcontrol chartchart))

vzájemnýchvzájemných závislostízávislostí analyzovanéhoanalyzovaného problémuproblému

regulačníregulační diagramdiagram ((controlcontrol chartchart))
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regulačníregulační diagramdiagramregulačníregulační diagramdiagram

:: 19311931 WW AA ShewhartShewhart:: 19311931 WW AA ShewhartShewhart:: 19311931 WW..AA.. ShewhartShewhart
:: 19501950 SS.. LeveyLevey aa EE..RR.. JenningsJennings –– klinickáklinická biochemiebiochemie

jednoduchájednoduchá grafickágrafická interpretaceinterpretace GaussovaGaussova rozdělenírozdělení

:: 19311931 WW..AA.. ShewhartShewhart
:: 19501950 SS.. LeveyLevey aa EE..RR.. JenningsJennings –– klinickáklinická biochemiebiochemie

jednoduchájednoduchá grafickágrafická interpretaceinterpretace GaussovaGaussova rozdělenírozděleníjj gg ppjj gg pp

množinamnožina normálněnormálně rozdělenýchrozdělených datdat ⇒⇒
vv intervaluintervalu směrodatnýchsměrodatných odchylekodchylek
dd dd l žíl ží 6868 33 %% úd jůúd jů

množinamnožina normálněnormálně rozdělenýchrozdělených datdat ⇒⇒
vv intervaluintervalu směrodatnýchsměrodatných odchylekodchylek
dd dd l žíl ží 6868 33 %% úd jůúd jůodod ––ss dodo +s+s ležíleží 6868..33 %% údajůúdajů

odod ––22ss dodo ++22ss ležíleží 9595..55 %% údajůúdajů ((varovnávarovná mez)mez)
odod ––33ss dodo ++33ss ležíleží 9999..77 %% údajůúdajů ((regulačníregulační mez)mez)

odod ––ss dodo +s+s ležíleží 6868..33 %% údajůúdajů
odod ––22ss dodo ++22ss ležíleží 9595..55 %% údajůúdajů ((varovnávarovná mez)mez)
odod ––33ss dodo ++33ss ležíleží 9999..77 %% údajůúdajů ((regulačníregulační mez)mez)

osaosa xx –– časčas
osaosa yy –– měřenýměřený signálsignál
osaosa xx –– časčas
osaosa yy –– měřenýměřený signálsignáluu osaosa yy měřenýměřený signálsignál

:: uvedenýuvedený podílpodíl údajůúdajů musímusí ležetležet vv
odpovídajícíchodpovídajících pásechpásech nana grafugrafu

osaosa yy měřenýměřený signálsignál

:: uvedenýuvedený podílpodíl údajůúdajů musímusí ležetležet vv
odpovídajícíchodpovídajících pásechpásech nana grafugrafura

ce
 a

n
al

yt
u

ra
ce

 a
n

al
yt

u

odpovídajícíchodpovídajících pásechpásech nana grafugrafu

:: polovinapolovina těchtotěchto údajůúdajů musímusí býtbýt
tříd ětříd ě dd l il i dd

odpovídajícíchodpovídajících pásechpásech nana grafugrafu

:: polovinapolovina těchtotěchto údajůúdajů musímusí býtbýt
tříd ětříd ě dd l il i dd

ko
n

ce
n

tr
ko

n
ce

n
tr

střídavěstřídavě nadnad aa polovinapolovina podpod osouosou xxstřídavěstřídavě nadnad aa polovinapolovina podpod osouosou xx
den měřeníden měření
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kumulacekumulace jenjen nana jednujednu stranustranu intervaluintervalu ⇒⇒ systematickásystematická chybachyba vv
analytickémanalytickém procesuprocesu
kumulacekumulace jenjen nana jednujednu stranustranu intervaluintervalu ⇒⇒ systematickásystematická chybachyba vv
analytickémanalytickém procesuprocesu

:: mimomimo varovnouvarovnou mezmez >> 11xx měsíčněměsíčně
:: mimomimo regulačníregulační mezemeze >> 11xx zaza 1818 měsícůměsíců

ii éé č ějič ěji

:: mimomimo varovnouvarovnou mezmez >> 11xx měsíčněměsíčně
:: mimomimo regulačníregulační mezemeze >> 11xx zaza 1818 měsícůměsíců

ii éé č ějič ěji:::: mimomimo varovnévarovné mezemeze častějičastěji
⇒⇒ závadyzávady vv analytickémanalytickém procesuprocesu nebonebo procesproces jeje úplněúplně mimomimo kontrolukontrolu

:::: mimomimo varovnévarovné mezemeze častějičastěji
⇒⇒ závadyzávady vv analytickémanalytickém procesuprocesu nebonebo procesproces jeje úplněúplně mimomimo kontrolukontrolu

odchylkyodchylky:: ΔΔ směrodatnésměrodatné odchylkyodchylky ((ss )) ;; ΔΔ vychýlenívychýlení ((BB ))

účinnostúčinnost regulačníhoregulačního diagramudiagramu
ů ě éů ě é délkdélk é ié i (PDS)(PDS)

odchylkyodchylky:: ΔΔ směrodatnésměrodatné odchylkyodchylky ((ss )) ;; ΔΔ vychýlenívychýlení ((BB ))

účinnostúčinnost regulačníhoregulačního diagramudiagramu
ů ě éů ě é délkdélk é ié i (PDS)(PDS)průměrnéprůměrné délkydélky sériesérie (PDS)(PDS)

:: øø početpočet bodů,bodů, kdykdy právěprávě vynášenývynášený bodbod indikujeindikuje metodumetodu mimomimo kontrolukontrolu

PDSPDS == 1/1/pp

průměrnéprůměrné délkydélky sériesérie (PDS)(PDS)
:: øø početpočet bodů,bodů, kdykdy právěprávě vynášenývynášený bodbod indikujeindikuje metodumetodu mimomimo kontrolukontrolu

PDSPDS == 1/1/ppPDSPDS = = 1/1/pp,,
kdekde pp jeje pravděpodobnost,pravděpodobnost, žeže libovolnýlibovolný bodbod překročípřekročí kontrolníkontrolní mezemeze

operativníoperativní charakteristickécharakteristické křivkykřivky

PDSPDS = = 1/1/pp,,
kdekde pp jeje pravděpodobnost,pravděpodobnost, žeže libovolnýlibovolný bodbod překročípřekročí kontrolníkontrolní mezemeze

operativníoperativní charakteristickécharakteristické křivkykřivkypp yy
:: závislostzávislost chybychyby ββ,, tjtj.. pravděpodobnostipravděpodobnosti nezjistitnezjistit posunposun

ββ == ΦΦ ((L L –– k k √√NN)) –– ΦΦ ((––LL ––k k √√NN),),
áá éé

pp yy
:: závislostzávislost chybychyby ββ,, tjtj.. pravděpodobnostipravděpodobnosti nezjistitnezjistit posunposun

ββ == ΦΦ ((L L –– k k √√NN)) –– ΦΦ ((––LL ––k k √√NN),),
áá éékdekde ΦΦ jeje GaussovaGaussova funkce,funkce, LL jeje násobeknásobek ss dledle zvolenézvolené meze,meze, kk jeje faktorfaktor

respektujícírespektující změnuzměnu xx vv násobcíchnásobcích ss,, NN jeje početpočet vzorkůvzorků
kdekde ΦΦ jeje GaussovaGaussova funkce,funkce, LL jeje násobeknásobek ss dledle zvolenézvolené meze,meze, kk jeje faktorfaktor
respektujícírespektující změnuzměnu xx vv násobcíchnásobcích ss,, NN jeje početpočet vzorkůvzorků
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ββ

ksks

silofunkcesilofunkce

díldíl dd i íi í h k i i kéh k i i ké kři kkři k

silofunkcesilofunkce

díldíl dd i íi í h k i i kéh k i i ké kři kkři knana rozdílrozdíl odod operativníoperativní charakteristickécharakteristické křivkykřivky
osaosa yy –– ((11––ββ ),), tedytedy pravděpodobnostpravděpodobnost zamítnutízamítnutí
nana rozdílrozdíl odod operativníoperativní charakteristickécharakteristické křivkykřivky
osaosa yy –– ((11––ββ ),), tedytedy pravděpodobnostpravděpodobnost zamítnutízamítnutí

N = 6N = 6

44

1-β1-β

22

ksks
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mezilaboratornímezilaboratorní posuzováníposuzování jakostijakostimezilaboratornímezilaboratorní posuzováníposuzování jakostijakosti

součástsoučást obecnéhoobecného řízenířízení jakostijakosti každékaždé laboratořelaboratoře ((ccacca 11xx zaza 22 měsíce)měsíce)součástsoučást obecnéhoobecného řízenířízení jakostijakosti každékaždé laboratořelaboratoře ((ccacca 11xx zaza 22 měsíce)měsíce)

(EQA, (EQA, eexternal xternal qquality uality aassurance) ssurance) (EQA, (EQA, eexternal xternal qquality uality aassurance) ssurance) 

součástsoučást obec é oobec é o ee ja ostja ost a déa dé abo ato eabo ato e ((ccacca aa ěs ce)ěs ce)

:: validacevalidace metodmetod
:: sledovánísledování laboratořelaboratoře aa porovnáníporovnání jejíjejí přesnostipřesnosti vůčivůči ostatnímostatním laboratořímlaboratořím

ěě ýý ž ůž ů

součástsoučást obec é oobec é o ee ja ostja ost a déa dé abo ato eabo ato e ((ccacca aa ěs ce)ěs ce)

:: validacevalidace metodmetod
:: sledovánísledování laboratořelaboratoře aa porovnáníporovnání jejíjejí přesnostipřesnosti vůčivůči ostatnímostatním laboratořímlaboratořím

ěě ýý ž ůž ůnebonebo obecněobecně platnýmplatným požadavkůmpožadavkůmnebonebo obecněobecně platnýmplatným požadavkůmpožadavkům

posuzuje seposuzuje seposuzuje seposuzuje se

:: vychýlenívychýlení veve vztahuvztahu kk současněsoučasně dosahovanédosahované úrovniúrovni ((statestate--ofof--thethe--artart ),), respresp..
vůčivůči údajůmúdajům získanýmzískaným referenčnímireferenčními čiči definitivnímidefinitivními metodamimetodami
:: vychýlenívychýlení veve vztahuvztahu kk současněsoučasně dosahovanédosahované úrovniúrovni ((statestate--ofof--thethe--artart ),), respresp..
vůčivůči údajůmúdajům získanýmzískaným referenčnímireferenčními čiči definitivnímidefinitivními metodamimetodami

posuzuje seposuzuje seposuzuje seposuzuje se

:: dosahovanádosahovaná úroveňúroveň všechvšech zúčastněnýchzúčastněných laboratoří,laboratoří, aa toto jakjak podlepodle interinter--,, taktak ii
podlepodle intralaboratorníhointralaboratorního rozptýlenírozptýlení nalezenýchnalezených údajůúdajů
:: dosahovanádosahovaná úroveňúroveň všechvšech zúčastněnýchzúčastněných laboratoří,laboratoří, aa toto jakjak podlepodle interinter--,, taktak ii
podlepodle intralaboratorníhointralaboratorního rozptýlenírozptýlení nalezenýchnalezených údajůúdajů

:: vztahvztah mezimezi nalezenýminalezenými údajiúdaji aa způsobemzpůsobem kalibrace,kalibrace, analytickýmanalytickým postupem,postupem,
užitýmiužitými komerčnímikomerčními analytickýmianalytickými soupravamisoupravami aa použitýmpoužitým přístrojovýmpřístrojovým parkemparkem

d h ád h á čč ú ňú ň á i l tiá i l ti k t ik t i l tl t

:: vztahvztah mezimezi nalezenýminalezenými údajiúdaji aa způsobemzpůsobem kalibrace,kalibrace, analytickýmanalytickým postupem,postupem,
užitýmiužitými komerčnímikomerčními analytickýmianalytickými soupravamisoupravami aa použitýmpoužitým přístrojovýmpřístrojovým parkemparkem

d h ád h á čč ú ňú ň á i l tiá i l ti k t ik t i l tl t:: dosahovanádosahovaná současnousoučasnou úroveňúroveň vv závislostizávislosti nana koncentracikoncentraci analytuanalytu vv
kontrolníchkontrolních materiálechmateriálech
:: dosahovanádosahovaná současnousoučasnou úroveňúroveň vv závislostizávislosti nana koncentracikoncentraci analytuanalytu vv
kontrolníchkontrolních materiálechmateriálech

76767676



mezinárodnímezinárodní harmonizovanýharmonizovaný protokolprotokol propro ověřováníověřování způsobilostizpůsobilosti
(chemických)(chemických) analytickýchanalytických laboratořílaboratoří
iinternationalnternational hharmoniarmonisseded pprotocolrotocol forfor pproficiencyroficiency ttestingesting ofof ((cchemicalhemical)) aanalyticalnalytical

mezinárodnímezinárodní harmonizovanýharmonizovaný protokolprotokol propro ověřováníověřování způsobilostizpůsobilosti
(chemických)(chemických) analytickýchanalytických laboratořílaboratoří
iinternationalnternational hharmoniarmonisseded pprotocolrotocol forfor pproficiencyroficiency ttestingesting ofof ((cchemicalhemical)) aanalyticalnalyticaliinternationalnternational hharmoniarmonisseded pprotocolrotocol forfor pproficiencyroficiency ttestingesting ofof ((cchemicalhemical)) aanalyticalnalytical
llaboratoriesaboratories

:: odod rokuroku 19921992

iinternationalnternational hharmoniarmonisseded pprotocolrotocol forfor pproficiencyroficiency ttestingesting ofof ((cchemicalhemical)) aanalyticalnalytical
llaboratoriesaboratories

:: odod rokuroku 19921992:: odod rokuroku 19921992
:: IUPAC,IUPAC, ISOISO aa AOACAOAC ((associationassociation ofof officialofficial analyticalanalytical chemistschemists))
:: odod rokuroku 19921992
:: IUPAC,IUPAC, ISOISO aa AOACAOAC ((associationassociation ofof officialofficial analyticalanalytical chemistschemists))

materiálmateriál IFCCIFCC:: základyzáklady mezilaboratorníhomezilaboratorního posuzováníposuzování jakostijakostimateriálmateriál IFCCIFCC:: základyzáklady mezilaboratorníhomezilaboratorního posuzováníposuzování jakostijakosti

přesná a protokolární organizace testupřesná a protokolární organizace testupřesná a protokolární organizace testupřesná a protokolární organizace testu

statistické vyhodnocení testustatistické vyhodnocení testustatistické vyhodnocení testustatistické vyhodnocení testustatistické vyhodnocení testustatistické vyhodnocení testustatistické vyhodnocení testustatistické vyhodnocení testu

zz--skóreskóre
zz == ((xx –– XXaa)/)/ss,,
zz--skóreskóre
zz == ((xx –– XXaa)/)/ss,,zz ((xx XXaa)/)/ss,,
kdekde ss jeje cílovácílová směrodatnásměrodatná odchylka,odchylka, xx jeje naměřenánaměřená veličina,veličina, XXaa dohodnutádohodnutá
(skutečná)(skutečná) hodnotahodnota veličinyveličiny aa zz mámá tvartvar směrodatnésměrodatné normálnínormální veličinyveličiny

zz ((xx XXaa)/)/ss,,
kdekde ss jeje cílovácílová směrodatnásměrodatná odchylka,odchylka, xx jeje naměřenánaměřená veličina,veličina, XXaa dohodnutádohodnutá
(skutečná)(skutečná) hodnotahodnota veličinyveličiny aa zz mámá tvartvar směrodatnésměrodatné normálnínormální veličinyveličiny

interpretaceinterpretace zz--skóreskóre
||zz || ≤≤ 11 lzelze hovořithovořit oo dobrémdobrém skóreskóre
||zz || ≤≤ 22 oo skóreskóre dostačujícímdostačujícím

interpretaceinterpretace zz--skóreskóre
||zz || ≤≤ 11 lzelze hovořithovořit oo dobrémdobrém skóreskóre
||zz || ≤≤ 22 oo skóreskóre dostačujícímdostačujícím|| || jj
22 ≤≤ ||zz || ≤≤ 33 oo skóreskóre problematickémproblematickém
skóreskóre ||zz || ≥≥ 33 skóreskóre nedostačujícínedostačující

|| || jj
22 ≤≤ ||zz || ≤≤ 33 oo skóreskóre problematickémproblematickém
skóreskóre ||zz || ≥≥ 33 skóreskóre nedostačujícínedostačující
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význam hodnocení laboratořevýznam hodnocení laboratořevýznam hodnocení laboratořevýznam hodnocení laboratoře

úspěchúspěch laboratořelaboratoře vv externímexterním hodnoceníhodnocení kvalitykvality
jejíjejí výkonyvýkony jsoujsou vv tolerančníchtolerančních limitechlimitech akceptovanýchakceptovaných příslušnoupříslušnou
úspěchúspěch laboratořelaboratoře vv externímexterním hodnoceníhodnocení kvalitykvality
jejíjejí výkonyvýkony jsoujsou vv tolerančníchtolerančních limitechlimitech akceptovanýchakceptovaných příslušnoupříslušnoujejíjejí výkonyvýkony jsoujsou vv tolerančníchtolerančních limitechlimitech akceptovanýchakceptovaných příslušnoupříslušnou
((mezimezi))národnínárodní společnostíspolečností klinickéklinické chemiechemie propro danédané obdobíobdobí
jejíjejí výkonyvýkony jsoujsou vv tolerančníchtolerančních limitechlimitech akceptovanýchakceptovaných příslušnoupříslušnou
((mezimezi))národnínárodní společnostíspolečností klinickéklinické chemiechemie propro danédané obdobíobdobí

výběrvýběr

odběrodběr

l ti kál ti ká fáfátransporttransport

preanalyt. f.

mimo laboratoř
20.2 %

preanalyt. f.

mimo laboratoř
20.2 %

: : preanalytickápreanalytická fázefáze

: analytická fáze: analytická fáze
registraceregistrace

odstředěníodstředění

20.2 %20.2 %

preanalyt. f.preanalyt. f.

: : postanalytickápostanalytická fázefáze

odstředěníodstředění

rozdělenírozdělení

v laboratoři
37.1 %
v laboratoři
37.1 %
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příprava vzorkupříprava vzorku



řízenřízen aa kontrolovánkontrolován –– pouzepouze vlastnívlastní analytickýanalytický postuppostupřízenřízen aa kontrolovánkontrolován –– pouzepouze vlastnívlastní analytickýanalytický postuppostup

opomíjeníopomíjení preanalyticképreanalytické fázefáze (odběr,(odběr, transporttransport aa uchováváníuchovávání vzorku)vzorku)

chybychyby preanalyticképreanalytické fázefáze –– ažaž 5050 %% XX analytickýanalytický procesproces mámá asiasi 2525 %%

opomíjeníopomíjení preanalyticképreanalytické fázefáze (odběr,(odběr, transporttransport aa uchováváníuchovávání vzorku)vzorku)

chybychyby preanalyticképreanalytické fázefáze –– ažaž 5050 %% XX analytickýanalytický procesproces mámá asiasi 2525 %%chybychyby preanalyticképreanalytické fázefáze ažaž 5050 %% XX analytickýanalytický procesproces mámá asiasi 2525 %%
zbytekzbytek připadápřipadá nana tzvtzv.. postanalytickoupostanalytickou fázifázi

jednujednu hrubáhrubá chybachyba nana ccacca 16001600 analýzanalýz

chybychyby preanalyticképreanalytické fázefáze ažaž 5050 %% XX analytickýanalytický procesproces mámá asiasi 2525 %%
zbytekzbytek připadápřipadá nana tzvtzv.. postanalytickoupostanalytickou fázifázi

jednujednu hrubáhrubá chybachyba nana ccacca 16001600 analýzanalýzjednujednu hrubáhrubá chybachyba nana ccacca 16001600 analýzanalýz
přípravapříprava vzorkuvzorku ((5555 %% jdejde nana vrubvrub jehojeho hemolýzy),hemolýzy), nedostatečnýnedostatečný objemobjem vzorkuvzorku
((2121 %%),), záměnazáměna vzorkůvzorků ((1212 %%)) aa koagulovanýkoagulovaný vzorekvzorek ((55 %%))

jednujednu hrubáhrubá chybachyba nana ccacca 16001600 analýzanalýz
přípravapříprava vzorkuvzorku ((5555 %% jdejde nana vrubvrub jehojeho hemolýzy),hemolýzy), nedostatečnýnedostatečný objemobjem vzorkuvzorku
((2121 %%),), záměnazáměna vzorkůvzorků ((1212 %%)) aa koagulovanýkoagulovaný vzorekvzorek ((55 %%))

hrubáhrubá chybachyba ohrožujeohrožuje životživot ⇒⇒ zpřísněnízpřísnění kontrolykontroly preanalyticképreanalytické fázefázehrubáhrubá chybachyba ohrožujeohrožuje životživot ⇒⇒ zpřísněnízpřísnění kontrolykontroly preanalyticképreanalytické fázefáze

KillKill asas fewfew patientspatients asas possiblepossible && 5656 ootherther eessaysssays onon hhowow toto bbe thee the wworld'sorld's bbestest ddoctoroctorKillKill asas fewfew patientspatients asas possiblepossible && 5656 ootherther eessaysssays onon hhowow toto bbe thee the wworld'sorld's bbestest ddoctoroctor

postanalytickápostanalytická fázefázepostanalytickápostanalytická fázefáze

KillKill as as fewfew patientspatients as as possiblepossible & & 56 56 ootherther eessaysssays on on hhowow to to bbe the e the wworld sorld s bbestest ddoctoroctor,,
ArlanArlan CohnCohn, 2004, 2004
KillKill as as fewfew patientspatients as as possiblepossible & & 56 56 ootherther eessaysssays on on hhowow to to bbe the e the wworld sorld s bbestest ddoctoroctor,,
ArlanArlan CohnCohn, 2004, 2004

postanalytickápostanalytická fázefáze
: uskladnění vzorků i výsledků: uskladnění vzorků i výsledků
: přeměna analytických výsledků na podložené informace (smysl : přeměna analytických výsledků na podložené informace (smysl lablab. medicíny). medicíny)

kom nika e s p aktikem pětná a bakom nika e s p aktikem pětná a ba

postanalytickápostanalytická fázefáze
: uskladnění vzorků i výsledků: uskladnění vzorků i výsledků
: přeměna analytických výsledků na podložené informace (smysl : přeměna analytických výsledků na podložené informace (smysl lablab. medicíny). medicíny)

kom nika e s p aktikem pětná a bakom nika e s p aktikem pětná a ba
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: komunikace s praktikem, zpětná vazba: komunikace s praktikem, zpětná vazba
: : metaanalýzametaanalýza výsledkůvýsledků
: komunikace s praktikem, zpětná vazba: komunikace s praktikem, zpětná vazba
: : metaanalýzametaanalýza výsledkůvýsledků



analytické metodyanalytické metody
výběr a optimalizace výběr a optimalizace 
analytické metodyanalytické metody
výběr a optimalizace výběr a optimalizace 

IV.IV.IV.IV.
ý pý pý pý p

výběrvýběr metod/postupůmetod/postupů jeje poznamenánpoznamenán vývojemvývojem oboruoboru analytickéanalytické chemiechemie

:: kvalitativníkvalitativní

výběrvýběr metod/postupůmetod/postupů jeje poznamenánpoznamenán vývojemvývojem oboruoboru analytickéanalytické chemiechemie

:: kvalitativníkvalitativní:: kvalitativníkvalitativní
:: kvantitativníkvantitativní

původněpůvodně:: metodymetody chemickéchemické
ůů

:: kvalitativníkvalitativní
:: kvantitativníkvantitativní

původněpůvodně:: metodymetody chemickéchemické
ůů:: početpočet stanovovanýchstanovovaných analytůanalytů bylbyl malý,malý, nepřesáhlnepřesáhl několikněkolik desítekdesítek:: početpočet stanovovanýchstanovovaných analytůanalytů bylbyl malý,malý, nepřesáhlnepřesáhl několikněkolik desítekdesítek

od 70. letod 70. let: metody biochemické/enzymatické/molekulárně biologické: metody biochemické/enzymatické/molekulárně biologické
: spektrofotometrie: spektrofotometrie

od 70. letod 70. let: metody biochemické/enzymatické/molekulárně biologické: metody biochemické/enzymatické/molekulárně biologické
: spektrofotometrie: spektrofotometrie: spektrofotometrie: spektrofotometrie
: průmyslová výroba enzymů, analyzátory: průmyslová výroba enzymů, analyzátory
: spektrofotometrie: spektrofotometrie
: průmyslová výroba enzymů, analyzátory: průmyslová výroba enzymů, analyzátory

zájmemzájmem klinickéklinické laboratořelaboratoře jeje analytickýanalytický postuppostupzájmemzájmem klinickéklinické laboratořelaboratoře jeje analytickýanalytický postuppostupzájmemzájmem klinickéklinické laboratořelaboratoře jeje analytickýanalytický postuppostup
:: náročnějšínáročnější požadavkypožadavky –– analytickéanalytické ii klinickéklinické požadavkypožadavky

vlastnívlastní nepřesnostinepřesnosti výsledkuvýsledku testutestu:: včetněvčetně preanalytickýchpreanalytických chyb,chyb,

zájmemzájmem klinickéklinické laboratořelaboratoře jeje analytickýanalytický postuppostup
:: náročnějšínáročnější požadavkypožadavky –– analytickéanalytické ii klinickéklinické požadavkypožadavky

vlastnívlastní nepřesnostinepřesnosti výsledkuvýsledku testutestu:: včetněvčetně preanalytickýchpreanalytických chyb,chyb,vlastnívlastní nepřesnostinepřesnosti výsledkuvýsledku testutestu:: včetněvčetně preanalytickýchpreanalytických chyb,chyb,
systematickésystematické vlivy,vlivy, náhodnénáhodné chybychyby aa omylyomyly
biologickébiologické vlivyvlivy:: intraintra-- aa interindividuálníinterindividuální variabilitu,variabilitu, chybychyby způsobenézpůsobené
nestandardnímnestandardním odběremodběrem vzorkůvzorků

vlastnívlastní nepřesnostinepřesnosti výsledkuvýsledku testutestu:: včetněvčetně preanalytickýchpreanalytických chyb,chyb,
systematickésystematické vlivy,vlivy, náhodnénáhodné chybychyby aa omylyomyly
biologickébiologické vlivyvlivy:: intraintra-- aa interindividuálníinterindividuální variabilitu,variabilitu, chybychyby způsobenézpůsobené
nestandardnímnestandardním odběremodběrem vzorkůvzorkůnestandardnímnestandardním odběremodběrem vzorkůvzorků
nejistotynejistoty:: schopnostschopnost testutestu skýtatskýtat správnésprávné závěryzávěry (diagnóza,(diagnóza, prognóza,prognóza, nebonebo
terapeutickáterapeutická rozhodnutí)rozhodnutí)

nestandardnímnestandardním odběremodběrem vzorkůvzorků
nejistotynejistoty:: schopnostschopnost testutestu skýtatskýtat správnésprávné závěryzávěry (diagnóza,(diagnóza, prognóza,prognóza, nebonebo
terapeutickáterapeutická rozhodnutí)rozhodnutí) 80808080



historiehistorie stanovenístanovení glukózyglukózy::historiehistorie stanovenístanovení glukózyglukózy::

11)) oxidoredukčníoxidoredukční vlastnostivlastnosti vv alkalickémalkalickém prostředí,prostředí, oxidaceoxidace kyselinoukyselinou
pikrovou,pikrovou, ferrikyanidemferrikyanidem nebonebo redukcíredukcí CuCu11++;; pracné,pracné, málomálo citlivé,citlivé, nespecifickénespecifické
11)) oxidoredukčníoxidoredukční vlastnostivlastnosti vv alkalickémalkalickém prostředí,prostředí, oxidaceoxidace kyselinoukyselinou
pikrovou,pikrovou, ferrikyanidemferrikyanidem nebonebo redukcíredukcí CuCu11++;; pracné,pracné, málomálo citlivé,citlivé, nespecifickénespecifické

22)) oo--toluidinemtoluidinem přespřes SchiffovuSchiffovu bázibázi;; citlivécitlivé aa specifickéspecifické;; oo--toluidintoluidin ––
kancerogen,kancerogen, činidločinidlo obsahujeobsahuje ledovouledovou kyselinoukyselinou octovouoctovou
22)) oo--toluidinemtoluidinem přespřes SchiffovuSchiffovu bázibázi;; citlivécitlivé aa specifickéspecifické;; oo--toluidintoluidin ––
kancerogen,kancerogen, činidločinidlo obsahujeobsahuje ledovouledovou kyselinoukyselinou octovouoctovou

3) stanovení 3) stanovení enzymovými postupyenzymovými postupy (GOD)(GOD)3) stanovení 3) stanovení enzymovými postupyenzymovými postupy (GOD)(GOD)

charakteristickécharakteristické znakyznaky analytickéanalytické metodymetodycharakteristickécharakteristické znakyznaky analytickéanalytické metodymetodycharakteristickécharakteristické znakyznaky analytickéanalytické metodymetodycharakteristickécharakteristické znakyznaky analytickéanalytické metodymetody

definovanádefinovaná aa popsanápopsaná analytickáanalytická metodametodadefinovanádefinovaná aa popsanápopsaná analytickáanalytická metodametodap pp p yy
:: charakteristickécharakteristické znaky,znaky, normovanénormované vv mezinárodníchmezinárodních normáchnormách ISOISO ii vv
odvozenýchodvozených nebonebo převzatýchpřevzatých národníchnárodních normáchnormách

p pp p yy
:: charakteristickécharakteristické znaky,znaky, normovanénormované vv mezinárodníchmezinárodních normáchnormách ISOISO ii vv
odvozenýchodvozených nebonebo převzatýchpřevzatých národníchnárodních normáchnormách

81818181



éé éé žžéé éé žžspecifickéspecifické klinickéklinické požadavkypožadavkyspecifickéspecifické klinickéklinické požadavkypožadavky

přesnostpřesnost metodymetody veve vztahuvztahu kk biologickébiologické variabilitěvariabilitěpřesnostpřesnost metodymetody veve vztahuvztahu kk biologickébiologické variabilitěvariabilitěp es ostp es ost etodyetody ee ta uta u b o og c éb o og c é a ab těa ab tě

rozsahrozsah kalibračníkalibrační funkcefunkce –– minimálníminimální rozsahrozsah kalibračníkalibrační funkcefunkce vv rozsahurozsahu
referenčníchreferenčních hodnothodnot analytuanalytu

p es ostp es ost etodyetody ee ta uta u b o og c éb o og c é a ab těa ab tě

rozsahrozsah kalibračníkalibrační funkcefunkce –– minimálníminimální rozsahrozsah kalibračníkalibrační funkcefunkce vv rozsahurozsahu
referenčníchreferenčních hodnothodnot analytuanalytu

analytickáanalytická metodametoda –– vv principuprincipu funkcefunkce danéhodaného analytuanalytu vv organizmuorganizmuanalytickáanalytická metodametoda –– vv principuprincipu funkcefunkce danéhodaného analytuanalytu vv organizmuorganizmu

ekologickéekologické aa toxikologickétoxikologické požadavkypožadavkyekologickéekologické aa toxikologickétoxikologické požadavkypožadavky

analýzaanalýza potenciálněpotenciálně infekčníhoinfekčního biologickéhobiologického materiálumateriálu

neužívatneužívat kk analýzeanalýze jedy,jedy, kancerogeny,kancerogeny, žíravinyžíraviny aa hořlavinyhořlaviny

analýzaanalýza potenciálněpotenciálně infekčníhoinfekčního biologickéhobiologického materiálumateriálu

neužívatneužívat kk analýzeanalýze jedy,jedy, kancerogeny,kancerogeny, žíravinyžíraviny aa hořlavinyhořlavinyýý j y,j y, g y,g y, yy yy

nevyhnutelnostnevyhnutelnost:: stanovenístanovení kreatininukreatininu kyselinoukyselinou pikrovou,pikrovou, celkovécelkové bílkovinybílkoviny
biuretovoubiuretovou reakcíreakcí ss NaOHNaOH stanovenístanovení hemoglobinuhemoglobinu přespřes hemiglobinkyanidhemiglobinkyanid ajaj

ýý j y,j y, g y,g y, yy yy

nevyhnutelnostnevyhnutelnost:: stanovenístanovení kreatininukreatininu kyselinoukyselinou pikrovou,pikrovou, celkovécelkové bílkovinybílkoviny
biuretovoubiuretovou reakcíreakcí ss NaOHNaOH stanovenístanovení hemoglobinuhemoglobinu přespřes hemiglobinkyanidhemiglobinkyanid ajajbiuretovoubiuretovou reakcíreakcí ss NaOH,NaOH, stanovenístanovení hemoglobinuhemoglobinu přespřes hemiglobinkyanidhemiglobinkyanid ajaj..biuretovoubiuretovou reakcíreakcí ss NaOH,NaOH, stanovenístanovení hemoglobinuhemoglobinu přespřes hemiglobinkyanidhemiglobinkyanid ajaj..

82828282



vlastnívlastní znakyznaky analytickéanalytické metodymetodyvlastnívlastní znakyznaky analytickéanalytické metodymetody

ééééznakznak analytickéanalytické metodymetody ((analyticalanalytical performanceperformance characteristiccharacteristic))
:: vlastnostvlastnost zz množinymnožiny vlastností,vlastností, kterékteré jsoujsou nutnénutné propro ověřeníověření přesnostipřesnosti
měřícíhoměřícího postupupostupu aa jehojeho vhodnostivhodnosti propro danýdaný účelúčel aa kterékteré můžemůže býtbýt přiřazenapřiřazena

znakznak analytickéanalytické metodymetody ((analyticalanalytical performanceperformance characteristiccharacteristic))
:: vlastnostvlastnost zz množinymnožiny vlastností,vlastností, kterékteré jsoujsou nutnénutné propro ověřeníověření přesnostipřesnosti
měřícíhoměřícího postupupostupu aa jehojeho vhodnostivhodnosti propro danýdaný účelúčel aa kterékteré můžemůže býtbýt přiřazenapřiřazenap pp p jj pp ýý ýý pp
experimentálněexperimentálně určitelnáurčitelná hodnotahodnota

definovánodefinováno IFCCIFCC aa IUPACIUPAC

p pp p jj pp ýý ýý pp
experimentálněexperimentálně určitelnáurčitelná hodnotahodnota

definovánodefinováno IFCCIFCC aa IUPACIUPACdefinovánodefinováno IFCCIFCC aa IUPACIUPAC
ČeskáČeská společnostspolečnost chemickáchemická (ČSCH)(ČSCH) –– jinájiná nomenklaturanomenklatura analytickýchanalytických znakůznaků
definovánodefinováno IFCCIFCC aa IUPACIUPAC
ČeskáČeská společnostspolečnost chemickáchemická (ČSCH)(ČSCH) –– jinájiná nomenklaturanomenklatura analytickýchanalytických znakůznaků

správnostsprávnost ((accuracyaccuracy truenesstrueness;; ČCHSČCHS pravdivostpravdivost ))správnostsprávnost ((accuracyaccuracy truenesstrueness;; ČCHSČCHS pravdivostpravdivost ))správnostsprávnost ((accuracyaccuracy,, truenesstrueness;; ČCHSČCHS pravdivostpravdivost ))
:: těsnosttěsnost shodyshody mezimezi průměrnouprůměrnou hodnotouhodnotou získanouzískanou zz velkévelké řadyřady výsledkůvýsledků
zkoušekzkoušek aa přijatoupřijatou referenčníreferenční hodnotouhodnotou

správnostsprávnost ((accuracyaccuracy,, truenesstrueness;; ČCHSČCHS pravdivostpravdivost ))
:: těsnosttěsnost shodyshody mezimezi průměrnouprůměrnou hodnotouhodnotou získanouzískanou zz velkévelké řadyřady výsledkůvýsledků
zkoušekzkoušek aa přijatoupřijatou referenčníreferenční hodnotouhodnotou

přijatápřijatá referenčníreferenční hodnotahodnota ((dohodnutádohodnutá referenčníreferenční hodnotahodnota ))
:: hodnota,hodnota, kterákterá sloužíslouží jakojako schválenáschválená referenčníreferenční hodnota,hodnota, odvoditelnáodvoditelná jakojako
přijatápřijatá referenčníreferenční hodnotahodnota ((dohodnutádohodnutá referenčníreferenční hodnotahodnota ))
:: hodnota,hodnota, kterákterá sloužíslouží jakojako schválenáschválená referenčníreferenční hodnota,hodnota, odvoditelnáodvoditelná jakojako
a)a) teoretickáteoretická
b)b) odsouhlasenáodsouhlasená (certifikovaná),(certifikovaná), založenázaložená nana experimentálníchexperimentálních pracíchpracích
c)c) přiřazenápřiřazená (certifikovaná),(certifikovaná), založenázaložená nana experimentálníexperimentální spoluprácispolupráci

a)a) teoretickáteoretická
b)b) odsouhlasenáodsouhlasená (certifikovaná),(certifikovaná), založenázaložená nana experimentálníchexperimentálních pracíchpracích
c)c) přiřazenápřiřazená (certifikovaná),(certifikovaná), založenázaložená nana experimentálníexperimentální spoluprácispolupráci)) pp ( ),( ), pp p pp p
d)d) nenínení--lili aniani a),a), b),b), c)c);; očekávanáočekávaná hodnotahodnota měřitelnéměřitelné veličiny,veličiny, tjtj.. střednístřední
hodnotahodnota specifikovanéhospecifikovaného základníhozákladního souborusouboru měřeníměření

)) pp ( ),( ), pp p pp p
d)d) nenínení--lili aniani a),a), b),b), c)c);; očekávanáočekávaná hodnotahodnota měřitelnéměřitelné veličiny,veličiny, tjtj.. střednístřední
hodnotahodnota specifikovanéhospecifikovaného základníhozákladního souborusouboru měřeníměření
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strannoststrannost čiličili vychýlenívychýlení ((biasbias,, odchylkaodchylka))strannoststrannost čiličili vychýlenívychýlení ((biasbias,, odchylkaodchylka))y ýy ý (( ,, yy ))
rozdílrozdíl mezimezi střednístřední hodnotouhodnotou výsledkůvýsledků zkoušekzkoušek aa přijatoupřijatou referenčníreferenční hodnotouhodnotou

stanovenístanovení :: pomocípomocí CRMCRM nebonebo RMRM

y ýy ý (( ,, yy ))
rozdílrozdíl mezimezi střednístřední hodnotouhodnotou výsledkůvýsledků zkoušekzkoušek aa přijatoupřijatou referenčníreferenční hodnotouhodnotou

stanovenístanovení :: pomocípomocí CRMCRM nebonebo RMRMstanovenístanovení :: pomocípomocí CRMCRM nebonebo RMRMstanovenístanovení :: pomocípomocí CRMCRM nebonebo RMRM

výtěžnostvýtěžnost ((recoveryrecovery))výtěžnostvýtěžnost ((recoveryrecovery))
relativněrelativně vyjádřenývyjádřený rozdílrozdíl mezimezi údajiúdaji měřícíhoměřícího systémusystému připři měřeníměření vzorkuvzorku sese
známýmznámým přidanýmpřidaným množstvímmnožstvím analytuanalytu aa vzorkuvzorku bezbez přídavku,přídavku, vztaženývztažený nana
přidanépřidané množstvímnožství

relativněrelativně vyjádřenývyjádřený rozdílrozdíl mezimezi údajiúdaji měřícíhoměřícího systémusystému připři měřeníměření vzorkuvzorku sese
známýmznámým přidanýmpřidaným množstvímmnožstvím analytuanalytu aa vzorkuvzorku bezbez přídavku,přídavku, vztaženývztažený nana
přidanépřidané množstvímnožstvípppp

shodnost,shodnost, preciznostpreciznost ((precissionprecission,, přesnostpřesnost ))
těsnosttěsnost shodyshody mezimezi nezávislýminezávislými výsledkyvýsledky zkoušekzkoušek získanýmizískanými zaza předempředem
shodnost,shodnost, preciznostpreciznost ((precissionprecission,, přesnostpřesnost ))
těsnosttěsnost shodyshody mezimezi nezávislýminezávislými výsledkyvýsledky zkoušekzkoušek získanýmizískanými zaza předempředemtěsnosttěsnost shodyshody mezimezi nezávislýminezávislými výsledkyvýsledky zkoušekzkoušek získanýmizískanými zaza předempředem
specifikovanýchspecifikovaných podmínekpodmínek

opakovatelnostopakovatelnost ((repeatibilityrepeatibility))

těsnosttěsnost shodyshody mezimezi nezávislýminezávislými výsledkyvýsledky zkoušekzkoušek získanýmizískanými zaza předempředem
specifikovanýchspecifikovaných podmínekpodmínek

opakovatelnostopakovatelnost ((repeatibilityrepeatibility))opakovatelnostopakovatelnost ((repeatibilityrepeatibility))
shodnostshodnost stanovenástanovená zaza podmínekpodmínek opakovatelnostiopakovatelnosti (stejná(stejná laboratoř,laboratoř, stejnástejná
metoda,metoda, stejnéstejné zkušebnízkušební zařízení,zařízení, stejnýstejný operátor,operátor, běhemběhem krátkéhokrátkého časovéhočasového
inte al )inte al )

opakovatelnostopakovatelnost ((repeatibilityrepeatibility))
shodnostshodnost stanovenástanovená zaza podmínekpodmínek opakovatelnostiopakovatelnosti (stejná(stejná laboratoř,laboratoř, stejnástejná
metoda,metoda, stejnéstejné zkušebnízkušební zařízení,zařízení, stejnýstejný operátor,operátor, běhemběhem krátkéhokrátkého časovéhočasového
inte al )inte al )intervalu)intervalu)intervalu)intervalu)

84848484



reprodukovatelnostreprodukovatelnost ((reproducibilityreproducibility))
shodnostshodnost stanovenístanovení zaza podmínekpodmínek reprodukovatelnostireprodukovatelnosti (stejná(stejná metoda,metoda, různárůzná

řř ů ýů ý áá ů éů é š íš í ří íří í ů áů á

reprodukovatelnostreprodukovatelnost ((reproducibilityreproducibility))
shodnostshodnost stanovenístanovení zaza podmínekpodmínek reprodukovatelnostireprodukovatelnosti (stejná(stejná metoda,metoda, různárůzná

řř ů ýů ý áá ů éů é š íš í ří íří í ů áů álaboratoř,laboratoř, různýrůzný operátor,operátor, různérůzné zkušebnízkušební zařízení,zařízení, různárůzná doba)doba)

přesnápřesná specifikacespecifikace –– sloužíslouží jakojako základzáklad připři konstrukcikonstrukci regulačníchregulačních diagramůdiagramů

laboratoř,laboratoř, různýrůzný operátor,operátor, různérůzné zkušebnízkušební zařízení,zařízení, různárůzná doba)doba)

přesnápřesná specifikacespecifikace –– sloužíslouží jakojako základzáklad připři konstrukcikonstrukci regulačníchregulačních diagramůdiagramů

nejistotanejistota měřeníměření ((uncertaintyuncertainty ofof measurementmeasurement))
parametrparametr přidruženýpřidružený kk výsledkuvýsledku měření,měření, charakterizujícícharakterizující rozptylrozptyl hodnot,hodnot, kterékteré
byby mohlymohly býtbýt důvodnědůvodně přisuzoványpřisuzovány kk měřenéměřené veličiněveličině

nejistotanejistota měřeníměření ((uncertaintyuncertainty ofof measurementmeasurement))
parametrparametr přidruženýpřidružený kk výsledkuvýsledku měření,měření, charakterizujícícharakterizující rozptylrozptyl hodnot,hodnot, kterékteré
byby mohlymohly býtbýt důvodnědůvodně přisuzoványpřisuzovány kk měřenéměřené veličiněveličiněbyby mohlymohly býtbýt důvodnědůvodně přisuzoványpřisuzovány kk měřenéměřené veličiněveličině

zahrnujezahrnuje mnohomnoho složeksložek

nejistotanejistota typutypu AA –– charakterizacecharakterizace směrodatnousměrodatnou odchylkouodchylkou určenouurčenou zeze

byby mohlymohly býtbýt důvodnědůvodně přisuzoványpřisuzovány kk měřenéměřené veličiněveličině

zahrnujezahrnuje mnohomnoho složeksložek

nejistotanejistota typutypu AA –– charakterizacecharakterizace směrodatnousměrodatnou odchylkouodchylkou určenouurčenou zezenejistotanejistota typutypu AA –– charakterizacecharakterizace směrodatnousměrodatnou odchylkouodchylkou určenouurčenou zeze
statistickéhostatistického rozloženírozložení výsledkůvýsledků
nejistotanejistota typutypu BB –– charakterizacecharakterizace směrodatnýmisměrodatnými odchylkamiodchylkami zz
předpokládanýchpředpokládaných rozloženírozložení nana základězákladě zkušenostizkušenosti

nejistotanejistota typutypu AA –– charakterizacecharakterizace směrodatnousměrodatnou odchylkouodchylkou určenouurčenou zeze
statistickéhostatistického rozloženírozložení výsledkůvýsledků
nejistotanejistota typutypu BB –– charakterizacecharakterizace směrodatnýmisměrodatnými odchylkamiodchylkami zz
předpokládanýchpředpokládaných rozloženírozložení nana základězákladě zkušenostizkušenostipředpokládanýchpředpokládaných rozloženírozložení nana základězákladě zkušenostizkušenosti

nejistotanejistota jakojako směrodatnásměrodatná odchylkaodchylka –– směrodatnásměrodatná nejistotanejistota uu(x)(x)
výslednávýsledná nejistotanejistota metodymetody –– kombinovanákombinovaná směrodatnásměrodatná nejistotanejistota uucc(x)(x)

předpokládanýchpředpokládaných rozloženírozložení nana základězákladě zkušenostizkušenosti

nejistotanejistota jakojako směrodatnásměrodatná odchylkaodchylka –– směrodatnásměrodatná nejistotanejistota uu(x)(x)
výslednávýsledná nejistotanejistota metodymetody –– kombinovanákombinovaná směrodatnásměrodatná nejistotanejistota uucc(x)(x)výslednávýsledná nejistotanejistota metodymetody kombinovanákombinovaná směrodatnásměrodatná nejistotanejistota uucc(x)(x)
nejistotanejistota –– intervalinterval kolemkolem výsledkuvýsledku měřeníměření (rozšířená(rozšířená nejistotanejistota UU))

U = k*U = k*uucc,  kde ,  kde kk je koeficient rozšířeníje koeficient rozšíření

výslednávýsledná nejistotanejistota metodymetody kombinovanákombinovaná směrodatnásměrodatná nejistotanejistota uucc(x)(x)
nejistotanejistota –– intervalinterval kolemkolem výsledkuvýsledku měřeníměření (rozšířená(rozšířená nejistotanejistota UU))

U = k*U = k*uucc,  kde ,  kde kk je koeficient rozšířeníje koeficient rozšířenícc
normálněnormálně rozdělenérozdělené hodnotyhodnoty aa kk == 22 ⇒⇒

⇒⇒ výsledekvýsledek vv uvedenémuvedeném intervaluintervalu ss pravděpodobnostípravděpodobností 9595 %%

cc
normálněnormálně rozdělenérozdělené hodnotyhodnoty aa kk == 22 ⇒⇒

⇒⇒ výsledekvýsledek vv uvedenémuvedeném intervaluintervalu ss pravděpodobnostípravděpodobností 9595 %%
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kalibracekalibrace
souborsoubor úkonů,úkonů, zaza specifikovanýchspecifikovaných podmínekpodmínek sese stanovístanoví vztahvztah mezimezi hodnotamihodnotami
kalibracekalibrace
souborsoubor úkonů,úkonů, zaza specifikovanýchspecifikovaných podmínekpodmínek sese stanovístanoví vztahvztah mezimezi hodnotamihodnotamisouborsoubor úkonů,úkonů, zaza specifikovanýchspecifikovaných podmínekpodmínek sese stanovístanoví vztahvztah mezimezi hodnotamihodnotami
měřenýchměřených veličinveličin aa odpovídajícímiodpovídajícími kalibračnímikalibračními hodnotamihodnotami (etalony)(etalony)

kalibrační funkcekalibrační funkce S = S = ff (c)(c)

souborsoubor úkonů,úkonů, zaza specifikovanýchspecifikovaných podmínekpodmínek sese stanovístanoví vztahvztah mezimezi hodnotamihodnotami
měřenýchměřených veličinveličin aa odpovídajícímiodpovídajícími kalibračnímikalibračními hodnotamihodnotami (etalony)(etalony)

kalibrační funkcekalibrační funkce S = S = ff (c)(c)

analytickáanalytická citlivostcitlivost –– prvníprvní derivacederivace tétotéto funkcefunkce podlepodle koncentracekoncentrace
dS/dc = ddS/dc = dff (c)/dc(c)/dc

analytickáanalytická citlivostcitlivost –– prvníprvní derivacederivace tétotéto funkcefunkce podlepodle koncentracekoncentrace
dS/dc = ddS/dc = dff (c)/dc(c)/dc

vypočetvypočet kalibračníkalibrační funkcefunkce zz kalibračníchkalibračních údajůúdajů regresníregresní analýzouanalýzouvypočetvypočet kalibračníkalibrační funkcefunkce zz kalibračníchkalibračních údajůúdajů regresníregresní analýzouanalýzou

ř d tř d t li á íli á í á i l tiá i l ti ( t í( t í íí l hli til hli ti j d d ššíj d d šší ý čt )ý čt )ř d tř d t li á íli á í á i l tiá i l ti ( t í( t í íí l hli til hli ti j d d ššíj d d šší ý čt )ý čt )přednostpřednost –– lineárnílineární závislostizávislosti (stanovení(stanovení mezímezí spolehlivosti,spolehlivosti, jednoduššíjednodušší výpočty)výpočty)

mezmez detekcedetekce ((limitlimit ofof detectiondetection,, LLDD,, LODLOD)) –– souvisísouvisí ss mezemimezemi spolehlivostispolehlivosti

přednostpřednost –– lineárnílineární závislostizávislosti (stanovení(stanovení mezímezí spolehlivosti,spolehlivosti, jednoduššíjednodušší výpočty)výpočty)

mezmez detekcedetekce ((limitlimit ofof detectiondetection,, LLDD,, LODLOD)) –– souvisísouvisí ss mezemimezemi spolehlivostispolehlivosti
αα = = ββ = 0.05= 0.05

ββ –– pravděpodobnostpravděpodobnost falešněfalešně negativníhonegativního výsledkuvýsledku
αα –– pravděpodobnostpravděpodobnost falešněfalešně pozitivníhopozitivního výsledkuvýsledku

αα = = ββ = 0.05= 0.05
ββ –– pravděpodobnostpravděpodobnost falešněfalešně negativníhonegativního výsledkuvýsledku
αα –– pravděpodobnostpravděpodobnost falešněfalešně pozitivníhopozitivního výsledkuvýsledkup pp p pp ýý

dolnídolní mezmez stanovitelnostistanovitelnosti ((limitlimit ofof quantificationquantification,, LOQLOQ))
nejnižšínejnižší výsledekvýsledek měření,měření, propro kterýkterý můžemůže býtbýt udánaudána nejistotanejistota stanovenístanovení;;

p pp p pp ýý

dolnídolní mezmez stanovitelnostistanovitelnosti ((limitlimit ofof quantificationquantification,, LOQLOQ))
nejnižšínejnižší výsledekvýsledek měření,měření, propro kterýkterý můžemůže býtbýt udánaudána nejistotanejistota stanovenístanovení;;nejnižšínejnižší výsledekvýsledek měření,měření, propro kterýkterý můžemůže býtbýt udánaudána nejistotanejistota stanovenístanovení;;

IUPACIUPAC:: propro LOQLOQ nejistotanejistota (variační(variační koeficient)koeficient) == 1010 %%

nejnižšínejnižší výsledekvýsledek měření,měření, propro kterýkterý můžemůže býtbýt udánaudána nejistotanejistota stanovenístanovení;;

IUPACIUPAC:: propro LOQLOQ nejistotanejistota (variační(variační koeficient)koeficient) == 1010 %%
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pracovnípracovní intervalinterval ((measuringmeasuring intervalinterval))pracovnípracovní intervalinterval ((measuringmeasuring intervalinterval))pracovnípracovní intervalinterval ((measuringmeasuring intervalinterval))
uzavřenýuzavřený intervalinterval hodnot,hodnot, kterékteré lzelze určiturčit danýmdaným měřícímměřícím postupempostupem;; jeje omezenýomezený
dolnídolní aa horníhorní mezímezí stanovitelnostistanovitelnosti.. UU fotometrickýchfotometrických metodmetod sese vyberevybere lineárnílineární
oblastoblast kalibračníkalibrační křivkykřivky nebonebo lineárnílineární částčást grafugrafu závislostizávislosti TT ff (log(log cc))

pracovnípracovní intervalinterval ((measuringmeasuring intervalinterval))
uzavřenýuzavřený intervalinterval hodnot,hodnot, kterékteré lzelze určiturčit danýmdaným měřícímměřícím postupempostupem;; jeje omezenýomezený
dolnídolní aa horníhorní mezímezí stanovitelnostistanovitelnosti.. UU fotometrickýchfotometrických metodmetod sese vyberevybere lineárnílineární
oblastoblast kalibračníkalibrační křivkykřivky nebonebo lineárnílineární částčást grafugrafu závislostizávislosti TT ff (log(log cc))oblastoblast kalibračníkalibrační křivkykřivky nebonebo lineárnílineární částčást grafugrafu závislostizávislosti TT == ff (log(log cc))

linearitalinearita kalibračníhokalibračního vztahuvztahu ((linearitylinearity))
hh k t ík t í kt ékt é jj l ti kýl ti ký i áli ál li á íli á í f k íf k í k tk t

oblastoblast kalibračníkalibrační křivkykřivky nebonebo lineárnílineární částčást grafugrafu závislostizávislosti TT == ff (log(log cc))

linearitalinearita kalibračníhokalibračního vztahuvztahu ((linearitylinearity))
hh k t ík t í kt ékt é jj l ti kýl ti ký i áli ál li á íli á í f k íf k í k tk trozsahrozsah koncentrací,koncentrací, veve kterémkterém jeje analytickýanalytický signálsignál lineárnílineární funkcífunkcí koncentracekoncentrace

kalibracekalibrace (lineární(lineární funkce)funkce)::

rozsahrozsah koncentrací,koncentrací, veve kterémkterém jeje analytickýanalytický signálsignál lineárnílineární funkcífunkcí koncentracekoncentrace

kalibracekalibrace (lineární(lineární funkce)funkce)::
:: 1010 koncentracíkoncentrací vv pracovnímpracovním intervalu,intervalu, 33 –– 44 měřeníměření jednéjedné koncentracekoncentrace
:: testtest nana homoskedascituhomoskedascitu (rovnost(rovnost jejichjejich směrodatnýchsměrodatných odchylek)odchylek)
:: konstrukcekonstrukce regresníregresní přímkypřímky

:: 1010 koncentracíkoncentrací vv pracovnímpracovním intervalu,intervalu, 33 –– 44 měřeníměření jednéjedné koncentracekoncentrace
:: testtest nana homoskedascituhomoskedascitu (rovnost(rovnost jejichjejich směrodatnýchsměrodatných odchylek)odchylek)
:: konstrukcekonstrukce regresníregresní přímkypřímkygg p yp y

:::: normálnínormální regreseregrese ((homoskedascitahomoskedascita))
:::: váženávážená regreseregrese ((heteroskedascitaheteroskedascita))

:: testtest nana linearitulinearitu

gg p yp y
:::: normálnínormální regreseregrese ((homoskedascitahomoskedascita))
:::: váženávážená regreseregrese ((heteroskedascitaheteroskedascita))

:: testtest nana linearitulinearitu:: testtest nana linearitulinearitu
:: výpočetvýpočet mezímezí spolehlivostispolehlivosti ((tolerančnítoleranční interval)interval)
:: testtest nana linearitulinearitu
:: výpočetvýpočet mezímezí spolehlivostispolehlivosti ((tolerančnítoleranční interval)interval)
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analytickáanalytická specifitaspecifita,, specifitaspecifita ((analyticalanalytical specifityspecifity))analytickáanalytická specifitaspecifita,, specifitaspecifita ((analyticalanalytical specifityspecifity))
schopnostschopnost měřícíhoměřícího postupupostupu stanovovatstanovovat pouzepouze tutu měřenouměřenou veličinu,veličinu, kterákterá mámá
býtbýt stanovenastanovena
schopnostschopnost měřícíhoměřícího postupupostupu stanovovatstanovovat pouzepouze tutu měřenouměřenou veličinu,veličinu, kterákterá mámá
býtbýt stanovenastanovena

vyjádřenívyjádření –– jakojako nespecifitanespecifita,, tjtj.. jakojako efektefekt libovolnélibovolné složkysložky vzorkuvzorku odlišnéodlišné odod
analytuanalytu způsobujícízpůsobující změnuzměnu indikaceindikace měřícíhoměřícího přístrojepřístroje aa tímtím zavádějícízavádějící
systematickousystematickou chybuchybu

vyjádřenívyjádření –– jakojako nespecifitanespecifita,, tjtj.. jakojako efektefekt libovolnélibovolné složkysložky vzorkuvzorku odlišnéodlišné odod
analytuanalytu způsobujícízpůsobující změnuzměnu indikaceindikace měřícíhoměřícího přístrojepřístroje aa tímtím zavádějícízavádějící
systematickousystematickou chybuchybusystematickousystematickou chybuchybu

interferenceinterference
systematickásystematická chybachyba měřeníměření způsobenázpůsobená analytickýmanalytickým interferenteminterferentem

systematickousystematickou chybuchybu

interferenceinterference
systematickásystematická chybachyba měřeníměření způsobenázpůsobená analytickýmanalytickým interferenteminterferentemsystematickásystematická chybachyba měřeníměření způsobenázpůsobená analytickýmanalytickým interferenteminterferentem

analytickýanalytický interferentinterferent –– složkasložka vzorku,vzorku, kterákterá jeje současněsoučasně složkousložkou ovlivňujícíovlivňující
ličiliči kt ákt á š kš k íí d jd j i áli ál ěří íhěří íh tété ll kt ákt á

systematickásystematická chybachyba měřeníměření způsobenázpůsobená analytickýmanalytickým interferenteminterferentem

analytickýanalytický interferentinterferent –– složkasložka vzorku,vzorku, kterákterá jeje současněsoučasně složkousložkou ovlivňujícíovlivňující
ličiliči kt ákt á š kš k íí d jd j i áli ál ěří íhěří íh tété ll kt ákt áveličiny,veličiny, kterákterá všakvšak samasama nenínení zdrojemzdrojem signálusignálu měřícíhoměřícího systému,systému, aleale kterákterá

způsobujezpůsobuje přírůstekpřírůstek nebonebo poklespokles indikovanéindikované hodnotyhodnoty
veličiny,veličiny, kterákterá všakvšak samasama nenínení zdrojemzdrojem signálusignálu měřícíhoměřícího systému,systému, aleale kterákterá
způsobujezpůsobuje přírůstekpřírůstek nebonebo poklespokles indikovanéindikované hodnotyhodnoty

robustnostrobustnost metodymetody ((robustnessrobustness,, ruggednessruggedness))
schopnostschopnost metodymetody skýtatskýtat přijatelnépřijatelné výsledkyvýsledky měřeníměření ii vv případěpřípadě malýchmalých
odchylekodchylek vv měřícímměřícím postupupostupu nebonebo veve složenísložení vzorkuvzorku

robustnostrobustnost metodymetody ((robustnessrobustness,, ruggednessruggedness))
schopnostschopnost metodymetody skýtatskýtat přijatelnépřijatelné výsledkyvýsledky měřeníměření ii vv případěpřípadě malýchmalých
odchylekodchylek vv měřícímměřícím postupupostupu nebonebo veve složenísložení vzorkuvzorkuodchylekodchylek vv měřícímměřícím postupupostupu nebonebo veve složenísložení vzorkuvzorkuodchylekodchylek vv měřícímměřícím postupupostupu nebonebo veve složenísložení vzorkuvzorku
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srovnánísrovnání ss jinýmijinými metodamimetodami ((comparisoncomparison withwith otherother methodsmethods))
řř ěě říří ží áží á íí á íá í

srovnánísrovnání ss jinýmijinými metodamimetodami ((comparisoncomparison withwith otherother methodsmethods))
řř ěě říří ží áží á íí á íá ínapřnapř.. rutinněrutinně laboratořílaboratoří používanápoužívaná metodametoda aa jejíjejí porovnáníporovnání ss metodoumetodou

referenčníreferenční (IFCC),(IFCC), čiči ss metodoumetodou definitivní,definitivní, pokudpokud jeje kk dispozicidispozici
napřnapř.. rutinněrutinně laboratořílaboratoří používanápoužívaná metodametoda aa jejíjejí porovnáníporovnání ss metodoumetodou
referenčníreferenční (IFCC),(IFCC), čiči ss metodoumetodou definitivní,definitivní, pokudpokud jeje kk dispozicidispozici

rozmývánírozmývání vzorkuvzorku ((carrycarry--overover))
nenínení znakemznakem metody,metody, aleale jednájedná sese oo zjištění,zjištění, zdazda nedocházínedochází kk rozmývánírozmývání popo
rozmývánírozmývání vzorkuvzorku ((carrycarry--overover))
nenínení znakemznakem metody,metody, aleale jednájedná sese oo zjištění,zjištění, zdazda nedocházínedochází kk rozmývánírozmývání poponenínení znakemznakem metody,metody, aleale jednájedná sese oo zjištění,zjištění, zdazda nedocházínedochází kk rozmývánírozmývání popo
soběsobě jdoucíchjdoucích vzorkuvzorku (vzájemné(vzájemné ovlivněníovlivnění měřeníměření signálusignálu nízkéhonízkého vzorkuvzorku popo
vysokémvysokém aa naopak)naopak)

nenínení znakemznakem metody,metody, aleale jednájedná sese oo zjištění,zjištění, zdazda nedocházínedochází kk rozmývánírozmývání popo
soběsobě jdoucíchjdoucích vzorkuvzorku (vzájemné(vzájemné ovlivněníovlivnění měřeníměření signálusignálu nízkéhonízkého vzorkuvzorku popo
vysokémvysokém aa naopak)naopak)

problémproblém nalévacíchnalévacích aa průtokovýchprůtokových kyvetkyvet

provedeníprovedení::

problémproblém nalévacíchnalévacích aa průtokovýchprůtokových kyvetkyvet

provedeníprovedení::provedeníprovedení::
1515 analýz,analýz, 55xx ss vodouvodou (absorbance(absorbance AA11 ažaž AA55))

55xx sese vzorkemvzorkem (absorbance(absorbance AA66 ažaž AA1010))
kk 55 dd ( b b( b b AA žž AA ))

provedeníprovedení::
1515 analýz,analýz, 55xx ss vodouvodou (absorbance(absorbance AA11 ažaž AA55))

55xx sese vzorkemvzorkem (absorbance(absorbance AA66 ažaž AA1010))
kk 55 dd ( b b( b b AA žž AA ))nakonecnakonec 55xx ss vodouvodou (absorbance(absorbance AA1111 ažaž AA1515))

AA66 –– AA55 == AA1010 –– AA55 == AA1010 –– AA1111 aa AA1515 –– AA55 == 00,, nedocházínedochází kk rozmývánírozmývání

nakonecnakonec 55xx ss vodouvodou (absorbance(absorbance AA1111 ažaž AA1515))

AA66 –– AA55 == AA1010 –– AA55 == AA1010 –– AA1111 aa AA1515 –– AA55 == 00,, nedocházínedochází kk rozmývánírozmývání66 55 1010 55 1010 1111 1515 55

rozmývánírozmývání –– numerickynumericky vv %% jakojako podílpodíl rozmývánírozmývání 100100 ** (A(A1010 –– AA66)/(A)/(A1010 –– AA55))

66 55 1010 55 1010 1111 1515 55

rozmývánírozmývání –– numerickynumericky vv %% jakojako podílpodíl rozmývánírozmývání 100100 ** (A(A1010 –– AA66)/(A)/(A1010 –– AA55))
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kritériakritéria výběruvýběru analytickéanalytické metodymetodykritériakritéria výběruvýběru analytickéanalytické metodymetodyýý yy yyýý yy yy

analýzaanalýza vv laboratornílaboratorní medicíněmedicíněanalýzaanalýza vv laboratornílaboratorní medicíněmedicíněanalýzaanalýza vv laboratornílaboratorní medicíněmedicíně
:: smyslsmysl pouzepouze kk vyhodnocenívyhodnocení zdravotníhozdravotního stavustavu pacientapacienta

dvadva hlavníhlavní aspektyaspekty

analýzaanalýza vv laboratornílaboratorní medicíněmedicíně
:: smyslsmysl pouzepouze kk vyhodnocenívyhodnocení zdravotníhozdravotního stavustavu pacientapacienta

dvadva hlavníhlavní aspektyaspektyp yp y

klinickáklinická užitečnostužitečnost –– jakájaká jeje požadovanápožadovaná jakostjakost zz lékařskéholékařského hlediskahlediska

jakostjakost analytickéhoanalytického stanovenístanovení –– nesprávnostinesprávnosti aa neshodnosti,neshodnosti, interferenceinterference aa

p yp y

klinickáklinická užitečnostužitečnost –– jakájaká jeje požadovanápožadovaná jakostjakost zz lékařskéholékařského hlediskahlediska

jakostjakost analytickéhoanalytického stanovenístanovení –– nesprávnostinesprávnosti aa neshodnosti,neshodnosti, interferenceinterference aajakostjakost analytickéhoanalytického stanovenístanovení nesprávnostinesprávnosti aa neshodnosti,neshodnosti, interferenceinterference aa
specifitaspecifita metodymetody
jakostjakost analytickéhoanalytického stanovenístanovení nesprávnostinesprávnosti aa neshodnosti,neshodnosti, interferenceinterference aa
specifitaspecifita metodymetody

výběrvýběr metodymetody podlepodle analytickýchanalytických znakůznaků

dledle současnéhosoučasného stavustavu ((statestate--ofof--thethe--artart))

výběrvýběr metodymetody podlepodle analytickýchanalytických znakůznaků

dledle současnéhosoučasného stavustavu ((statestate--ofof--thethe--artart))
volívolí sese postupypostupy podlepodle právěprávě žádoucíchžádoucích klinickýchklinických potřebpotřeb připři užitíužití analytickýchanalytických
metodmetod
volívolí sese postupypostupy podlepodle právěprávě žádoucíchžádoucích klinickýchklinických potřebpotřeb připři užitíužití analytickýchanalytických
metodmetod
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dle požadavků expertů či expertních skupin (dle požadavků expertů či expertních skupin (panel expertspanel experts))
: empirická zjištění expertů ve specializovaných lékařských odvětvích: empirická zjištění expertů ve specializovaných lékařských odvětvích

ř íž í í íš č ě ž é ž á ýř íž í í íš č ě ž é ž á ý

dle požadavků expertů či expertních skupin (dle požadavků expertů či expertních skupin (panel expertspanel experts))
: empirická zjištění expertů ve specializovaných lékařských odvětvích: empirická zjištění expertů ve specializovaných lékařských odvětvích

ř íž í í íš č ě ž é ž á ýř íž í í íš č ě ž é ž á ý: kompromisy přihlížející spíše k současně dosaženému stavu než k reálným : kompromisy přihlížející spíše k současně dosaženému stavu než k reálným 
potřebámpotřebám
: kompromisy přihlížející spíše k současně dosaženému stavu než k reálným : kompromisy přihlížející spíše k současně dosaženému stavu než k reálným 
potřebámpotřebám

dle výsledků řízení jakostidle výsledků řízení jakosti
: s rostoucí jakostí analytických metod klesají náklady a pracnost kontroly: s rostoucí jakostí analytických metod klesají náklady a pracnost kontroly
dle výsledků řízení jakostidle výsledků řízení jakosti
: s rostoucí jakostí analytických metod klesají náklady a pracnost kontroly: s rostoucí jakostí analytických metod klesají náklady a pracnost kontroly

výběrvýběr podlepodle požadavkpožadavkůů klinikklinikůů

zkušenostizkušenosti lékařelékaře konfrontovanékonfrontované sese současnousoučasnou úrovníúrovní postupůpostupů

výběrvýběr podlepodle požadavkpožadavkůů klinikklinikůů

zkušenostizkušenosti lékařelékaře konfrontovanékonfrontované sese současnousoučasnou úrovníúrovní postupůpostupů

nenínení možnémožné navrhnoutnavrhnout univerzálníuniverzální požadavkypožadavky nana jakostjakost postupůpostupů

nevýhodanevýhoda –– lišíliší sese vv řaděřadě případůpřípadů aa nenínení možnémožné stanovitstanovit společnáspolečná hodnotícíhodnotící

nenínení možnémožné navrhnoutnavrhnout univerzálníuniverzální požadavkypožadavky nana jakostjakost postupůpostupů

nevýhodanevýhoda –– lišíliší sese vv řaděřadě případůpřípadů aa nenínení možnémožné stanovitstanovit společnáspolečná hodnotícíhodnotícíýý p pp p pp
kriteriakriteria

ýý p pp p pp
kriteriakriteria

výběrvýběr založenýzaložený nana biologickébiologické variabilitěvariabilitěvýběrvýběr založenýzaložený nana biologickébiologické variabilitěvariabilitěvýběrvýběr založenýzaložený nana biologickébiologické variabilitěvariabilitě

nejpřiměřenějšínejpřiměřenější klinickýmklinickým ii analytickýmanalytickým požadavkůmpožadavkům
:: intraintra-- ii interindividuálníinterindividuální variabilitavariabilita analytůanalytů jeje skoroskoro konstantníkonstantní (i(i veve stáří)stáří)

výběrvýběr založenýzaložený nana biologickébiologické variabilitěvariabilitě

nejpřiměřenějšínejpřiměřenější klinickýmklinickým ii analytickýmanalytickým požadavkůmpožadavkům
:: intraintra-- ii interindividuálníinterindividuální variabilitavariabilita analytůanalytů jeje skoroskoro konstantníkonstantní (i(i veve stáří)stáří):: intraintra ii interindividuálníinterindividuální variabilitavariabilita analytůanalytů jeje skoroskoro konstantníkonstantní (i(i veve stáří)stáří)
:: jeje možnýmožný geografickýgeografický ii časovýčasový přenospřenos
:: intraintra ii interindividuálníinterindividuální variabilitavariabilita analytůanalytů jeje skoroskoro konstantníkonstantní (i(i veve stáří)stáří)
:: jeje možnýmožný geografickýgeografický ii časovýčasový přenospřenos
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výběrvýběr podlepodle klinickéklinické významnostivýznamnosti

kk ě áě á k tk t bb ii l ž íl ž í ěkt ý hěkt ý h l tůl tů ůžůž d jítd jít řiři j kék lij kék li

výběrvýběr podlepodle klinickéklinické významnostivýznamnosti

kk ě áě á k tk t bb ii l ž íl ž í ěkt ý hěkt ý h l tůl tů ůžůž d jítd jít řiři j kék lij kék likeke změnámzměnám koncentracekoncentrace nebonebo ii složenísložení některýchněkterých analytůanalytů můžemůže dojítdojít připři jakékolijakékoli
změnězměně zdravotníhozdravotního stavustavu;; propro prakticképraktické využitívyužití jeje účelnéúčelné užívatužívat jenjen některéněkteré
indikaceindikace změnyzměny –– potřebapotřeba definovatdefinovat užitečnouužitečnou indikaciindikaci změnyzměny

keke změnámzměnám koncentracekoncentrace nebonebo ii složenísložení některýchněkterých analytůanalytů můžemůže dojítdojít připři jakékolijakékoli
změnězměně zdravotníhozdravotního stavustavu;; propro prakticképraktické využitívyužití jeje účelnéúčelné užívatužívat jenjen některéněkteré
indikaceindikace změnyzměny –– potřebapotřeba definovatdefinovat užitečnouužitečnou indikaciindikaci změnyzměny

testy s binárními výsledkytesty s binárními výsledky
ý l dký l dk t tůt tů iti í/ ti íiti í/ ti í ( / )( / )

testy s binárními výsledkytesty s binárními výsledky
ý l dký l dk t tůt tů iti í/ ti íiti í/ ti í ( / )( / )výsledkyvýsledky testůtestů:: pozitivní/negativnípozitivní/negativní (ano/ne)(ano/ne)

diagnostickádiagnostická významnostvýznamnost (kontingenční(kontingenční tabulkatabulka 22xx22))

výsledkyvýsledky testůtestů:: pozitivní/negativnípozitivní/negativní (ano/ne)(ano/ne)

diagnostickádiagnostická významnostvýznamnost (kontingenční(kontingenční tabulkatabulka 22xx22))
:: řádkyřádky –– výsledkyvýsledky nalezenénalezené uu skupinyskupiny nemocnýchnemocných aa uu skupinyskupiny nene--nemocnýchnemocných:: řádkyřádky –– výsledkyvýsledky nalezenénalezené uu skupinyskupiny nemocnýchnemocných aa uu skupinyskupiny nene--nemocnýchnemocných

pacientpacient pozitivní testpozitivní test negativní testnegativní test sumasuma

nemocnýnemocný správně správně (sp)(sp) falešněfalešně (fn)(fn) N*sp + N*fnN*sp + N*fn

nene--nemocnýnemocný falešněfalešně (fp)(fp) správně správně (sn)(sn) N*fp + N*snN*fp + N*sn

sumasuma N*sp + N*fpN*sp + N*fp N*fn + N*snN*fn + N*sn N*(sp + fn + fp + sn)N*(sp + fn + fp + sn)

92929292
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senzitivitasenzitivita ((citlivostcitlivost ))
:: pravděpodobnost,pravděpodobnost, žeže uu nemocnéhonemocného budebude nalezennalezen pozitivnípozitivní výsledekvýsledek testutestu
senzitivitasenzitivita ((citlivostcitlivost ))
:: pravděpodobnost,pravděpodobnost, žeže uu nemocnéhonemocného budebude nalezennalezen pozitivnípozitivní výsledekvýsledek testutestu

senssens == N*sp N*sp / (/ (N*sp N*sp ++ N*fnN*fn))

směrodatnásměrodatná odchylkaodchylka sssenssens =√[(=√[(senssens ** ((11 –– senssens)) // NN ]]

senssens == N*sp N*sp / (/ (N*sp N*sp ++ N*fnN*fn))

směrodatnásměrodatná odchylkaodchylka sssenssens =√[(=√[(senssens ** ((11 –– senssens)) // NN ]]yy senssens √[(√[( (( )) // ]]yy senssens √[(√[( (( )) // ]]

specifitaspecifita
:: pravděpodobnost,pravděpodobnost, sese kteroukterou sese uu nene--nemocnýchnemocných získázíská negativnínegativní výsledekvýsledek
specifitaspecifita
:: pravděpodobnost,pravděpodobnost, sese kteroukterou sese uu nene--nemocnýchnemocných získázíská negativnínegativní výsledekvýsledek:: pravděpodobnost,pravděpodobnost, sese kteroukterou sese uu nene nemocnýchnemocných získázíská negativnínegativní výsledekvýsledek

specspec == N*sn N*sn / (/ (N*fn N*fn ++ N*fpN*fp))

směrodatnásměrodatná odchylkaodchylka ss == √[(√[(specspec ** ((11 –– specspec)) // NN ]]

:: pravděpodobnost,pravděpodobnost, sese kteroukterou sese uu nene nemocnýchnemocných získázíská negativnínegativní výsledekvýsledek

specspec == N*sn N*sn / (/ (N*fn N*fn ++ N*fpN*fp))

směrodatnásměrodatná odchylkaodchylka ss == √[(√[(specspec ** ((11 –– specspec)) // NN ]]směrodatnásměrodatná odchylkaodchylka ssspecspec == √[(√[(specspec ** ((11 –– specspec)) // NN ]]

nesenzitivitanesenzitivita ((necitlivostnecitlivost ))
:: pravděpodobnostpravděpodobnost očekáváníočekávání falešněfalešně negativníhonegativního výsledkuvýsledku uu nemocnéhonemocného

směrodatnásměrodatná odchylkaodchylka ssspecspec == √[(√[(specspec ** ((11 –– specspec)) // NN ]]

nesenzitivitanesenzitivita ((necitlivostnecitlivost ))
:: pravděpodobnostpravděpodobnost očekáváníočekávání falešněfalešně negativníhonegativního výsledkuvýsledku uu nemocnéhonemocnéhop pp p gg ýý
:: nesenzitivitanesenzitivita jeje doplňkovýdoplňkový pojempojem kk citlivosticitlivosti

(1 (1 –– senssens)) == nesensnesens == N*fn N*fn // ((N*fn N*fn ++ N*spN*sp))

p pp p gg ýý
:: nesenzitivitanesenzitivita jeje doplňkovýdoplňkový pojempojem kk citlivosticitlivosti

(1 (1 –– senssens)) == nesensnesens == N*fn N*fn // ((N*fn N*fn ++ N*spN*sp))

nespecifitanespecifita
:: pravděpodobnostpravděpodobnost očekáváníočekávání falešněfalešně pozitivníhopozitivního výsledkuvýsledku uu zdravéhozdravého
nespecifitanespecifita
:: pravděpodobnostpravděpodobnost očekáváníočekávání falešněfalešně pozitivníhopozitivního výsledkuvýsledku uu zdravéhozdravéhop pp p pp ýý

(1 (1 –– specspec) =) = nespecnespec == N*fp N*fp // ((N*fp N*fp ++ N*snN*sn))

p pp p pp ýý

(1 (1 –– specspec) =) = nespecnespec == N*fp N*fp // ((N*fp N*fp ++ N*snN*sn))
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predikcepredikce ((předpověďpředpověď ))
:: pravděpodobnostpravděpodobnost nemoci,nemoci, jeje--lili testtest pozitivnípozitivní (nebo(nebo testtest nene--nemocinemoci negativní)negativní)
predikcepredikce ((předpověďpředpověď ))
:: pravděpodobnostpravděpodobnost nemoci,nemoci, jeje--lili testtest pozitivnípozitivní (nebo(nebo testtest nene--nemocinemoci negativní)negativní):: pravděpodobnostpravděpodobnost nemoci,nemoci, jeje lili testtest pozitivnípozitivní (nebo(nebo testtest nene nemocinemoci negativní)negativní)
:: popsánopopsáno dvěmadvěma podmíněnýmipodmíněnými pravděpodobnostmipravděpodobnostmi

predpospredpos == N*sp N*sp / (/ (N*sp N*sp ++ N*fnN*fn))

:: pravděpodobnostpravděpodobnost nemoci,nemoci, jeje lili testtest pozitivnípozitivní (nebo(nebo testtest nene nemocinemoci negativní)negativní)
:: popsánopopsáno dvěmadvěma podmíněnýmipodmíněnými pravděpodobnostmipravděpodobnostmi

predpospredpos == N*sp N*sp / (/ (N*sp N*sp ++ N*fnN*fn))
prednegpredneg == N*sn N*sn / (/ (N*sn N*sn ++ N*fnN*fn) ) prednegpredneg == N*sn N*sn / (/ (N*sn N*sn ++ N*fnN*fn) ) 

TT ¬¬TT ΣΣ
DD 9494 66 100100

¬¬DD 55 9595 100100

ΣΣ 9999 101101 200200ΣΣ 9999 101101 200200

senssens = 94/100 == 94/100 =0.940.94
95/10095/100 0 950 95

senssens = 94/100 == 94/100 =0.940.94
95/10095/100 0 950 95specspec = 95/100 = = 95/100 = 0.950.95

nesensnesens = 6/100 = = 6/100 = 0.060.06
nespecnespec = 5/100 = = 5/100 = 0.050.05

specspec = 95/100 = = 95/100 = 0.950.95
nesensnesens = 6/100 = = 6/100 = 0.060.06
nespecnespec = 5/100 = = 5/100 = 0.050.05

predpospredpos =  94/(94 + 5) = =  94/(94 + 5) = 0.950.95
prednegpredneg = 95/(95 + 6) = = 95/(95 + 6) = 0.940.94
predpospredpos =  94/(94 + 5) = =  94/(94 + 5) = 0.950.95
prednegpredneg = 95/(95 + 6) = = 95/(95 + 6) = 0.940.94
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významvýznam prevalenceprevalence
:: pravděpodobnostpravděpodobnost nemocinemoci vv definovanédefinované populacipopulaci vv určitémurčitém okamžikuokamžiku
významvýznam prevalenceprevalence
:: pravděpodobnostpravděpodobnost nemocinemoci vv definovanédefinované populacipopulaci vv určitémurčitém okamžikuokamžiku

prevalenceprevalence –– podílpodíl nemocnýchnemocných zz počtupočtu testovanýchtestovaných
100100 DD ++ 100100 ¬¬DD ⇒⇒ 200200 testůtestů ⇒⇒ prevalpreval == 00..55

prevalenceprevalence –– podílpodíl nemocnýchnemocných zz počtupočtu testovanýchtestovaných
100100 DD ++ 100100 ¬¬DD ⇒⇒ 200200 testůtestů ⇒⇒ prevalpreval == 00..55

citlivostcitlivost aa specifitaspecifita sese neměnínemění,, měnímění--lili sese početpočet vyšetřovaných,vyšetřovaných, měnímění sese
predikcepredikce
citlivostcitlivost aa specifitaspecifita sese neměnínemění,, měnímění--lili sese početpočet vyšetřovaných,vyšetřovaných, měnímění sese
predikcepredikce

T ¬T Σ
D 470 30 500

¬D 475 9025 9500

Σ 945 9055 10000

vždy srovnávatvždy srovnávat
jen souměřitelnéjen souměřitelné
testovací skupinytestovací skupiny

vždy srovnávatvždy srovnávat
jen souměřitelnéjen souměřitelné
testovací skupinytestovací skupiny

DD == 500500,, ¬¬DD == 95009500 ⇒⇒ prevalpreval == 00..0505DD == 500500,, ¬¬DD == 95009500 ⇒⇒ prevalpreval == 00..0505

Σ 945 9055 10000testovací skupinytestovací skupiny

predikce infaktupredikce infaktu

testovací skupinytestovací skupiny

predikce infaktupredikce infaktu

senssens == 470470//500500 == 00..9494
specspec == 90259025//95009500 == 00..9595
senssens == 470470//500500 == 00..9494
specspec == 90259025//95009500 == 00..9595

populacepopulace X X kardiacikardiacipopulacepopulace X X kardiacikardiaci

predpospredpos == 470470//945945 == 00..497497
prednegpredneg == 90259025//90559055 == 00..997997
predpospredpos == 470470//945945 == 00..497497
prednegpredneg == 90259025//90559055 == 00..997997

95959595



incidenceincidence
:: výskytuvýskytu nemocinemoci zaza určitýurčitý časovýčasový intervalinterval (např(např rok)rok)
incidenceincidence
:: výskytuvýskytu nemocinemoci zaza určitýurčitý časovýčasový intervalinterval (např(např rok)rok):: výskytuvýskytu nemocinemoci zaza určitýurčitý časovýčasový intervalinterval (např(např.. rok)rok)

napřnapř.. cukrovkacukrovka
:: prevalenceprevalence vv USAUSA –– 22..0000 %%,, tjtj.. ccacca 44 milionymiliony občanůobčanů nemocnýchnemocných diabetemdiabetem

:: výskytuvýskytu nemocinemoci zaza určitýurčitý časovýčasový intervalinterval (např(např.. rok)rok)

napřnapř.. cukrovkacukrovka
:: prevalenceprevalence vv USAUSA –– 22..0000 %%,, tjtj.. ccacca 44 milionymiliony občanůobčanů nemocnýchnemocných diabetemdiabetempp ,, jj yy ýý
:: incidenceincidence vv USAUSA –– 11..9999 %%,, tjtj.. každýkaždý rokrok novýchnových 398398 000000 případůpřípadů

pp ,, jj yy ýý
:: incidenceincidence vv USAUSA –– 11..9999 %%,, tjtj.. každýkaždý rokrok novýchnových 398398 000000 případůpřípadů

d t td t td t td t tvydatnostvydatnost
:: poměrpoměr počtupočtu všechvšech správnýchsprávných výsledkůvýsledků kk jejichjejich celkovémucelkovému počtupočtu

vydatnostvydatnost = (= (N*spN*sp ++ N*snN*sn) / () / (N*spN*sp ++ N*snN*sn ++ N*fpN*fp ++ N*fnN*fn))

vydatnostvydatnost
:: poměrpoměr počtupočtu všechvšech správnýchsprávných výsledkůvýsledků kk jejichjejich celkovémucelkovému počtupočtu

vydatnostvydatnost = (= (N*spN*sp ++ N*snN*sn) / () / (N*spN*sp ++ N*snN*sn ++ N*fpN*fp ++ N*fnN*fn))vydatnostvydatnost = (= (N sp N sp ++ N snN sn) / () / (N sp N sp ++ N snN sn ++ N fpN fp ++ N fnN fn))vydatnostvydatnost = (= (N sp N sp ++ N snN sn) / () / (N sp N sp ++ N snN sn ++ N fpN fp ++ N fnN fn))

věrohodnost a poměr věrohodnostívěrohodnost a poměr věrohodnostívěrohodnost a poměr věrohodnostívěrohodnost a poměr věrohodností

věrohodnostvěrohodnost ((likelihoodlikelihood))
:: pravděpodobnostpravděpodobnost jeje míroumírou propro nastoupenínastoupení jevujevu připři danédané hypotézehypotéze
:: věrohodnostvěrohodnost jeje míroumírou propro nastoupenínastoupení jevujevu připři různýchrůzných hypotézáchhypotézách

věrohodnostvěrohodnost ((likelihoodlikelihood))
:: pravděpodobnostpravděpodobnost jeje míroumírou propro nastoupenínastoupení jevujevu připři danédané hypotézehypotéze
:: věrohodnostvěrohodnost jeje míroumírou propro nastoupenínastoupení jevujevu připři různýchrůzných hypotézáchhypotézách:: věrohodnostvěrohodnost jeje míroumírou propro nastoupenínastoupení jevujevu připři různýchrůzných hypotézáchhypotézách:: věrohodnostvěrohodnost jeje míroumírou propro nastoupenínastoupení jevujevu připři různýchrůzných hypotézáchhypotézách

96969696



poměrpoměr věrohodnostívěrohodností LQLQ ((likelihoodlikelihood quotientquotient,, likelihoodlikelihood ratioratio))poměrpoměr věrohodnostívěrohodností LQLQ ((likelihoodlikelihood quotientquotient,, likelihoodlikelihood ratioratio))pp QQ (( qq ,, ))

LQ = LQ = senssens // (1 (1 –– specspec))

místomísto prevalenceprevalence aa prediktivníprediktivní hodnotyhodnoty:: nadějenaděje ((chancechance WW))

pp QQ (( qq ,, ))

LQ = LQ = senssens // (1 (1 –– specspec))

místomísto prevalenceprevalence aa prediktivníprediktivní hodnotyhodnoty:: nadějenaděje ((chancechance WW))místomísto prevalenceprevalence aa prediktivníprediktivní hodnotyhodnoty:: nadějenaděje ((chancechance,, WW))
postpost –– nadějinaději popo provedeníprovedení testutestu
anteante –– nadějinaději předpřed provedenímprovedením testutestu

místomísto prevalenceprevalence aa prediktivníprediktivní hodnotyhodnoty:: nadějenaděje ((chancechance,, WW))
postpost –– nadějinaději popo provedeníprovedení testutestu
anteante –– nadějinaději předpřed provedenímprovedením testutestu

WWpostpost == LQ * LQ * WWanteante

vztahvztah mezimezi pravděpodobnostmipravděpodobnostmi aa nadějeminadějemi

WWpostpost == LQ * LQ * WWanteante

vztahvztah mezimezi pravděpodobnostmipravděpodobnostmi aa nadějeminadějemi

W W == P P / (1 / (1 –– PP); ); PP = W = W / (1 + / (1 + WW ))W W == P P / (1 / (1 –– PP); ); PP = W = W / (1 + / (1 + WW ))

WWanteante = P = P / (1 / (1 –– PP ) = 0.05 / (1 ) = 0.05 / (1 –– 0.05) = 0.05260.05) = 0.0526WWanteante = P = P / (1 / (1 –– PP ) = 0.05 / (1 ) = 0.05 / (1 –– 0.05) = 0.05260.05) = 0.0526

LQLQ = = senssens // (1 (1 –– specspec) ) = 0.94 / (1 = 0.94 / (1 –– 0.95) = 18.80.95) = 18.8

WWpostpost =    LQ =    LQ **WWanteante = 0.0526 * 18.8 = 0.98888= 0.0526 * 18.8 = 0.98888

LQLQ = = senssens // (1 (1 –– specspec) ) = 0.94 / (1 = 0.94 / (1 –– 0.95) = 18.80.95) = 18.8

WWpostpost =    LQ =    LQ **WWanteante = 0.0526 * 18.8 = 0.98888= 0.0526 * 18.8 = 0.98888

WWpostpost / (1+/ (1+WWpostpost) = 0.98888 / (1 + 0.98888) = ) = 0.98888 / (1 + 0.98888) = 0.4970.497WWpostpost / (1+/ (1+WWpostpost) = 0.98888 / (1 + 0.98888) = ) = 0.98888 / (1 + 0.98888) = 0.4970.497

97979797



klasifikaceklasifikace analytickýchanalytických metodmetodklasifikaceklasifikace analytickýchanalytických metodmetoddefinitivnídefinitivní metodymetody

l ž él ž é i t éi t é ř ď á íř ď á í (ID)(ID) h t t íh t t í kt t iikt t ii (ID(ID MS)MS)

definitivnídefinitivní metodymetody

l ž él ž é i t éi t é ř ď á íř ď á í (ID)(ID) h t t íh t t í kt t iikt t ii (ID(ID MS)MS)založenézaložené nana izotopovémizotopovém zřeďovánízřeďování (ID)(ID) aa hmotnostníhmotnostní spektrometriispektrometrii (ID(ID--MS),MS),
popřpopř.. nana kombinacikombinaci IDID ss plynovouplynovou chromatografiíchromatografií (ID(ID--GC)GC)

:: nejsounejsou většinouvětšinou aplikovatelnéaplikovatelné dodo dennídenní praxepraxe –– složitésložité aa pracnépracné

založenézaložené nana izotopovémizotopovém zřeďovánízřeďování (ID)(ID) aa hmotnostníhmotnostní spektrometriispektrometrii (ID(ID--MS),MS),
popřpopř.. nana kombinacikombinaci IDID ss plynovouplynovou chromatografiíchromatografií (ID(ID--GC)GC)

:: nejsounejsou většinouvětšinou aplikovatelnéaplikovatelné dodo dennídenní praxepraxe –– složitésložité aa pracnépracné:: nejsounejsou většinouvětšinou aplikovatelnéaplikovatelné dodo dennídenní praxepraxe –– složitésložité aa pracnépracné
:: sloužíslouží hlavněhlavně připři atestaciatestaci kalibrátorůkalibrátorů aa kontrolníchkontrolních přípravkůpřípravků
:: nejsounejsou většinouvětšinou aplikovatelnéaplikovatelné dodo dennídenní praxepraxe –– složitésložité aa pracnépracné
:: sloužíslouží hlavněhlavně připři atestaciatestaci kalibrátorůkalibrátorů aa kontrolníchkontrolních přípravkůpřípravků

referenčníreferenční metodymetodyreferenčníreferenční metodymetody

základní,základní, důkladnědůkladně prostudovanýprostudovaný aa definovanýdefinovaný měřícíměřící postup,postup, jehožjehož analytickéanalytické
znakyznaky (nepřesnost(nepřesnost aa strannost)strannost) dovolujídovolují jehojeho užitíužití kk posuzováníposuzování správnostisprávnosti
jinýchjiných měřícíchměřících postupůpostupů aa kk charakterizacicharakterizaci referenčníchreferenčních materiálůmateriálů

základní,základní, důkladnědůkladně prostudovanýprostudovaný aa definovanýdefinovaný měřícíměřící postup,postup, jehožjehož analytickéanalytické
znakyznaky (nepřesnost(nepřesnost aa strannost)strannost) dovolujídovolují jehojeho užitíužití kk posuzováníposuzování správnostisprávnosti
jinýchjiných měřícíchměřících postupůpostupů aa kk charakterizacicharakterizaci referenčníchreferenčních materiálůmateriálůjinýchjiných měřícíchměřících postupůpostupů aa kk charakterizacicharakterizaci referenčníchreferenčních materiálůmateriálůjinýchjiných měřícíchměřících postupůpostupů aa kk charakterizacicharakterizaci referenčníchreferenčních materiálůmateriálů

doporučenédoporučené metodymetody

(dle(dle IFCC)IFCC) ss popsanýmipopsanými logickýmilogickými sledysledy operacíoperací kterékteré jsoujsou součástísoučástí postupupostupu

doporučenédoporučené metodymetody

(dle(dle IFCC)IFCC) ss popsanýmipopsanými logickýmilogickými sledysledy operacíoperací kterékteré jsoujsou součástísoučástí postupupostupu(dle(dle IFCC)IFCC) ss popsanýmipopsanými logickýmilogickými sledysledy operací,operací, kterékteré jsoujsou součástísoučástí postupupostupu
měřeníměření tak,tak, jakjak bylybyly definoványdefinovány aa doporučenydoporučeny příslušnoupříslušnou pracovnípracovní skupinouskupinou
(dle(dle IFCC)IFCC) ss popsanýmipopsanými logickýmilogickými sledysledy operací,operací, kterékteré jsoujsou součástísoučástí postupupostupu
měřeníměření tak,tak, jakjak bylybyly definoványdefinovány aa doporučenydoporučeny příslušnoupříslušnou pracovnípracovní skupinouskupinou

rutinnírutinní metodymetodyrutinnírutinní metodymetody

metody,metody, kterékteré nepatřínepatří dodo některéněkteré zz výševýše uvedenýchuvedených skupinskupin

:: musímusí býtbýt komutabilníkomutabilní ss metodoumetodou referenčníreferenční

metody,metody, kterékteré nepatřínepatří dodo některéněkteré zz výševýše uvedenýchuvedených skupinskupin

:: musímusí býtbýt komutabilníkomutabilní ss metodoumetodou referenčníreferenčníusus býtbýt o utabo utab ss etodouetodou e e e če e e č

komutabilníkomutabilní metodametoda –– poskytujeposkytuje nana reprezentativnímreprezentativním souborusouboru nativníchnativních sérsér
stejnéstejné výsledkyvýsledky jakojako metodametoda referenčníreferenční

usus býtbýt o utabo utab ss etodouetodou e e e če e e č

komutabilníkomutabilní metodametoda –– poskytujeposkytuje nana reprezentativnímreprezentativním souborusouboru nativníchnativních sérsér
stejnéstejné výsledkyvýsledky jakojako metodametoda referenčníreferenční 98989898



optimalizaceoptimalizace analytickéanalytické metodymetodyoptimalizaceoptimalizace analytickéanalytické metodymetody

á íá í íí ýýá íá í íí ýýoptimálníoptimální podmínkypodmínky analýzyanalýzy
:: složenísložení reakčníreakční směsisměsi (druh,(druh, koncentracekoncentrace složek,složek, pHpH aa teplotateplota reakčníreakční směsisměsi
apodapod..))

optimálníoptimální podmínkypodmínky analýzyanalýzy
:: složenísložení reakčníreakční směsisměsi (druh,(druh, koncentracekoncentrace složek,složek, pHpH aa teplotateplota reakčníreakční směsisměsi
apodapod..))pp ))
:: jednotlivéjednotlivé krokykroky aa pořadípořadí přidávánípřidávání činidelčinidel
pp ))
:: jednotlivéjednotlivé krokykroky aa pořadípořadí přidávánípřidávání činidelčinidel

hledáníhledání optimálníchoptimálních reakčníchreakčních podmínekpodmínek –– zkoumánízkoumání většíhovětšího počtupočtu parametrůparametrůhledáníhledání optimálníchoptimálních reakčníchreakčních podmínekpodmínek –– zkoumánízkoumání většíhovětšího počtupočtu parametrůparametrůhledáníhledání optimálníchoptimálních reakčníchreakčních podmínekpodmínek –– zkoumánízkoumání většíhovětšího počtupočtu parametrů,parametrů,
zjišťujezjišťuje sese jejichjejich vlivvliv

existujeexistuje většinouvětšinou jenjen jednajedna určitáurčitá optimálníoptimální kombinacekombinace

hledáníhledání optimálníchoptimálních reakčníchreakčních podmínekpodmínek –– zkoumánízkoumání většíhovětšího počtupočtu parametrů,parametrů,
zjišťujezjišťuje sese jejichjejich vlivvliv

existujeexistuje většinouvětšinou jenjen jednajedna určitáurčitá optimálníoptimální kombinacekombinacejj jj jj pp

metodametoda postupnéhopostupného měněníměnění parametrůparametrů ((singlesingle variablevariable approachapproach,, SVA)SVA)
:: relaxačnírelaxační metodametoda
k ák á dděl ědděl ě kč íkč í ž dž d ě šíě ší čč á lý há lý h ěř íěř í

jj jj jj pp

metodametoda postupnéhopostupného měněníměnění parametrůparametrů ((singlesingle variablevariable approachapproach,, SVA)SVA)
:: relaxačnírelaxační metodametoda
k ák á dděl ědděl ě kč íkč í ž dž d ě šíě ší čč á lý há lý h ěř íěř ízkoumázkoumá odděleněodděleně reakčníreakční parametryparametry;; vyžadujevyžaduje většívětší početpočet nezávislýchnezávislých měřeníměření;;

zkoumázkoumá odděleněodděleně ii ty,ty, kterékteré spoluspolu mnohdymnohdy těsnětěsně souvisísouvisí (může(může véstvést kk
nesprávnémunesprávnému závěru)závěru)

zkoumázkoumá odděleněodděleně reakčníreakční parametryparametry;; vyžadujevyžaduje většívětší početpočet nezávislýchnezávislých měřeníměření;;
zkoumázkoumá odděleněodděleně ii ty,ty, kterékteré spoluspolu mnohdymnohdy těsnětěsně souvisísouvisí (může(může véstvést kk
nesprávnémunesprávnému závěru)závěru)

multivariačnímultivariační metodymetody ((multimultivvariableariable approachapproach,, MVA)MVA)
zkoumázkoumá parametryparametry komplexněkomplexně;; měnímění sese současněsoučasně několikněkolik parametrůparametrů;; metodickymetodicky

á ějšíá ější

multivariačnímultivariační metodymetody ((multimultivvariableariable approachapproach,, MVA)MVA)
zkoumázkoumá parametryparametry komplexněkomplexně;; měnímění sese současněsoučasně několikněkolik parametrůparametrů;; metodickymetodicky

á ějšíá ějšísprávnějšísprávnější

:: vyžadujevyžaduje plánplán pokusůpokusů ((experimentalexperimental designdesign,, ED)ED)

správnějšísprávnější

:: vyžadujevyžaduje plánplán pokusůpokusů ((experimentalexperimental designdesign,, ED)ED)
99999999



plányplány pokuspokusůůplányplány pokuspokusůůplányplány pokuspokusůů

způsobzpůsob rozvrženírozvržení experimentůexperimentů tak,tak, abyaby zz coco nejmenšíhonejmenšího počtupočtu bodůbodů bylabyla
získánazískána maximálnímaximální informaceinformace aa tedytedy coco nejlepšínejlepší popispopis průběhuprůběhu funkcefunkce oo vícevíce

plányplány pokuspokusůů

způsobzpůsob rozvrženírozvržení experimentůexperimentů tak,tak, abyaby zz coco nejmenšíhonejmenšího počtupočtu bodůbodů bylabyla
získánazískána maximálnímaximální informaceinformace aa tedytedy coco nejlepšínejlepší popispopis průběhuprůběhu funkcefunkce oo vícevícezískánazískána maximálnímaximální informaceinformace aa tedytedy coco nejlepšínejlepší popispopis průběhuprůběhu funkcefunkce oo vícevíce
proměnnýchproměnných
získánazískána maximálnímaximální informaceinformace aa tedytedy coco nejlepšínejlepší popispopis průběhuprůběhu funkcefunkce oo vícevíce
proměnnýchproměnných

faktorovýfaktorový plánplánfaktorovýfaktorový plánplánýý pp

plněplně faktorovýfaktorový plánplán ((fullfull factorialfactorial experimentalexperimental designdesign,, FED)FED)
:: obsahujeobsahuje všechnyvšechny možnémožné kombinacekombinace vybranýchvybraných faktorůfaktorů

ýý pp

plněplně faktorovýfaktorový plánplán ((fullfull factorialfactorial experimentalexperimental designdesign,, FED)FED)
:: obsahujeobsahuje všechnyvšechny možnémožné kombinacekombinace vybranýchvybraných faktorůfaktorů

parametryparametry:: početpočet faktorůfaktorů aa početpočet úrovníúrovní každéhokaždého faktorufaktoruparametryparametry:: početpočet faktorůfaktorů aa početpočet úrovníúrovní každéhokaždého faktorufaktoru

početpočet faktorůfaktorů (f)(f) odpovídáodpovídá počtupočtu vstupníchvstupních proměnnýchproměnných (počtu(počtu složek)složek)

početpočet úrovníúrovní (L)(L) jeje početpočet hodnothodnot každékaždé vstupnívstupní proměnnéproměnné ((napřnapř.. početpočet

početpočet faktorůfaktorů (f)(f) odpovídáodpovídá počtupočtu vstupníchvstupních proměnnýchproměnných (počtu(počtu složek)složek)

početpočet úrovníúrovní (L)(L) jeje početpočet hodnothodnot každékaždé vstupnívstupní proměnnéproměnné ((napřnapř.. početpočetpočetpočet úrovníúrovní (L)(L) jeje početpočet hodnothodnot každékaždé vstupnívstupní proměnnéproměnné ((napřnapř.. početpočet
měřenýchměřených koncentrací)koncentrací)

početpočet bodůbodů faktorovéhofaktorového plánuplánu (celkový(celkový početpočet experimentůexperimentů nn))

početpočet úrovníúrovní (L)(L) jeje početpočet hodnothodnot každékaždé vstupnívstupní proměnnéproměnné ((napřnapř.. početpočet
měřenýchměřených koncentrací)koncentrací)

početpočet bodůbodů faktorovéhofaktorového plánuplánu (celkový(celkový početpočet experimentůexperimentů nn))početpočet bodůbodů faktorovéhofaktorového plánuplánu (celkový(celkový početpočet experimentůexperimentů nn))

nn = L= L ff

početpočet bodůbodů faktorovéhofaktorového plánuplánu (celkový(celkový početpočet experimentůexperimentů nn))

nn = L= L ff

100100100100



tříhladinovýtříhladinový dvoufaktorovýdvoufaktorový plánplán
((LL == 33));; 3322 experimentůexperimentů
tříhladinovýtříhladinový dvoufaktorovýdvoufaktorový plánplán
((LL == 33));; 3322 experimentůexperimentů

22 ěn
n

á 
2

ěn
n

á 
2

pr
om
ěn

n
á 

2
pr

om
ěn

n
á 

2

pr
om
ě

pr
om
ě

proměnná 1proměnná 1 ro
m
ěn

n
á 

2
ro

m
ěn

n
á 

2

ýý ýý ááýý ýý áá d hl di ý říf k ý lád hl di ý říf k ý lád hl di ý říf k ý lád hl di ý říf k ý lá

pp

proměnná 1proměnná 1

proměnná 1proměnná 1

proměnná 1proměnná 1

prpr

dvouhladinovýdvouhladinový dvoufaktorovýdvoufaktorový plánplán
((LL == 22)) nejjednoduššínejjednodušší ;; 2222 experimentůexperimentů
dvouhladinovýdvouhladinový dvoufaktorovýdvoufaktorový plánplán
((LL == 22)) nejjednoduššínejjednodušší ;; 2222 experimentůexperimentů

dvouhladinový třífaktorový plándvouhladinový třífaktorový plán
((LL = 2) 2= 2) 233 experimentůexperimentů
dvouhladinový třífaktorový plándvouhladinový třífaktorový plán
((LL = 2) 2= 2) 233 experimentůexperimentů

redukovanýredukovaný faktorovýfaktorový plánplán ((fractionalfractional factorialfactorial experimentalexperimental designdesign,, FrEDFrED))
snižujesnižuje početpočet experimentůexperimentů oprotioproti FEDFED (ten(ten jeje někdyněkdy zbytnězbytně komplexní/pracný)komplexní/pracný)
redukovanýredukovaný faktorovýfaktorový plánplán ((fractionalfractional factorialfactorial experimentalexperimental designdesign,, FrEDFrED))
snižujesnižuje početpočet experimentůexperimentů oprotioproti FEDFED (ten(ten jeje někdyněkdy zbytnězbytně komplexní/pracný)komplexní/pracný)

:: stálestále popisujepopisuje vlivvliv každéhokaždého parametruparametru aa kontrolujekontroluje možnémožné interakceinterakce

:: vhodnývhodný vv případechpřípadech drahýchdrahých aa časověčasově náročnýchnáročných experimentůexperimentů

:: stálestále popisujepopisuje vlivvliv každéhokaždého parametruparametru aa kontrolujekontroluje možnémožné interakceinterakce

:: vhodnývhodný vv případechpřípadech drahýchdrahých aa časověčasově náročnýchnáročných experimentůexperimentů:: vhodnývhodný vv případechpřípadech drahýchdrahých aa časověčasově náročnýchnáročných experimentůexperimentů:: vhodnývhodný vv případechpřípadech drahýchdrahých aa časověčasově náročnýchnáročných experimentůexperimentů
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hvězdicovýhvězdicový plánplán

:: dalšídalší variantavarianta plánuplánu pokusůpokusů

hvězdicovýhvězdicový plánplán

:: dalšídalší variantavarianta plánuplánu pokusůpokusů
:: můžemůže býtbýt FrEDFrED variantouvariantou faktorovéhofaktorového plánuplánu
:: tříhladinovýtříhladinový dvoufaktorovýdvoufaktorový faktorovýfaktorový plánplán ⇒⇒ dvoufaktorovýdvoufaktorový hvězdicovýhvězdicový plánplán
:: můžemůže býtbýt FrEDFrED variantouvariantou faktorovéhofaktorového plánuplánu
:: tříhladinovýtříhladinový dvoufaktorovýdvoufaktorový faktorovýfaktorový plánplán ⇒⇒ dvoufaktorovýdvoufaktorový hvězdicovýhvězdicový plánplán

obsahujeobsahuje ((22xf+xf+11)) experimentů,experimentů, kdekde ff jeje početpočet rozměrůrozměrů (složek)(složek)

rozmístěnírozmístění bodůbodů hvězdicovéhohvězdicového plánuplánu jeje dánodáno polohoupolohou centrálníhocentrálního bodubodu

obsahujeobsahuje ((22xf+xf+11)) experimentů,experimentů, kdekde ff jeje početpočet rozměrůrozměrů (složek)(složek)

rozmístěnírozmístění bodůbodů hvězdicovéhohvězdicového plánuplánu jeje dánodáno polohoupolohou centrálníhocentrálního bodubodurozmístěnírozmístění bodůbodů hvězdicovéhohvězdicového plánuplánu jeje dánodáno polohoupolohou centrálníhocentrálního bodubodu

ostatníostatní bodybody jsoujsou rozmístěnyrozmístěny symetrickysymetricky kolemkolem středustředu

rozmístěnírozmístění bodůbodů hvězdicovéhohvězdicového plánuplánu jeje dánodáno polohoupolohou centrálníhocentrálního bodubodu

ostatníostatní bodybody jsoujsou rozmístěnyrozmístěny symetrickysymetricky kolemkolem středustředu
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proměnná 1proměnná 1

dvoufaktorovýdvoufaktorový hvězdicovýhvězdicový plánplán
22xf+xf+11 experimentůexperimentů
dvoufaktorovýdvoufaktorový hvězdicovýhvězdicový plánplán
22xf+xf+11 experimentůexperimentů

třífaktorový hvězdicový plántřífaktorový hvězdicový plán
2xf+12xf+1 experimentůexperimentů
třífaktorový hvězdicový plántřífaktorový hvězdicový plán
2xf+12xf+1 experimentůexperimentů
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centrálněcentrálně aa necentrálněnecentrálně kompozičníkompoziční plányplánycentrálněcentrálně aa necentrálněnecentrálně kompozičníkompoziční plányplány

kombinacekombinace faktorovéhofaktorového aa hvězdicovéhohvězdicového plánuplánu pokusůpokusů –– komplexníkomplexní hyperplochahyperplocha

centrálněcentrálně kompozičníkompoziční plánplán –– středystředy obouobou plánůplánů shodnéshodné

kombinacekombinace faktorovéhofaktorového aa hvězdicovéhohvězdicového plánuplánu pokusůpokusů –– komplexníkomplexní hyperplochahyperplocha

centrálněcentrálně kompozičníkompoziční plánplán –– středystředy obouobou plánůplánů shodnéshodnécentrálněcentrálně kompozičníkompoziční plánplán středystředy obouobou plánůplánů shodnéshodné
necentrálněnecentrálně kompozičníkompoziční plánplán –– středystředy shodnéshodné nejsounejsou
centrálněcentrálně kompozičníkompoziční plánplán středystředy obouobou plánůplánů shodnéshodné
necentrálněnecentrálně kompozičníkompoziční plánplán –– středystředy shodnéshodné nejsounejsou
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pětihladinový třífaktorový centrálně kompoziční plánpětihladinový třífaktorový centrálně kompoziční plán
22ff + 2xf+1 + 2xf+1 pokusůpokusů

pětihladinový třífaktorový centrálně kompoziční plánpětihladinový třífaktorový centrálně kompoziční plán
22ff + 2xf+1 + 2xf+1 pokusůpokusů
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aproximativní metody a algoritmyaproximativní metody a algoritmyaproximativní metody a algoritmyaproximativní metody a algoritmyp y g yp y g yp y g yp y g y

optimalizace optimalizace –– snaha „odhalit“ numericky funkci závislosti výstupu na snaha „odhalit“ numericky funkci závislosti výstupu na 
optimalizovaných parametrech optimalizovaných parametrech –– aproximaceaproximace
optimalizace optimalizace –– snaha „odhalit“ numericky funkci závislosti výstupu na snaha „odhalit“ numericky funkci závislosti výstupu na 
optimalizovaných parametrech optimalizovaných parametrech –– aproximaceaproximace

black boxblack box : algoritmy nepopisují fyzikálně chemické vlastnosti, ale „jen“ : algoritmy nepopisují fyzikálně chemické vlastnosti, ale „jen“ 
numericky zaznamenávají vztahy mezi proměnnýminumericky zaznamenávají vztahy mezi proměnnými
black boxblack box : algoritmy nepopisují fyzikálně chemické vlastnosti, ale „jen“ : algoritmy nepopisují fyzikálně chemické vlastnosti, ale „jen“ 
numericky zaznamenávají vztahy mezi proměnnýminumericky zaznamenávají vztahy mezi proměnnými

parciálníparciální metodoumetodou nejmenšíchnejmenších čtvercůčtverců ((partialpartial leastleast squaressquares,, PLS)PLS)parciálníparciální metodoumetodou nejmenšíchnejmenších čtvercůčtverců ((partialpartial leastleast squaressquares,, PLS)PLS)parciálníparciální metodoumetodou nejmenšíchnejmenších čtvercůčtverců ((partialpartial leastleast squaressquares,, PLS)PLS)

parciálníparciální metodametoda nejmenšíchnejmenších čtvercůčtverců –– MVA,MVA, hodnotyhodnoty propro všechnyvšechny komponentykomponenty
analyzovanéanalyzované směsisměsi počítánypočítány současněsoučasně

parciálníparciální metodoumetodou nejmenšíchnejmenších čtvercůčtverců ((partialpartial leastleast squaressquares,, PLS)PLS)

parciálníparciální metodametoda nejmenšíchnejmenších čtvercůčtverců –– MVA,MVA, hodnotyhodnoty propro všechnyvšechny komponentykomponenty
analyzovanéanalyzované směsisměsi počítánypočítány současněsoučasněanalyzovanéanalyzované směsisměsi počítánypočítány současněsoučasněanalyzovanéanalyzované směsisměsi počítánypočítány současněsoučasně

kanonickákanonická korelacekorelace ((canonicalcanonical correlationcorrelation CC)CC)kanonickákanonická korelacekorelace ((canonicalcanonical correlationcorrelation CC)CC)kanonickákanonická korelacekorelace ((canonicalcanonical correlationcorrelation,, CC)CC)kanonickákanonická korelacekorelace ((canonicalcanonical correlationcorrelation,, CC)CC)
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umělé nervové umělé nervové (neuronové)(neuronové) sítěsítě ((artificialartificial neuralneural networksnetworks, ANN), ANN)umělé nervové umělé nervové (neuronové)(neuronové) sítěsítě ((artificialartificial neuralneural networksnetworks, ANN), ANN)

nápodobanápodoba biologickéhobiologického systémusystému vzájemněvzájemně propojenýchpropojených neuronůneuronůnápodobanápodoba biologickéhobiologického systémusystému vzájemněvzájemně propojenýchpropojených neuronůneuronůnápodobanápodoba biologickéhobiologického systémusystému vzájemněvzájemně propojenýchpropojených neuronůneuronů

:: procesoryprocesory –– neuronyneurony
:: způsobzpůsob spojeníspojení –– topologietopologie sítěsítě

nápodobanápodoba biologickéhobiologického systémusystému vzájemněvzájemně propojenýchpropojených neuronůneuronů

:: procesoryprocesory –– neuronyneurony
:: způsobzpůsob spojeníspojení –– topologietopologie sítěsítě n

y
n
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y
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y:: způsobzpůsob spojeníspojení topologietopologie sítěsítě:: způsobzpůsob spojeníspojení topologietopologie sítěsítě
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skryté vrstvy neuronůskryté vrstvy neuronů

vs
tu

pn
vs

tu
pn

vý
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u
pn

vý
st

u
pn

neuronyneurony jsoujsou sdružoványsdružovány dodo vrstevvrstev
výstupyvýstupy nn tété vrstvyvrstvy jsoujsou přivedenypřivedeny dodo každéhokaždého neuronuneuronu veve vrstvěvrstvě nn ++ 11
neuronyneurony jsoujsou sdružoványsdružovány dodo vrstevvrstev
výstupyvýstupy nn tété vrstvyvrstvy jsoujsou přivedenypřivedeny dodo každéhokaždého neuronuneuronu veve vrstvěvrstvě nn ++ 11

skryté vrstvy neuronůskryté vrstvy neuronů

výstupyvýstupy nn--tété vrstvyvrstvy jsoujsou přivedenypřivedeny dodo každéhokaždého neuronuneuronu veve vrstvěvrstvě nn ++ 11

prvníprvní,, vstupnívstupní vrstvavrstva –– přijímápřijímá hodnotyhodnoty propro zpracovánízpracování
posledníposlední,, výstupnívýstupní vrstvavrstva –– hodnotyhodnoty odezvamiodezvami celéhocelého ANNANN nana změnyzměny

výstupyvýstupy nn--tété vrstvyvrstvy jsoujsou přivedenypřivedeny dodo každéhokaždého neuronuneuronu veve vrstvěvrstvě nn ++ 11

prvníprvní,, vstupnívstupní vrstvavrstva –– přijímápřijímá hodnotyhodnoty propro zpracovánízpracování
posledníposlední,, výstupnívýstupní vrstvavrstva –– hodnotyhodnoty odezvamiodezvami celéhocelého ANNANN nana změnyzměnyposledníposlední,, výstupnívýstupní vrstvavrstva hodnotyhodnoty odezvamiodezvami celéhocelého ANNANN nana změnyzměny
podmínekpodmínek vstupníchvstupních parametrůparametrů

počtypočty neuronůneuronů veve vstupnívstupní aa výstupnívýstupní vrstvěvrstvě jsoujsou dánydány počtempočtem vstupníchvstupních aa

posledníposlední,, výstupnívýstupní vrstvavrstva hodnotyhodnoty odezvamiodezvami celéhocelého ANNANN nana změnyzměny
podmínekpodmínek vstupníchvstupních parametrůparametrů

počtypočty neuronůneuronů veve vstupnívstupní aa výstupnívýstupní vrstvěvrstvě jsoujsou dánydány počtempočtem vstupníchvstupních aa
výstupníchvýstupních proměnnýchproměnných

vnitřnívnitřní,, skrytéskryté vrstvyvrstvy –– početpočet závisízávisí nana složitostisložitosti aproximovanéaproximované funkcefunkce

výstupníchvýstupních proměnnýchproměnných

vnitřnívnitřní,, skrytéskryté vrstvyvrstvy –– početpočet závisízávisí nana složitostisložitosti aproximovanéaproximované funkcefunkce 105105105105



RMSRMS

spojeníspojení mezimezi neuronyneurony

reprezentovánoreprezentováno racionálnímracionálním číslemčíslem –– váhouváhou spojeníspojení ((ww ))

spojeníspojení mezimezi neuronyneurony

reprezentovánoreprezentováno racionálnímracionálním číslemčíslem –– váhouváhou spojeníspojení ((ww ))

počet skrytých neuronůpočet skrytých neuronů

pp p jp j (( ))

učeníučení sese předpovědipředpovědi výstupníchvýstupních hodnothodnot ss minimálníminimální odchylkouodchylkou hodnothodnot
předpovězenýchpředpovězených ANNANN odod hodnothodnot experimentálníchexperimentálních –– opakovanýmopakovaným nastavovánímnastavováním

pp p jp j (( ))

učeníučení sese předpovědipředpovědi výstupníchvýstupních hodnothodnot ss minimálníminimální odchylkouodchylkou hodnothodnot
předpovězenýchpředpovězených ANNANN odod hodnothodnot experimentálníchexperimentálních –– opakovanýmopakovaným nastavovánímnastavovánímpředpovězenýchpředpovězených ANNANN odod hodnothodnot experimentálníchexperimentálních opakovanýmopakovaným nastavovánímnastavováním
číselnýchčíselných vstupůvstupů transformačnítransformační funkcefunkce aa sledovánísledování výstupůvýstupů nana funkčnífunkční (reálnou)(reálnou)
hodnotuhodnotu

předpovězenýchpředpovězených ANNANN odod hodnothodnot experimentálníchexperimentálních opakovanýmopakovaným nastavovánímnastavováním
číselnýchčíselných vstupůvstupů transformačnítransformační funkcefunkce aa sledovánísledování výstupůvýstupů nana funkčnífunkční (reálnou)(reálnou)
hodnotuhodnotu

odchylkaodchylka –– úplnáúplná sumasuma čtvercůčtverců ((totaltotal sumsum ofof squaressquares,TSS),TSS)
součetsoučet čtvercůčtverců rozdílůrozdílů předpovězenýchpředpovězených aa vstupníchvstupních hodnothodnot
odchylkaodchylka –– úplnáúplná sumasuma čtvercůčtverců ((totaltotal sumsum ofof squaressquares,TSS),TSS)
součetsoučet čtvercůčtverců rozdílůrozdílů předpovězenýchpředpovězených aa vstupníchvstupních hodnothodnot

nn

TSSTSS = = ΣΣ ((zz ii –– OUTOUTii))
22

i=1i=1

nn

TSSTSS = = ΣΣ ((zz ii –– OUTOUTii))
22

i=1i=1

zz ii –– hodnotahodnota výstupnívýstupní proměnnéproměnné zz propro danoudanou trojicitrojici ((x,x, y,y, zz ),), OUTOUTii ((outputoutput)) ––
jejíjejí předpovězenápředpovězená hodnota,hodnota, nn –– početpočet prvkůprvků trénovacítrénovací sadysady
zz ii –– hodnotahodnota výstupnívýstupní proměnnéproměnné zz propro danoudanou trojicitrojici ((x,x, y,y, zz ),), OUTOUTii ((outputoutput)) ––
jejíjejí předpovězenápředpovězená hodnota,hodnota, nn –– početpočet prvkůprvků trénovacítrénovací sadysady
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každýkaždý neuronneuron (kromě(kromě vstupních)vstupních) sčításčítá hodnotyhodnoty zz předchozípředchozí vrstvyvrstvy aa násobínásobí jeje
vahouvahou spojeníspojení ww ::
každýkaždý neuronneuron (kromě(kromě vstupních)vstupních) sčításčítá hodnotyhodnoty zz předchozípředchozí vrstvyvrstvy aa násobínásobí jeje
vahouvahou spojeníspojení ww ::

NETNETjj = = ΣΣ ((INPINP ii * * ww ii ) +) +BIASBIAS iiNETNETjj = = ΣΣ ((INPINP ii * * ww ii ) +) +BIASBIAS iiiiii

INPINP ii –– hodnotahodnota vstupuvstupu ((inputinput ),), ww ii –– hodnotahodnota příslušnépříslušné váhyváhy aa BIASBIAS ii ––
hodnotahodnota prahuprahu ((biasbias),), kterákterá jeje tzvtzv.. prahovýmprahovým parametremparametrem aa jeje nezbytnánezbytná propro
správnésprávné nastavenínastavení hodnotyhodnoty neuronuneuronu NETNETjj aa propro celýcelý výkonvýkon sítěsítě

INPINP ii –– hodnotahodnota vstupuvstupu ((inputinput ),), ww ii –– hodnotahodnota příslušnépříslušné váhyváhy aa BIASBIAS ii ––
hodnotahodnota prahuprahu ((biasbias),), kterákterá jeje tzvtzv.. prahovýmprahovým parametremparametrem aa jeje nezbytnánezbytná propro
správnésprávné nastavenínastavení hodnotyhodnoty neuronuneuronu NETNETjj aa propro celýcelý výkonvýkon sítěsítěsprávnésprávné nastavenínastavení hodnotyhodnoty neuronuneuronu NETNETjj aa propro celýcelý výkonvýkon sítěsítě

NETNETjj –– neuronneuron jj vv neuronovéneuronové sítisíti

správnésprávné nastavenínastavení hodnotyhodnoty neuronuneuronu NETNETjj aa propro celýcelý výkonvýkon sítěsítě

NETNETjj –– neuronneuron jj vv neuronovéneuronové sítisíti

OUTOUTii –– transformacetransformace součtusoučtu NETNETjj ((outputoutput ))

NETNET

OUTOUTii –– transformacetransformace součtusoučtu NETNETjj ((outputoutput ))

NETNETOUTOUTii = 1 / ( = 1 / ( 11 + e + e ––NETNET ) ) OUTOUTii = 1 / ( = 1 / ( 11 + e + e ––NETNET ) ) jjjj

sada trénovací/učící sada trénovací/učící –– nn sad parametrů určených plánem pokusůsad parametrů určených plánem pokusů
testovací testovací –– nejméně 3 sady parametrů uvnitř hranic daných plánemnejméně 3 sady parametrů uvnitř hranic daných plánem

sada trénovací/učící sada trénovací/učící –– nn sad parametrů určených plánem pokusůsad parametrů určených plánem pokusů
testovací testovací –– nejméně 3 sady parametrů uvnitř hranic daných plánemnejméně 3 sady parametrů uvnitř hranic daných plánemj y p ý pj y p ý p
verifikační verifikační –– nejméně 3 sady parametrů v hranicích daných plánemnejméně 3 sady parametrů v hranicích daných plánem

(i hranice sami)(i hranice sami)

j y p ý pj y p ý p
verifikační verifikační –– nejméně 3 sady parametrů v hranicích daných plánemnejméně 3 sady parametrů v hranicích daných plánem

(i hranice sami)(i hranice sami)
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analytické soupravyanalytické soupravy
l b t í di í ěl b t í di í ě

analytické soupravyanalytické soupravy
l b t í di í ěl b t í di í ě

V.V.V.V.

v laboratorní medicíněv laboratorní medicíněv laboratorní medicíněv laboratorní medicíně

analytické sety/kityanalytické sety/kityanalytické sety/kityanalytické sety/kity

předpřed rr.. 19601960 –– analytickáanalytická činidlačinidla připravovánapřipravována vv klinickýchklinických laboratoříchlaboratoříchpředpřed rr.. 19601960 –– analytickáanalytická činidlačinidla připravovánapřipravována vv klinickýchklinických laboratoříchlaboratořích

a a yt c é sety/ tya a yt c é sety/ tya a yt c é sety/ tya a yt c é sety/ ty

dnesdnes –– analytickéanalytické přípravkypřípravky veve forměformě mikročipůmikročipů určenéurčené propro speciálníspeciální analytickéanalytické
přístrojepřístroje jižjiž nelzenelze vv běžnéběžné laboratořilaboratoři vyrábětvyrábět vůbecvůbec
dnesdnes –– analytickéanalytické přípravkypřípravky veve forměformě mikročipůmikročipů určenéurčené propro speciálníspeciální analytickéanalytické
přístrojepřístroje jižjiž nelzenelze vv běžnéběžné laboratořilaboratoři vyrábětvyrábět vůbecvůbec

požadavky na analytickou soupravupožadavky na analytickou soupravupožadavky na analytickou soupravupožadavky na analytickou soupravu

připravena k okamžitému použití připravena k okamžitému použití ((readyready--forfor--useuse))připravena k okamžitému použití připravena k okamžitému použití ((readyready--forfor--useuse))

jednostupňovájednostupňová metodametoda jedenjeden pracovnípracovní roztokroztokjednostupňovájednostupňová metodametoda jedenjeden pracovnípracovní roztokroztokjednostupňovájednostupňová metodametoda –– jedenjeden pracovnípracovní roztokroztokjednostupňovájednostupňová metodametoda –– jedenjeden pracovnípracovní roztokroztok

dvoustupňovádvoustupňová metodametoda –– dvadva pracovnípracovní roztokyroztoky;; enzymováenzymová stanovenístanovenídvoustupňovádvoustupňová metodametoda –– dvadva pracovnípracovní roztokyroztoky;; enzymováenzymová stanovenístanovení

stabilnístabilní alespoňalespoň 1212,, aleale nejlépenejlépe ažaž 2424 měsícůměsíců
:: jednotlivéjednotlivé činidločinidlo popo otevřeníotevření připři 22 –– 88 °°CC stabilnístabilní týdentýden

stabilnístabilní alespoňalespoň 1212,, aleale nejlépenejlépe ažaž 2424 měsícůměsíců
:: jednotlivéjednotlivé činidločinidlo popo otevřeníotevření připři 22 –– 88 °°CC stabilnístabilní týdentýden
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metodametoda ss rychlourychlou analýzuanalýzu –– signál,signál, nejčastějinejčastěji absorbance,absorbance, dodo 55 minut,minut,
kinetickékinetické měřeníměření vv intervaluintervalu nejvýšenejvýše desítekdesítek sekundsekund
metodametoda ss rychlourychlou analýzuanalýzu –– signál,signál, nejčastějinejčastěji absorbance,absorbance, dodo 55 minut,minut,
kinetickékinetické měřeníměření vv intervaluintervalu nejvýšenejvýše desítekdesítek sekundsekundkinetickékinetické měřeníměření vv intervaluintervalu nejvýšenejvýše desítekdesítek sekundsekund

metodametoda bezbez úpravúprav vzorkuvzorku –– deproteinace,deproteinace, mineralizace,mineralizace, zkoncentrovánízkoncentrování
obsahuobsahu analytuanalytu apodapod

kinetickékinetické měřeníměření vv intervaluintervalu nejvýšenejvýše desítekdesítek sekundsekund

metodametoda bezbez úpravúprav vzorkuvzorku –– deproteinace,deproteinace, mineralizace,mineralizace, zkoncentrovánízkoncentrování
obsahuobsahu analytuanalytu apodapodobsahuobsahu analytuanalytu apodapod..obsahuobsahu analytuanalytu apodapod..

příprava analytické soupravypříprava analytické soupravypříprava analytické soupravypříprava analytické soupravy

výrobnívýrobní postuppostup –– technologickýtechnologický reglementreglement
:: popispopis všechvšech výrobních,výrobních, kontrolníchkontrolních aa dalšíchdalších operacíoperací formouformou standardníhostandardního
operačníhooperačního postupupostupu

výrobnívýrobní postuppostup –– technologickýtechnologický reglementreglement
:: popispopis všechvšech výrobních,výrobních, kontrolníchkontrolních aa dalšíchdalších operacíoperací formouformou standardníhostandardního
operačníhooperačního postupupostupupp p pp p

výrobavýroba analytickýchanalytických soupravsouprav jeje organizovánaorganizována podobněpodobně jakojako výrobavýroba léčivléčiv

pp p pp p

výrobavýroba analytickýchanalytických soupravsouprav jeje organizovánaorganizována podobněpodobně jakojako výrobavýroba léčivléčiv

kapalnákapalná činidlačinidlakapalnákapalná činidlačinidlakapalnákapalná činidlačinidla
přípravapříprava:: váženímvážením (včetně(včetně vodyvody;; přesnější)přesnější)
nádobynádoby:: skleněnéskleněné nebonebo plastové,plastové, objemobjem odod 1010 dodo 200200 mlml

kapalnákapalná činidlačinidla
přípravapříprava:: váženímvážením (včetně(včetně vodyvody;; přesnější)přesnější)
nádobynádoby:: skleněnéskleněné nebonebo plastové,plastové, objemobjem odod 1010 dodo 200200 mlml

stabilnístabilní –– nelouhovatelné,nelouhovatelné, nepodtékající,nepodtékající, neprostupnéneprostupné propro plynyplyny (oxidace,(oxidace, únikúnik
ochrannéhoochranného inertníhoinertního plynu)plynu)
:: nízkotlakýnízkotlaký PE,PE, PP,PP, PETPET (polypropylentereftalát)(polypropylentereftalát) ajaj..

stabilnístabilní –– nelouhovatelné,nelouhovatelné, nepodtékající,nepodtékající, neprostupnéneprostupné propro plynyplyny (oxidace,(oxidace, únikúnik
ochrannéhoochranného inertníhoinertního plynu)plynu)
:: nízkotlakýnízkotlaký PE,PE, PP,PP, PETPET (polypropylentereftalát)(polypropylentereftalát) ajaj..

plněníplnění:: průplachprůplach nádobynádoby inertníminertním plynem,plynem, dávkovánídávkování čerpadlem,čerpadlem, bakteriálníbakteriální
filtryfiltry (mikrofiltrace),(mikrofiltrace), štítkováníštítkování (čárový(čárový kód)kód)
plněníplnění:: průplachprůplach nádobynádoby inertníminertním plynem,plynem, dávkovánídávkování čerpadlem,čerpadlem, bakteriálníbakteriální
filtryfiltry (mikrofiltrace),(mikrofiltrace), štítkováníštítkování (čárový(čárový kód)kód)

ýý ,, ,, (p yp py )(p yp py ) jjýý ,, ,, (p yp py )(p yp py ) jj
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pevná činidlapevná činidlapevná činidlapevná činidla

přípravapříprava:: navážkanavážka pevnépevné směsisměsi dodo obaluobalu pevnápevná směssměs sese tabletujetabletuje aa tabletytablety sesepřípravapříprava:: navážkanavážka pevnépevné směsisměsi dodo obaluobalu pevnápevná směssměs sese tabletujetabletuje aa tabletytablety sesepřípravapříprava:: navážkanavážka pevnépevné směsisměsi dodo obalu,obalu, pevnápevná směssměs sese tabletujetabletuje aa tabletytablety sese
zatavujízatavují (blistry)(blistry)
:: mlýnky,mlýnky, míchacímíchací aa homogenizačníhomogenizační zařízení,zařízení, tabletovacítabletovací stroje,stroje, granulátorygranulátory;;
zaza sníženésnížené vlhkostivlhkosti vzduchuvzduchu (<(< 2020 %%))

přípravapříprava:: navážkanavážka pevnépevné směsisměsi dodo obalu,obalu, pevnápevná směssměs sese tabletujetabletuje aa tabletytablety sese
zatavujízatavují (blistry)(blistry)
:: mlýnky,mlýnky, míchacímíchací aa homogenizačníhomogenizační zařízení,zařízení, tabletovacítabletovací stroje,stroje, granulátorygranulátory;;
zaza sníženésnížené vlhkostivlhkosti vzduchuvzduchu (<(< 2020 %%))zaza sníženésnížené vlhkostivlhkosti vzduchuvzduchu (<(< 2020 %%))zaza sníženésnížené vlhkostivlhkosti vzduchuvzduchu (<(< 2020 %%))

choulostiváchoulostivá činidlačinidla (enzymy,(enzymy, bílkoviny)bílkoviny) –– lyofilizátylyofilizáty
:: lyofilizacelyofilizace ((freezefreeze dryingdrying,, mrazovámrazová sublimace)sublimace) –– odstraněníodstranění vodyvody sublimacísublimací vv
choulostiváchoulostivá činidlačinidla (enzymy,(enzymy, bílkoviny)bílkoviny) –– lyofilizátylyofilizáty
:: lyofilizacelyofilizace ((freezefreeze dryingdrying,, mrazovámrazová sublimace)sublimace) –– odstraněníodstranění vodyvody sublimacísublimací vv:: lyofilizacelyofilizace ((freezefreeze dryingdrying,, mrazovámrazová sublimace)sublimace) odstraněníodstranění vodyvody sublimacísublimací vv
hlubokémhlubokém vakuuvakuu zeze zmrazenéhozmrazeného vodnéhovodného roztokuroztoku produktuproduktu;; vodavoda kondenzujekondenzuje vv
chladiči,chladiči, kterýkterý mámá protiproti produktuproduktu podstatněpodstatně nižšínižší teplotuteplotu (vyšší(vyšší tepelnýtepelný spád)spád)

:: lyofilizacelyofilizace ((freezefreeze dryingdrying,, mrazovámrazová sublimace)sublimace) odstraněníodstranění vodyvody sublimacísublimací vv
hlubokémhlubokém vakuuvakuu zeze zmrazenéhozmrazeného vodnéhovodného roztokuroztoku produktuproduktu;; vodavoda kondenzujekondenzuje vv
chladiči,chladiči, kterýkterý mámá protiproti produktuproduktu podstatněpodstatně nižšínižší teplotuteplotu (vyšší(vyšší tepelnýtepelný spád)spád)

lyofilizačnílyofilizační houbahouba –– látkylátky umožňujícíumožňující snadnějšísnadnější procesproces (bílkoviny,(bílkoviny, derivátyderiváty
rozpustnérozpustné celulózycelulózy apodapod..))
lyofilizačnílyofilizační houbahouba –– látkylátky umožňujícíumožňující snadnějšísnadnější procesproces (bílkoviny,(bílkoviny, derivátyderiváty
rozpustnérozpustné celulózycelulózy apodapod..))

l i ál i á

fotochemickýfotochemický
laminát PETlaminát PET
adhezivumadhezivum
reakční složkareakční složka
nosič (PC)nosič (PC)

kompletacekompletace soupravysoupravy
:: poloautomaticky,poloautomaticky, nana pásupásu
kompletacekompletace soupravysoupravy
:: poloautomaticky,poloautomaticky, nana pásupásu

vod. inkoustvod. inkoust
reakční ploškareakční ploška
nosič (PET)nosič (PET)

elekt ochemickýelekt ochemický
vnějšívnější obalobal –– finálnífinální etiketaetiketa
skladovánískladování:: pokojovápokojová teplotateplota nebonebo vv chlazenýchchlazených boxechboxech
vnějšívnější obalobal –– finálnífinální etiketaetiketa
skladovánískladování:: pokojovápokojová teplotateplota nebonebo vv chlazenýchchlazených boxechboxech

elektrochemickýelektrochemický
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soupravy pro suchou chemiisoupravy pro suchou chemiisoupravy pro suchou chemiisoupravy pro suchou chemii

diagnostický proužekdiagnostický proužekdiagnostický proužekdiagnostický proužek
reakčníreakční zónazóna –– nana plastovémplastovém proužkuproužku
impregnaceimpregnace:: koncentrované,koncentrované, kapalnékapalné analytickéanalytické činidločinidlo nasáténasáté dodo nasákavéhonasákavého
materiálumateriálu;; fixacefixace navařenímnavařením síťkysíťky zz plastuplastu

reakčníreakční zónazóna –– nana plastovémplastovém proužkuproužku
impregnaceimpregnace:: koncentrované,koncentrované, kapalnékapalné analytickéanalytické činidločinidlo nasáténasáté dodo nasákavéhonasákavého
materiálumateriálu;; fixacefixace navařenímnavařením síťkysíťky zz plastuplastumateriálumateriálu;; fixacefixace navařenímnavařením síťkysíťky zz plastuplastu

nasákavánasákavá podložkapodložka –– definovanédefinované vlastnostivlastnosti (gramáž,(gramáž, tjtj.. hmotnosthmotnost vv g/mg/m22 aa
nasákavostnasákavost propro kapaliny)kapaliny) ⇒⇒ nasáknenasákne téměřtéměř stejnéstejné množstvímnožství roztokuroztoku činidlačinidla

materiálumateriálu;; fixacefixace navařenímnavařením síťkysíťky zz plastuplastu

nasákavánasákavá podložkapodložka –– definovanédefinované vlastnostivlastnosti (gramáž,(gramáž, tjtj.. hmotnosthmotnost vv g/mg/m22 aa
nasákavostnasákavost propro kapaliny)kapaliny) ⇒⇒ nasáknenasákne téměřtéměř stejnéstejné množstvímnožství roztokuroztoku činidlačinidla

uskladnění: uskladnění: vysoušedlo (silikagel/molekulové síto)vysoušedlo (silikagel/molekulové síto)uskladnění: uskladnění: vysoušedlo (silikagel/molekulové síto)vysoušedlo (silikagel/molekulové síto)

obsah analytické soupravyobsah analytické soupravyobsah analytické soupravyobsah analytické soupravyobsah analytické soupravyobsah analytické soupravyobsah analytické soupravyobsah analytické soupravy

názevnázev soupravysoupravy
:: analytanalyt;; principprincip jehojeho stanovenístanovení
názevnázev soupravysoupravy
:: analytanalyt;; principprincip jehojeho stanovenístanoveníyy ;; p pp p jj
:: skladovacískladovací podmínky,podmínky, dobadoba exspirace,exspirace, početpočet analýzanalýz
:: údajeúdaje oo jedech,jedech, hořlavináchhořlavinách aa žíravináchžíravinách

yy ;; p pp p jj
:: skladovacískladovací podmínky,podmínky, dobadoba exspirace,exspirace, početpočet analýzanalýz
:: údajeúdaje oo jedech,jedech, hořlavináchhořlavinách aa žíravináchžíravinách
pracovnípracovní návodnávodpracovnípracovní návodnávodpracovnípracovní návodnávod
:: principprincip soupravysoupravy (i(i chemickýmichemickými rovnicemi),rovnicemi), odkazyodkazy (lit(lit.. aa patentpatent..),), složenísložení
činidel,činidel, složenísložení reakční/inkubačníreakční/inkubační směsi,směsi, postuppostup jejichjejich přípravy,přípravy, uchováváníuchovávání aa
stabilitastabilita

pracovnípracovní návodnávod
:: principprincip soupravysoupravy (i(i chemickýmichemickými rovnicemi),rovnicemi), odkazyodkazy (lit(lit.. aa patentpatent..),), složenísložení
činidel,činidel, složenísložení reakční/inkubačníreakční/inkubační směsi,směsi, postuppostup jejichjejich přípravy,přípravy, uchováváníuchovávání aa
stabilitastabilitastabilitastabilita
:: referenčníreferenční hodnotyhodnoty analytu,analytu, schémaschéma pracovníhopracovního postupu,postupu, doporučenédoporučené
kalibračníkalibrační aa kontrolníkontrolní materiály,materiály, poznámkypoznámky oo vzorkuvzorku aa kk bezpečnostibezpečnosti prácepráce

stabilitastabilita
:: referenčníreferenční hodnotyhodnoty analytu,analytu, schémaschéma pracovníhopracovního postupu,postupu, doporučenédoporučené
kalibračníkalibrační aa kontrolníkontrolní materiály,materiály, poznámkypoznámky oo vzorkuvzorku aa kk bezpečnostibezpečnosti prácepráce 111111111111



obsahobsah analytuanalytu veve vzorkuvzorkuobsahobsah analytuanalytu veve vzorkuvzorku
analytické výsledkyanalytické výsledky
způsob jejich vyjadřovánízpůsob jejich vyjadřování
analytické výsledkyanalytické výsledky
způsob jejich vyjadřovánízpůsob jejich vyjadřováníobsahobsah analytuanalytu veve vzorkuvzorku

původněpůvodně:: hmotnost,hmotnost, popřpopř.. aktivitaaktivita nana objemobjem (v(v biologickébiologické tekutině)tekutině)
/dl/dl ji kji k téžtéž tt (( %%)) ili tili t (( %%))

obsahobsah analytuanalytu veve vzorkuvzorku

původněpůvodně:: hmotnost,hmotnost, popřpopř.. aktivitaaktivita nana objemobjem (v(v biologickébiologické tekutině)tekutině)
/dl/dl ji kji k téžtéž tt (( %%)) ili tili t (( %%))

způsob jejich vyjadřovánízpůsob jejich vyjadřovánízpůsob jejich vyjadřovánízpůsob jejich vyjadřování

gg aa mg/dl,mg/dl, jinakjinak téžtéž gramprocentagramprocenta (g(g%%)) aa miligramprocentamiligramprocenta (mg(mg%%))gg aa mg/dl,mg/dl, jinakjinak téžtéž gramprocentagramprocenta (g(g%%)) aa miligramprocentamiligramprocenta (mg(mg%%))
19771977:: soustavasoustava SISI
hmotnosthmotnost (g,(g, mg)mg) ⇒⇒ látkovélátkové množstvímnožství (mol)(mol)
19771977:: soustavasoustava SISI
hmotnosthmotnost (g,(g, mg)mg) ⇒⇒ látkovélátkové množstvímnožství (mol)(mol)
koncentracekoncentrace –– mol/lmol/l (analyt(analyt ss přesněpřesně definovanoudefinovanou molekulovoumolekulovou hmotností)hmotností)

enzymyenzymy :: koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity místomísto koncentracekoncentrace enzymuenzymu

koncentracekoncentrace –– mol/lmol/l (analyt(analyt ss přesněpřesně definovanoudefinovanou molekulovoumolekulovou hmotností)hmotností)

enzymyenzymy :: koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity místomísto koncentracekoncentrace enzymuenzymuy yy y yy yy yy

katalytickákatalytická aktivitaaktivita 11 katalkatal –– množstvímnožství enzymu,enzymu, kterékteré rozložírozloží 11 molmol
enzymovéhoenzymového substrátusubstrátu zaza 11 ss zaza definovanýchdefinovaných reakčníchreakčních podmínekpodmínek

y yy y yy yy yy

katalytickákatalytická aktivitaaktivita 11 katalkatal –– množstvímnožství enzymu,enzymu, kterékteré rozložírozloží 11 molmol
enzymovéhoenzymového substrátusubstrátu zaza 11 ss zaza definovanýchdefinovaných reakčníchreakčních podmínekpodmínek

koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity –– katalytickákatalytická aktivitaaktivita vztaženávztažená nana objemobjem
obsahobsah katalytickékatalytické aktivityaktivity –– katalytickákatalytická aktivitaaktivita vztaženávztažená nana hmotnosthmotnost
koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity –– katalytickákatalytická aktivitaaktivita vztaženávztažená nana objemobjem
obsahobsah katalytickékatalytické aktivityaktivity –– katalytickákatalytická aktivitaaktivita vztaženávztažená nana hmotnosthmotnost

mezinárodnímezinárodní jednotkajednotka UU ((internationalinternational unit,unit, IUIU)) –– množstvímnožství enzymu,enzymu, kterékteré
rozložírozloží zaza 11 minmin 11 μμmolmol enzymovéhoenzymového substrátusubstrátu zaza danýchdaných podmínekpodmínek
mezinárodnímezinárodní jednotkajednotka UU ((internationalinternational unit,unit, IUIU)) –– množstvímnožství enzymu,enzymu, kterékteré
rozložírozloží zaza 11 minmin 11 μμmolmol enzymovéhoenzymového substrátusubstrátu zaza danýchdaných podmínekpodmínekrozložírozloží zaza 11 minmin 11 μμmolmol enzymovéhoenzymového substrátusubstrátu zaza danýchdaných podmínekpodmínekrozložírozloží zaza 11 minmin 11 μμmolmol enzymovéhoenzymového substrátusubstrátu zaza danýchdaných podmínekpodmínek

1 U = 1 1 U = 1 μμmol/minmol/min = 16.67 nmol/s = 16.67 nkat = 16.67 nmol/s = 16.67 nkat 1 U = 1 1 U = 1 μμmol/minmol/min = 16.67 nmol/s = 16.67 nkat = 16.67 nmol/s = 16.67 nkat 
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hmotnostníhmotnostní koncentracekoncentrace enzymů/proteinůenzymů/proteinů ((massmass concentrationconcentration))
:: stanovenístanovení vv imunodiagnosticeimunodiagnostice aa uu enzymuenzymu CKCK
hmotnostníhmotnostní koncentracekoncentrace enzymů/proteinůenzymů/proteinů ((massmass concentrationconcentration))
:: stanovenístanovení vv imunodiagnosticeimunodiagnostice aa uu enzymuenzymu CKCK:: stanovenístanovení vv imunodiagnosticeimunodiagnostice aa uu enzymuenzymu CKCK
:::: koncentracikoncentraci vyjadřujemevyjadřujeme jakojako mgmg čiči μμgg proteinu/lproteinu/l

:: stanovenístanovení vv imunodiagnosticeimunodiagnostice aa uu enzymuenzymu CKCK
:::: koncentracikoncentraci vyjadřujemevyjadřujeme jakojako mgmg čiči μμgg proteinu/lproteinu/l

početpočet elementůelementů vv biologickýchbiologických tekutináchtekutinách (buněk(buněk částicčástic různýchrůzných útvarů)útvarů)početpočet elementůelementů vv biologickýchbiologických tekutináchtekutinách (buněk(buněk částicčástic různýchrůzných útvarů)útvarů)početpočet elementůelementů vv biologickýchbiologických tekutináchtekutinách (buněk,(buněk, částic,částic, různýchrůzných útvarů)útvarů)
:::: početnípočetní koncentrace,koncentrace, tjtj.. početpočet částicčástic vv litrulitru

močovýmočový sedimentsediment arbitrárníarbitrární početnípočetní koncentracekoncentrace (arbitrární(arbitrární jednotka)jednotka)

početpočet elementůelementů vv biologickýchbiologických tekutináchtekutinách (buněk,(buněk, částic,částic, různýchrůzných útvarů)útvarů)
:::: početnípočetní koncentrace,koncentrace, tjtj.. početpočet částicčástic vv litrulitru

močovýmočový sedimentsediment arbitrárníarbitrární početnípočetní koncentracekoncentrace (arbitrární(arbitrární jednotka)jednotka)močovýmočový sedimentsediment –– arbitrárníarbitrární početnípočetní koncentracekoncentrace (arbitrární(arbitrární jednotka)jednotka)
:: zjednodušenízjednodušení připři vyjadřovánívyjadřování počtupočtu částicčástic (elementů)(elementů) nana definovanýdefinovaný
(dohodnutý)(dohodnutý) objemobjem

močovýmočový sedimentsediment –– arbitrárníarbitrární početnípočetní koncentracekoncentrace (arbitrární(arbitrární jednotka)jednotka)
:: zjednodušenízjednodušení připři vyjadřovánívyjadřování počtupočtu částicčástic (elementů)(elementů) nana definovanýdefinovaný
(dohodnutý)(dohodnutý) objemobjem

popo odstředěníodstředění vzorkuvzorku močemoče sese zjistízjistí počtypočty jednotlivýchjednotlivých elementůelementů vv zornémzorném polipoli
mikroskopumikroskopu vv odečítacíodečítací komůrcekomůrce ss definovanýmdefinovaným objememobjemem (Bürkerova(Bürkerova komůrka)komůrka)
popo odstředěníodstředění vzorkuvzorku močemoče sese zjistízjistí počtypočty jednotlivýchjednotlivých elementůelementů vv zornémzorném polipoli
mikroskopumikroskopu vv odečítacíodečítací komůrcekomůrce ss definovanýmdefinovaným objememobjemem (Bürkerova(Bürkerova komůrka)komůrka)

jinéjiné užitíužití:: analýzyanalýzy některýchněkterých testůtestů vv močimoči (např(např.. průkazprůkaz bílkoviny),bílkoviny), vv
mozkomíšnímmozkomíšním moku,moku, veve stolicistolici (obsah(obsah železa)železa) apodapod..
jinéjiné užitíužití:: analýzyanalýzy některýchněkterých testůtestů vv močimoči (např(např.. průkazprůkaz bílkoviny),bílkoviny), vv
mozkomíšnímmozkomíšním moku,moku, veve stolicistolici (obsah(obsah železa)železa) apodapod..,, (( )) pp

IFCCIFCC aa IUPACIUPAC:: systémsystém zkratekzkratek propro vyjadřovánívyjadřování analytickéhoanalytického nálezunálezu propro tytotyto
typytypy vzorkůvzorků nadnad rámecrámec SISI

,, (( )) pp

IFCCIFCC aa IUPACIUPAC:: systémsystém zkratekzkratek propro vyjadřovánívyjadřování analytickéhoanalytického nálezunálezu propro tytotyto
typytypy vzorkůvzorků nadnad rámecrámec SISItypytypy vzorkůvzorků nadnad rámecrámec SISItypytypy vzorkůvzorků nadnad rámecrámec SISI
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interpretace výsledku analýzyinterpretace výsledku analýzyinterpretace výsledku analýzyinterpretace výsledku analýzy

analytanalyt –– součástsoučást vzorku,vzorku, kteroukterou stanovujemestanovujeme ((kreatininkreatinin vv séruséru aa vv močimoči ))
:: stanovenístanovení ss určitouurčitou přesnostípřesností vv závislostizávislosti nana obsahu,obsahu, stabilitě,stabilitě, metoděmetodě
stanovenístanovení apodapod..

analytanalyt –– součástsoučást vzorku,vzorku, kteroukterou stanovujemestanovujeme ((kreatininkreatinin vv séruséru aa vv močimoči ))
:: stanovenístanovení ss určitouurčitou přesnostípřesností vv závislostizávislosti nana obsahu,obsahu, stabilitě,stabilitě, metoděmetodě
stanovenístanovení apodapod..stanovenístanovení apodapod..

analytickáanalytická metoda/postupmetoda/postup –– metodametoda stanovenístanovení analytuanalytu ((JafféhoJaffého reakcereakce ss
kyselinoukyselinou pikrovoupikrovou vv alkalickémalkalickém prostředíprostředí ))

stanovenístanovení apodapod..

analytickáanalytická metoda/postupmetoda/postup –– metodametoda stanovenístanovení analytuanalytu ((JafféhoJaffého reakcereakce ss
kyselinoukyselinou pikrovoupikrovou vv alkalickémalkalickém prostředíprostředí ))

výsledekvýsledek analýzyanalýzy –– hodnotahodnota veve vztahuvztahu kk diagnózediagnóze ((kreatininovákreatininová clearanceclearance))

testtest nana určitouurčitou funkcifunkci –– testovanýtestovaný stavstav veve vztahuvztahu kk diagnózediagnóze ((glomerulárníglomerulární

výsledekvýsledek analýzyanalýzy –– hodnotahodnota veve vztahuvztahu kk diagnózediagnóze ((kreatininovákreatininová clearanceclearance))

testtest nana určitouurčitou funkcifunkci –– testovanýtestovaný stavstav veve vztahuvztahu kk diagnózediagnóze ((glomerulárníglomerulárníýý gg ((gg
filtracefiltrace))

indexindex –– diagnostickédiagnostické poměrypoměry obsahuobsahu analytůanalytů

ýý gg ((gg
filtracefiltrace))

indexindex –– diagnostickédiagnostické poměrypoměry obsahuobsahu analytůanalytů

analytickáanalytická variabilitavariabilita –– preanalytickápreanalytická ii analytickáanalytická fázefáze

biologickábiologická variabilitavariabilita (BV)(BV) populacepopulace komplexníkomplexní charakterizacecharakterizace rozptylurozptylu

analytickáanalytická variabilitavariabilita –– preanalytickápreanalytická ii analytickáanalytická fázefáze

biologickábiologická variabilitavariabilita (BV)(BV) populacepopulace komplexníkomplexní charakterizacecharakterizace rozptylurozptylubiologickábiologická variabilitavariabilita (BV)(BV) populacepopulace –– komplexníkomplexní charakterizacecharakterizace rozptylurozptylu
výsledkůvýsledků biochemickýchbiochemických vyšetřenívyšetření;; sumasuma intraintra-- aa interindividuálníchinterindividuálních variabilitvariabilit

vyjádřenívyjádření:: variačnívariační koeficientkoeficient vv procentechprocentech ((CVCV ))

biologickábiologická variabilitavariabilita (BV)(BV) populacepopulace –– komplexníkomplexní charakterizacecharakterizace rozptylurozptylu
výsledkůvýsledků biochemickýchbiochemických vyšetřenívyšetření;; sumasuma intraintra-- aa interindividuálníchinterindividuálních variabilitvariabilit

vyjádřenívyjádření:: variačnívariační koeficientkoeficient vv procentechprocentech ((CVCV ))vyjádřenívyjádření:: variačnívariační koeficientkoeficient vv procentechprocentech ((CVCV ))

stanovenístanovení:: analytickéanalytické postupy,postupy, kterékteré majímají CVCV << ccacca 11//33 intervaluintervalu BVBV

vyjádřenívyjádření:: variačnívariační koeficientkoeficient vv procentechprocentech ((CVCV ))

stanovenístanovení:: analytickéanalytické postupy,postupy, kterékteré majímají CVCV << ccacca 11//33 intervaluintervalu BVBV
114114114114



dohodnutédohodnuté odchylkyodchylky odod cílovécílové hodnotyhodnoty analytuanalytu ((targettarget valuevalue,, TVTV)) –– místomísto BVBV

cílovácílová hodnotahodnota :: průměrnáprůměrná hodnotahodnota všechvšech výsledkůvýsledků souborusouboru popo jejichjejich záznamuzáznamu
ů ěů ě ýý íí č íč í

dohodnutédohodnuté odchylkyodchylky odod cílovécílové hodnotyhodnoty analytuanalytu ((targettarget valuevalue,, TVTV)) –– místomísto BVBV

cílovácílová hodnotahodnota :: průměrnáprůměrná hodnotahodnota všechvšech výsledkůvýsledků souborusouboru popo jejichjejich záznamuzáznamu
ů ěů ě ýý íí č íč í:: průměrprůměr stanovenýstanovený definitivnídefinitivní nebonebo referenčníreferenční metodou,metodou, vv

případech,případech, žeže definitivnídefinitivní aniani referenčníreferenční metodametoda zatímzatím nejsounejsou stanoveny,stanoveny, můžemůže
býtbýt užitaužita srovnávacísrovnávací metodametoda

:: průměrprůměr stanovenýstanovený definitivnídefinitivní nebonebo referenčníreferenční metodou,metodou, vv
případech,případech, žeže definitivnídefinitivní aniani referenčníreferenční metodametoda zatímzatím nejsounejsou stanoveny,stanoveny, můžemůže
býtbýt užitaužita srovnávacísrovnávací metodametodaýýýý

souvislostsouvislost mezimezi analytickýmanalytickým nálezemnálezem aa stavemstavem pacientapacientasouvislostsouvislost mezimezi analytickýmanalytickým nálezemnálezem aa stavemstavem pacientapacienta

zdravýzdravý (normální)(normální) nebonebo mámá analytanalyt vybočujícívybočující (patologické)(patologické) hodnotyhodnoty

propro běžnéběžné analytyanalyty zpracoványzpracovány tzvtzv.. referenčníreferenční hodnotyhodnoty (dříve(dříve normálnínormální čiči

zdravýzdravý (normální)(normální) nebonebo mámá analytanalyt vybočujícívybočující (patologické)(patologické) hodnotyhodnoty

propro běžnéběžné analytyanalyty zpracoványzpracovány tzvtzv.. referenčníreferenční hodnotyhodnoty (dříve(dříve normálnínormální čičipp y yy y p yp y yy ((
fyziologickéfyziologické hodnoty)hodnoty)
pp y yy y p yp y yy ((
fyziologickéfyziologické hodnoty)hodnoty)

:: referenčníreferenční hodnotyhodnoty referenčníhoreferenčního jedincejedince –– donoradonora
:: referenčníreferenční skupinyskupiny
:: referenčníreferenční populacepopulace

:: referenčníreferenční hodnotyhodnoty referenčníhoreferenčního jedincejedince –– donoradonora
:: referenčníreferenční skupinyskupiny
:: referenčníreferenční populacepopulace

mužimužiženyženy

če
tn

os
t

če
tn

os
t

:: referenčníreferenční populacepopulace

í ká á íí ká á í lýlý kůků bb kt ékt é h d tíh d tí j kj k d éd é

:: referenčníreferenční populacepopulace

í ká á íí ká á í lýlý kůků bb kt ékt é h d tíh d tí j kj k d éd é

aktivita ALPaktivita ALP

získávánízískávání:: analýzouanalýzou vzorkůvzorků osob,osob, kterékteré sese hodnotíhodnotí jakojako zdravézdravé
referenčníreferenční (fyziologický)(fyziologický) intervalinterval –– hodnotyhodnoty laboratorníholaboratorního testu,testu, mezimezi nimižnimiž
ležíleží většinavětšina hodnothodnot získanázískaná měřenímměřením referenčníreferenční populacepopulace

získávánízískávání:: analýzouanalýzou vzorkůvzorků osob,osob, kterékteré sese hodnotíhodnotí jakojako zdravézdravé
referenčníreferenční (fyziologický)(fyziologický) intervalinterval –– hodnotyhodnoty laboratorníholaboratorního testu,testu, mezimezi nimižnimiž
ležíleží většinavětšina hodnothodnot získanázískaná měřenímměřením referenčníreferenční populacepopulace 115115115115



analytické souboryanalytické souboryanalytické souboryanalytické soubory

č íč í ýý ýýč íč í ýý ýýfunkčnífunkční souborysoubory jednotlivýchjednotlivých analytickýchanalytických metodmetod

klinickoklinicko--biochemickébiochemické požadavkypožadavky lékařůlékařů
:: jaterníjaterní souborsoubor souborsoubor propro tukovýtukový metabolizmusmetabolizmus souborsoubor propro poruchyporuchy

funkčnífunkční souborysoubory jednotlivýchjednotlivých analytickýchanalytických metodmetod

klinickoklinicko--biochemickébiochemické požadavkypožadavky lékařůlékařů
:: jaterníjaterní souborsoubor souborsoubor propro tukovýtukový metabolizmusmetabolizmus souborsoubor propro poruchyporuchy:: jaterníjaterní soubor,soubor, souborsoubor propro tukovýtukový metabolizmus,metabolizmus, souborsoubor propro poruchyporuchy
glukózovéglukózové tolerancetolerance ajaj..))

jinéjiné důvodydůvody –– organizační,organizační, bezpečnostní,bezpečnostní, ekonomickéekonomické

:: jaterníjaterní soubor,soubor, souborsoubor propro tukovýtukový metabolizmus,metabolizmus, souborsoubor propro poruchyporuchy
glukózovéglukózové tolerancetolerance ajaj..))

jinéjiné důvodydůvody –– organizační,organizační, bezpečnostní,bezpečnostní, ekonomickéekonomickéjinéjiné důvodydůvody organizační,organizační, bezpečnostní,bezpečnostní, ekonomickéekonomickéjinéjiné důvodydůvody organizační,organizační, bezpečnostní,bezpečnostní, ekonomickéekonomické

akutníakutní ((statimovástatimová)) analýzaanalýza
stanovenístanovení jednohojednoho nebonebo skupinyskupiny hlavníchhlavních analytůanalytů coco nejdřívenejdříve aa nonnon--stopstop
akutníakutní ((statimovástatimová)) analýzaanalýza
stanovenístanovení jednohojednoho nebonebo skupinyskupiny hlavníchhlavních analytůanalytů coco nejdřívenejdříve aa nonnon--stopstopstanovenístanovení jednohojednoho nebonebo skupinyskupiny hlavníchhlavních analytůanalytů coco nejdřívenejdříve aa nonnon stopstop

glukózaglukóza (diabetes),(diabetes), kreatininkreatinin nebonebo močovinamočovina (ledviny),(ledviny), bilirubinbilirubin aa
aminotransferázaaminotransferáza ALTALT (jaterní(jaterní testy),testy), kreatinkinázakreatinkináza aa troponintroponin (srdce),(srdce), αα--

stanovenístanovení jednohojednoho nebonebo skupinyskupiny hlavníchhlavních analytůanalytů coco nejdřívenejdříve aa nonnon stopstop

glukózaglukóza (diabetes),(diabetes), kreatininkreatinin nebonebo močovinamočovina (ledviny),(ledviny), bilirubinbilirubin aa
aminotransferázaaminotransferáza ALTALT (jaterní(jaterní testy),testy), kreatinkinázakreatinkináza aa troponintroponin (srdce),(srdce), αα--
amylázaamyláza čiči lipázalipáza (slinivka),(slinivka), acidobazickáacidobazická rovnováharovnováha krve,krve, základnízákladní toxikologickétoxikologické
vyšetřenívyšetření aa základnízákladní vyšetřenívyšetření močimoči

ákl d íákl d í bi h i kébi h i ké š tř íš tř í

amylázaamyláza čiči lipázalipáza (slinivka),(slinivka), acidobazickáacidobazická rovnováharovnováha krve,krve, základnízákladní toxikologickétoxikologické
vyšetřenívyšetření aa základnízákladní vyšetřenívyšetření močimoči

ákl d íákl d í bi h i kébi h i ké š tř íš tř ízákladnízákladní biochemickébiochemické vyšetřenívyšetření
základnízákladní ((screeningovéscreeningové)) vyšetřenívyšetření analytůanalytů charakterizujícíchcharakterizujících činnostčinnost hlavníchhlavních
tělesnýchtělesných orgánůorgánů aa funkcífunkcí

základnízákladní biochemickébiochemické vyšetřenívyšetření
základnízákladní ((screeningovéscreeningové)) vyšetřenívyšetření analytůanalytů charakterizujícíchcharakterizujících činnostčinnost hlavníchhlavních
tělesnýchtělesných orgánůorgánů aa funkcífunkcí

celkovoucelkovou bílkovinu,bílkovinu, bilirubin,bilirubin, kreatinin,kreatinin, močovinu,močovinu, glukózu,glukózu, cholesterol,cholesterol, kyselinukyselinu
močovou,močovou, ALP,ALP, aminotransferázyaminotransferázy ALTALT aa AST,AST, popřpopř.. GMTGMT nebonebo CKCK
celkovoucelkovou bílkovinu,bílkovinu, bilirubin,bilirubin, kreatinin,kreatinin, močovinu,močovinu, glukózu,glukózu, cholesterol,cholesterol, kyselinukyselinu
močovou,močovou, ALP,ALP, aminotransferázyaminotransferázy ALTALT aa AST,AST, popřpopř.. GMTGMT nebonebo CKCK 116116116116



základnízákladní hematologickéhematologické vyšetřenívyšetření
t ít í k íhk íh bb

základnízákladní hematologickéhematologické vyšetřenívyšetření
t ít í k íhk íh bbstanovenístanovení krevníhokrevního obrazuobrazu

hemoglobin,hemoglobin, erytrocyty,erytrocyty, hematokrit,hematokrit, leukocyty,leukocyty, trombocyty,trombocyty, retikulocyty,retikulocyty,
osmotickouosmotickou rezistencirezistenci erytrocytůerytrocytů bazofilníbazofilní tečkovánítečkování erytrocytůerytrocytů apodapod

stanovenístanovení krevníhokrevního obrazuobrazu

hemoglobin,hemoglobin, erytrocyty,erytrocyty, hematokrit,hematokrit, leukocyty,leukocyty, trombocyty,trombocyty, retikulocyty,retikulocyty,
osmotickouosmotickou rezistencirezistenci erytrocytůerytrocytů bazofilníbazofilní tečkovánítečkování erytrocytůerytrocytů apodapodosmotickouosmotickou rezistencirezistenci erytrocytů,erytrocytů, bazofilníbazofilní tečkovánítečkování erytrocytůerytrocytů apodapod..

organizačníorganizační dělenídělení analýzanalýz dodo souborůsouborů

osmotickouosmotickou rezistencirezistenci erytrocytů,erytrocytů, bazofilníbazofilní tečkovánítečkování erytrocytůerytrocytů apodapod..

organizačníorganizační dělenídělení analýzanalýz dodo souborůsouborů

imunochemickáimunochemická vyšetřenívyšetření
imunoelektroforézaimunoelektroforéza
é éé é bílk ibílk i 11 f t t if t t i i l b lii l b li AA GG MM lb ilb i 11

imunochemickáimunochemická vyšetřenívyšetření
imunoelektroforézaimunoelektroforéza
é éé é bílk ibílk i 11 f t t if t t i i l b lii l b li AA GG MM lb ilb i 11sérovésérové bílkoviny,bílkoviny, αα11--fetoproteinfetoprotein,, imunoglobulinyimunoglobuliny A,A, G,G, M,M, prealbuminprealbumin,, αα11--

antitrypsinantitrypsin,, αα22--makroglobulinmakroglobulin,, transferin,transferin, ceruloplasminceruloplasmin,, CRP,CRP, prostatickýprostatický
specifickýspecifický antigenantigen ajaj..

sérovésérové bílkoviny,bílkoviny, αα11--fetoproteinfetoprotein,, imunoglobulinyimunoglobuliny A,A, G,G, M,M, prealbuminprealbumin,, αα11--
antitrypsinantitrypsin,, αα22--makroglobulinmakroglobulin,, transferin,transferin, ceruloplasminceruloplasmin,, CRP,CRP, prostatickýprostatický
specifickýspecifický antigenantigen ajaj..

radioimunoanalytickáradioimunoanalytická vyšetřenívyšetření
thyroxinthyroxin,, trijodtyronintrijodtyronin,, thyreotropinthyreotropin,, luteinizačníluteinizační hormon,hormon, folikulyfolikuly stimulujícíhostimulujícího
radioimunoanalytickáradioimunoanalytická vyšetřenívyšetření
thyroxinthyroxin,, trijodtyronintrijodtyronin,, thyreotropinthyreotropin,, luteinizačníluteinizační hormon,hormon, folikulyfolikuly stimulujícíhostimulujícíhoyy ,, j yj y ,, y py p ,, ,, yy jj
hormonu,hormonu, prolaktin,prolaktin, choriogonadotropinchoriogonadotropin,, estradiol,estradiol, progesteronprogesteron ajaj..

vyšetřenívyšetření mozkomíšníhomozkomíšního mokumoku

yy ,, j yj y ,, y py p ,, ,, yy jj
hormonu,hormonu, prolaktin,prolaktin, choriogonadotropinchoriogonadotropin,, estradiol,estradiol, progesteronprogesteron ajaj..

vyšetřenívyšetření mozkomíšníhomozkomíšního mokumokuvyšetřenívyšetření mozkomíšníhomozkomíšního mokumoku
chemickéchemické stanovenístanovení analytůanalytů ++ různérůzné speciálníspeciální testytesty
vyšetřenívyšetření mozkomíšníhomozkomíšního mokumoku
chemickéchemické stanovenístanovení analytůanalytů ++ různérůzné speciálníspeciální testytesty
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základnízákladní vyšetřenívyšetření močimoči
pH,pH, dusitany,dusitany, bílkovina,bílkovina, glukóza,glukóza, bilirubin,bilirubin, urobilinogen,urobilinogen, ketolátky,ketolátky, osmolalita,osmolalita,
základnízákladní vyšetřenívyšetření močimoči
pH,pH, dusitany,dusitany, bílkovina,bílkovina, glukóza,glukóza, bilirubin,bilirubin, urobilinogen,urobilinogen, ketolátky,ketolátky, osmolalita,osmolalita,
erytrocytyerytrocyty aa hemoglobin,hemoglobin, leukocyty,leukocyty, vyšetřenívyšetření močovéhomočového sedimentusedimentuerytrocytyerytrocyty aa hemoglobin,hemoglobin, leukocyty,leukocyty, vyšetřenívyšetření močovéhomočového sedimentusedimentu

doplňkovédoplňkové analýzyanalýzydoplňkovédoplňkové analýzyanalýzy
morfologickámorfologická analýzaanalýza močovéhomočového sedimentusedimentu (epitelie,(epitelie, válceválce granulované,granulované,
voskové,voskové, epitelové,epitelové, erytrocytární,erytrocytární, leukocytové,leukocytové, žlučové,žlučové, pseudoválce,pseudoválce, spermiespermie aa
mikrobymikroby (kvasinky,(kvasinky, bakterie,bakterie, trichomonady,trichomonady, plísně)plísně)

morfologickámorfologická analýzaanalýza močovéhomočového sedimentusedimentu (epitelie,(epitelie, válceválce granulované,granulované,
voskové,voskové, epitelové,epitelové, erytrocytární,erytrocytární, leukocytové,leukocytové, žlučové,žlučové, pseudoválce,pseudoválce, spermiespermie aa
mikrobymikroby (kvasinky,(kvasinky, bakterie,bakterie, trichomonady,trichomonady, plísně)plísně)yy ( y,( y, ,, y,y, p )p )yy ( y,( y, ,, y,y, p )p )

drugdrug monitoringmonitoring
kontrolakontrola hladinyhladiny těchtěch léčiv,léčiv, kterákterá jsoujsou veve většíchvětších dávkáchdávkách toxickátoxická aa hrozíhrozí jejichjejich
drugdrug monitoringmonitoring
kontrolakontrola hladinyhladiny těchtěch léčiv,léčiv, kterákterá jsoujsou veve většíchvětších dávkáchdávkách toxickátoxická aa hrozíhrozí jejichjejichyy ,, jj j jj j
předávkování,předávkování, nebonebo protožeprotože majímají lidélidé nana některáněkterá léčivaléčiva individuálníindividuální tolerancitoleranci

speciálníspeciální analyzátoryanalyzátory
jč tějijč těji it ý iit ý i léčiléči di idi i f t if t i f b bit lf b bit l k lik li

yy ,, jj j jj j
předávkování,předávkování, nebonebo protožeprotože majímají lidélidé nana některáněkterá léčivaléčiva individuálníindividuální tolerancitoleranci

speciálníspeciální analyzátoryanalyzátory
jč tějijč těji it ý iit ý i léčiléči di idi i f t if t i f b bit lf b bit l k lik linejčastějinejčastěji monitorovanýmimonitorovanými léčivyléčivy –– digoxindigoxin,, fenytoinfenytoin,, fenobarbital,fenobarbital, kyselinakyselina

valproovávalproová,, diazepam,diazepam, theofylintheofylin,, gentamicingentamicin,, tobramicintobramicin,, methotrexatmethotrexat,,
cyklosporincyklosporin aa daldal..

nejčastějinejčastěji monitorovanýmimonitorovanými léčivyléčivy –– digoxindigoxin,, fenytoinfenytoin,, fenobarbital,fenobarbital, kyselinakyselina
valproovávalproová,, diazepam,diazepam, theofylintheofylin,, gentamicingentamicin,, tobramicintobramicin,, methotrexatmethotrexat,,
cyklosporincyklosporin aa daldal..

drogydrogy ((drugsdrugs ofof abuseabuse))
instrumentálníinstrumentální metodymetody (HPLC,(HPLC, GC,GC, MS,MS, CZECZE apodapod..))
drogydrogy ((drugsdrugs ofof abuseabuse))
instrumentálníinstrumentální metodymetody (HPLC,(HPLC, GC,GC, MS,MS, CZECZE apodapod..))

alkohol,alkohol, amphetaminamphetamin,, barbituranybarbiturany,, benzodiazepinybenzodiazepiny,, cannabinoidycannabinoidy,, kokain,kokain,
methadonmethadon,, opiáty,opiáty, antidepresiva,antidepresiva, anabolickéanabolické steroidysteroidy ajaj..
alkohol,alkohol, amphetaminamphetamin,, barbituranybarbiturany,, benzodiazepinybenzodiazepiny,, cannabinoidycannabinoidy,, kokain,kokain,
methadonmethadon,, opiáty,opiáty, antidepresiva,antidepresiva, anabolickéanabolické steroidysteroidy ajaj..
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vybrané instrumentální analytické metodyvybrané instrumentální analytické metody
v laboratorní medicíněv laboratorní medicíně
vybrané instrumentální analytické metodyvybrané instrumentální analytické metody
v laboratorní medicíněv laboratorní medicíněv laboratorní medicíněv laboratorní medicíněv laboratorní medicíněv laboratorní medicíně

spektrometrické metodyspektrometrické metody

: UV: UV--Vis, Vis, fluorimetriefluorimetrie

spektrometrické metodyspektrometrické metody

: UV: UV--Vis, Vis, fluorimetriefluorimetrie,,
: AAS, AES: AAS, AES
: : hmotnostní spektrometriehmotnostní spektrometrie

,,
: AAS, AES: AAS, AES
: : hmotnostní spektrometriehmotnostní spektrometrie

elektrochemickéelektrochemické

:: coulometriecoulometrie potenciometriepotenciometrie

elektrochemickéelektrochemické

:: coulometriecoulometrie potenciometriepotenciometrie: : coulometriecoulometrie, , potenciometriepotenciometrie

separační metodyseparační metody

: : coulometriecoulometrie, , potenciometriepotenciometrie

separační metodyseparační metody

: : chromatografiechromatografie (kapalinová, plynová)(kapalinová, plynová)
: : elektroforézaelektroforéza (gelová, kapilární)(gelová, kapilární)
: : chromatografiechromatografie (kapalinová, plynová)(kapalinová, plynová)
: : elektroforézaelektroforéza (gelová, kapilární)(gelová, kapilární)
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vysokoúčinnávysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC)kapalinová chromatografie (HPLC)vysokoúčinnávysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC)kapalinová chromatografie (HPLC)
principprincipprincipprincip
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principprincip
separaceseparace dledle různýchrůzných rozdělovacíchrozdělovacích konstantkonstant analytůanalytů vv systémusystému dvoudvou fázífází
(pevná(pevná--kapalná)kapalná)

principprincip
separaceseparace dledle různýchrůzných rozdělovacíchrozdělovacích konstantkonstant analytůanalytů vv systémusystému dvoudvou fázífází
(pevná(pevná--kapalná)kapalná)

rozdělovacírozdělovací poměrpoměr DD DD == CCSS /C/CMM

CCSS –– koncentracekoncentrace analytuanalytu nana stacionárnístacionární fázi,fázi, CCMM –– koncentracekoncentrace veve fázifázi mobilnímobilní

rozdělovacírozdělovací poměrpoměr DD DD == CCSS /C/CMM

CCSS –– koncentracekoncentrace analytuanalytu nana stacionárnístacionární fázi,fázi, CCMM –– koncentracekoncentrace veve fázifázi mobilnímobilníSS MM

retenčníretenční časčas ttRR
:: čas,čas, zaza kterýkterý analytanalyt projdeprojde kolonoukolonou

SS MM

retenčníretenční časčas ttRR
:: čas,čas, zaza kterýkterý analytanalyt projdeprojde kolonoukolonou

mrtvýmrtvý (nulový)(nulový) časčas ttMM
:: čas,čas, zaza kterýkterý projdeprojde kolonoukolonou samotnásamotná mobilnímobilní fáze,fáze, nebonebo neinteragujícíneinteragující látkylátky
(jejich(jejich tt tt ))

mrtvýmrtvý (nulový)(nulový) časčas ttMM
:: čas,čas, zaza kterýkterý projdeprojde kolonoukolonou samotnásamotná mobilnímobilní fáze,fáze, nebonebo neinteragujícíneinteragující látkylátky
(jejich(jejich tt tt ))(jejich(jejich ttRR == ttMM))

sorpcesorpce –– analytanalyt zz mobilnímobilní fázefáze sese zachytízachytí nana fázifázi stacionárnístacionární
desorpcedesorpce –– obrácenýobrácený procesproces

(jejich(jejich ttRR == ttMM))

sorpcesorpce –– analytanalyt zz mobilnímobilní fázefáze sese zachytízachytí nana fázifázi stacionárnístacionární
desorpcedesorpce –– obrácenýobrácený procesprocesdesorpcedesorpce obrácenýobrácený procesproces
chromatografiechromatografie –– dynamickádynamická rovnováharovnováha sorpcesorpce aa desorpcedesorpce analytuanalytu

čtyřičtyři hlavníhlavní sorpčnísorpční mechanizmymechanizmy:: adsorpce,adsorpce, rozdělenírozdělení (obdoba(obdoba extrakce),extrakce),

desorpcedesorpce obrácenýobrácený procesproces
chromatografiechromatografie –– dynamickádynamická rovnováharovnováha sorpcesorpce aa desorpcedesorpce analytuanalytu

čtyřičtyři hlavníhlavní sorpčnísorpční mechanizmymechanizmy:: adsorpce,adsorpce, rozdělenírozdělení (obdoba(obdoba extrakce),extrakce),
iontovouiontovou výměnuvýměnu nana iontoměničíchiontoměničích aa sterickésterické vylučovánívylučování (stacionární(stacionární fázefáze ss
kontrolovanoukontrolovanou porozitu,porozitu, dělenídělení láteklátek dledle jejichjejich velikostivelikosti aa molekulovémolekulové hmotnosti)hmotnosti)
iontovouiontovou výměnuvýměnu nana iontoměničíchiontoměničích aa sterickésterické vylučovánívylučování (stacionární(stacionární fázefáze ss
kontrolovanoukontrolovanou porozitu,porozitu, dělenídělení láteklátek dledle jejichjejich velikostivelikosti aa molekulovémolekulové hmotnosti)hmotnosti)
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adsorpceadsorpce –– povrchovýpovrchový efektefekt působenýpůsobený elektrostatickýmielektrostatickými interakcemiinterakcemi (vodíkové(vodíkové
můstky,můstky, vazbavazba dipóldipól--dipóldipól aa vazbavazba dipóldipól--indukovanýindukovaný dipól)dipól)
adsorpceadsorpce –– povrchovýpovrchový efektefekt působenýpůsobený elektrostatickýmielektrostatickými interakcemiinterakcemi (vodíkové(vodíkové
můstky,můstky, vazbavazba dipóldipól--dipóldipól aa vazbavazba dipóldipól--indukovanýindukovaný dipól)dipól)

analytyanalyty soutěžísoutěží ss mobilnímobilní fázífází oo limitovanýlimitovaný početpočet vazebnýchvazebných místmíst nana
povrchupovrchu adsorbentuadsorbentu
analytyanalyty soutěžísoutěží ss mobilnímobilní fázífází oo limitovanýlimitovaný početpočet vazebnýchvazebných místmíst nana
povrchupovrchu adsorbentuadsorbentupp

chromatografickéchromatografické dělenídělení látkylátky –– symetrickýsymetrický nebolineboli gaussovskýgaussovský koncentračníkoncentrační
profilprofil veve směrusměru pohybupohybu mobilnímobilní fázefáze tzvtzv zónyzóny čiličili píkypíky

pp

chromatografickéchromatografické dělenídělení látkylátky –– symetrickýsymetrický nebolineboli gaussovskýgaussovský koncentračníkoncentrační
profilprofil veve směrusměru pohybupohybu mobilnímobilní fázefáze tzvtzv zónyzóny čiličili píkypíkyprofilprofil veve směrusměru pohybupohybu mobilnímobilní fáze,fáze, tzvtzv.. zónyzóny čiličili píkypíky

kvalitakvalita chromatografickéhochromatografického dělenídělení
:: účinnostúčinnost kolonykolony

profilprofil veve směrusměru pohybupohybu mobilnímobilní fáze,fáze, tzvtzv.. zónyzóny čiličili píkypíky

kvalitakvalita chromatografickéhochromatografického dělenídělení
:: účinnostúčinnost kolonykolony

laminární tok
kapaliny
laminární tok
kapaliny

:: účinnostúčinnost kolonykolony
početpočet teoretickýchteoretických paterpater NN NN == 55..5454*(*(ttRR //WW))22

WW –– šířkašířka píkupíku vv poloviněpolovině jehojeho výškyvýšky

:: účinnostúčinnost kolonykolony
početpočet teoretickýchteoretických paterpater NN NN == 55..5454*(*(ttRR //WW))22

WW –– šířkašířka píkupíku vv poloviněpolovině jehojeho výškyvýšky

výškovývýškový ekvivalentekvivalent teoretickéhoteoretického patrapatra HH HH == LL //NN
LL –– délkadélka kolonykolony
vysokévysoké HH ⇒⇒ účinnéúčinné dělenídělení multikomponentníchmultikomponentních směsísměsí láteklátek

výškovývýškový ekvivalentekvivalent teoretickéhoteoretického patrapatra HH HH == LL //NN
LL –– délkadélka kolonykolony
vysokévysoké HH ⇒⇒ účinnéúčinné dělenídělení multikomponentníchmultikomponentních směsísměsí láteklátek n

ál
u

n
ál

u ΔtRΔtR

vysokévysoké HH ⇒⇒ účinnéúčinné dělenídělení multikomponentníchmultikomponentních směsísměsí láteklátek

rozlišenírozlišení RRSS RRSS == 22**ΔΔttRR // ((WW11 ++ WW22))
:: odděleníoddělení dvoudvou sousedníchsousedních píkůpíků

vysokévysoké HH ⇒⇒ účinnéúčinné dělenídělení multikomponentníchmultikomponentních směsísměsí láteklátek

rozlišenírozlišení RRSS RRSS == 22**ΔΔttRR // ((WW11 ++ WW22))
:: odděleníoddělení dvoudvou sousedníchsousedních píkůpíků te

n
zi

ta
 s

ig
n

te
n

zi
ta

 s
ig

n

W1W1 W2W2

:: odděleníoddělení dvoudvou sousedníchsousedních píkůpíků

RRSS ≥≥ 11..55 uspokojující,uspokojující, RRSS == 11..55 jeje tzvtzv.. dělenídělení nana základnízákladní liniilinii

:: odděleníoddělení dvoudvou sousedníchsousedních píkůpíků

RRSS ≥≥ 11..55 uspokojující,uspokojující, RRSS == 11..55 jeje tzvtzv.. dělenídělení nana základnízákladní liniilinii

in
t

in
t

časčas
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stacionárnístacionární fázefáze (SF)(SF)
chemickychemicky modifikovanémodifikované silikagelysilikagely nebonebo různérůzné kopolymerykopolymery
stacionárnístacionární fázefáze (SF)(SF)
chemickychemicky modifikovanémodifikované silikagelysilikagely nebonebo různérůzné kopolymerykopolymerychemickychemicky modifikovanémodifikované silikagelysilikagely nebonebo různérůzné kopolymerykopolymery

silikagelsilikagel SiSi--OHOH –– polárnípolární aa slaběslabě kyselýkyselý
modifikacemodifikace alk lchlo silanalk lchlo silan ss délkodélko alifatickéhoalifatického hlíko éhohlíko ého řetě ceřetě ce 11 ažaž 1818

chemickychemicky modifikovanémodifikované silikagelysilikagely nebonebo různérůzné kopolymerykopolymery

silikagelsilikagel SiSi--OHOH –– polárnípolární aa slaběslabě kyselýkyselý
modifikacemodifikace alk lchlo silanalk lchlo silan ss délkodélko alifatickéhoalifatického hlíko éhohlíko ého řetě ceřetě ce 11 ažaž 1818:: modifikacemodifikace alkylchlorsilanyalkylchlorsilany ss délkoudélkou alifatickéhoalifatického uhlíkovéhouhlíkového řetězceřetězce 11 ažaž 1818;;

hydrolytickyhydrolyticky stáléstálé siloxanysiloxany ss typickýmitypickými vazbamivazbami SiSi--OO--SiSi--CC
:: nejužívanějšínejužívanější fázefáze –– oktadecylsiloxanyoktadecylsiloxany ((ODSODS čiličili CC1818));; tzvtzv.. reverzníreverzní fázefáze

:: modifikacemodifikace alkylchlorsilanyalkylchlorsilany ss délkoudélkou alifatickéhoalifatického uhlíkovéhouhlíkového řetězceřetězce 11 ažaž 1818;;
hydrolytickyhydrolyticky stáléstálé siloxanysiloxany ss typickýmitypickými vazbamivazbami SiSi--OO--SiSi--CC
:: nejužívanějšínejužívanější fázefáze –– oktadecylsiloxanyoktadecylsiloxany ((ODSODS čiličili CC1818));; tzvtzv.. reverzníreverzní fázefáze

mobilnímobilní fázefáze (MF)(MF)
dledle polaritypolarity:: nn--hexan,hexan, cyklohexan,cyklohexan, metylbenzen,metylbenzen, chlorovanéchlorované uhlovodíky,uhlovodíky,
mobilnímobilní fázefáze (MF)(MF)
dledle polaritypolarity:: nn--hexan,hexan, cyklohexan,cyklohexan, metylbenzen,metylbenzen, chlorovanéchlorované uhlovodíky,uhlovodíky,
tetrahydrofuran,tetrahydrofuran, aceton,aceton, acetonitril,acetonitril, isoiso--propanol,propanol, etanol,etanol, metanol,metanol, vodavoda……

jednotlivějednotlivě nebonebo jejichjejich mísitelnémísitelné směsisměsi

tetrahydrofuran,tetrahydrofuran, aceton,aceton, acetonitril,acetonitril, isoiso--propanol,propanol, etanol,etanol, metanol,metanol, vodavoda……

jednotlivějednotlivě nebonebo jejichjejich mísitelnémísitelné směsisměsijednotlivějednotlivě nebonebo jejichjejich mísitelnémísitelné směsisměsijednotlivějednotlivě nebonebo jejichjejich mísitelnémísitelné směsisměsi

MFMF tečeteče podpod tlakemtlakem ažaž 4040 MPa,MPa, rychlostírychlostí tokutoku asiasi 00..0505 –– 22..0000 ml/minml/minMFMF tečeteče podpod tlakemtlakem ažaž 4040 MPa,MPa, rychlostírychlostí tokutoku asiasi 00..0505 –– 22..0000 ml/minml/min

reverzníreverzní HPLCHPLC –– směssměs metanolumetanolu nebonebo acetonitriluacetonitrilu ss vodouvodou nebonebo ss roztokemroztokem
pufrupufru
reverzníreverzní HPLCHPLC –– směssměs metanolumetanolu nebonebo acetonitriluacetonitrilu ss vodouvodou nebonebo ss roztokemroztokem
pufrupufru

velmivelmi důležitédůležité pHpH vodnévodné složkysložky –– ionizovanéionizované formyformy láteklátek menšímenší afinituafinitu kk CC1818velmivelmi důležitédůležité pHpH vodnévodné složkysložky –– ionizovanéionizované formyformy láteklátek menšímenší afinituafinitu kk CC1818
122122122122



kolonykolony propro HPLCHPLC
konvenčníkonvenční –– nerezovánerezová ocel,ocel, délkadélka 33 dodo 2525 cm,cm, vnitřnívnitřní průměrprůměr 33 –– 55 mmmm

ik k lik k l délkdélk 55 5050 itř íitř í ů ěů ě 00 55 22

kolonykolony propro HPLCHPLC
konvenčníkonvenční –– nerezovánerezová ocel,ocel, délkadélka 33 dodo 2525 cm,cm, vnitřnívnitřní průměrprůměr 33 –– 55 mmmm

ik k lik k l délkdélk 55 5050 itř íitř í ů ěů ě 00 55 22mikrokolonymikrokolony –– délkadélka 55 –– 5050 cm,cm, vnitřnívnitřní průměrprůměr 00..55 –– 22 mmmm

kapilárníkapilární HPLCHPLC

mikrokolonymikrokolony –– délkadélka 55 –– 5050 cm,cm, vnitřnívnitřní průměrprůměr 00..55 –– 22 mmmm

kapilárníkapilární HPLCHPLC

detekcedetekce signálusignálu
:: vv MFMF popo elucieluci zz kolonykolony
detekcedetekce signálusignálu
:: vv MFMF popo elucieluci zz kolonykolonypp yy

fotometryfotometry UVUV--VisVis (PDA/DAD),(PDA/DAD), fluorimetry,fluorimetry, refraktometry,refraktometry, elektrochemickéelektrochemické
detektory,detektory, nověnově hmotnostníhmotnostní spektrometriespektrometrie

pp yy

fotometryfotometry UVUV--VisVis (PDA/DAD),(PDA/DAD), fluorimetry,fluorimetry, refraktometry,refraktometry, elektrochemickéelektrochemické
detektory,detektory, nověnově hmotnostníhmotnostní spektrometriespektrometrie

citlivostcitlivost HPLCHPLC detektorůdetektorů
:: refraktometrickérefraktometrické aa vodivostnívodivostní detektorydetektory 55 1010––77 g/cmg/cm33
citlivostcitlivost HPLCHPLC detektorůdetektorů
:: refraktometrickérefraktometrické aa vodivostnívodivostní detektorydetektory 55 1010––77 g/cmg/cm33:: refraktometrickérefraktometrické aa vodivostnívodivostní detektorydetektory 55..1010 77 g/cmg/cm33

:: fotometrickéfotometrické detektorydetektory 1010––1010 g/cmg/cm33

:: fluorimetrickéfluorimetrické aa ampérometrickéampérometrické detektorydetektory dodo 1010––1212 g/cmg/cm33

:: refraktometrickérefraktometrické aa vodivostnívodivostní detektorydetektory 55..1010 77 g/cmg/cm33

:: fotometrickéfotometrické detektorydetektory 1010––1010 g/cmg/cm33

:: fluorimetrickéfluorimetrické aa ampérometrickéampérometrické detektorydetektory dodo 1010––1212 g/cmg/cm33
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aplikace aplikace HPLCHPLC v laboratorní diagnosticev laboratorní diagnosticeaplikace aplikace HPLCHPLC v laboratorní diagnosticev laboratorní diagnostice

syndrom fragilního chromozómu Xsyndrom fragilního chromozómu Xsyndrom fragilního chromozómu Xsyndrom fragilního chromozómu Xsyndrom fragilního chromozómu X syndrom fragilního chromozómu X syndrom fragilního chromozómu X syndrom fragilního chromozómu X 
příčinapříčina vrozenévrozené mentálnímentální retardaceretardace ((22.. nejčastějšínejčastější popo DownověDownově chorobě)chorobě)

projevyprojevy:: obličejováobličejová dysmorfie,dysmorfie, velkévelké uši,uši, velkávelká tvářtvář ss výraznouvýraznou bradoubradou aa čelistíčelistí

příčinapříčina vrozenévrozené mentálnímentální retardaceretardace ((22.. nejčastějšínejčastější popo DownověDownově chorobě)chorobě)

projevyprojevy:: obličejováobličejová dysmorfie,dysmorfie, velkévelké uši,uši, velkávelká tvářtvář ss výraznouvýraznou bradoubradou aa čelistíčelistíprojevyprojevy:: obličejováobličejová dysmorfie,dysmorfie, velkévelké uši,uši, velkávelká tvářtvář ss výraznouvýraznou bradoubradou aa čelistíčelistí
poruchyporuchy chováníchování:: stereotyp,stereotyp, špatnášpatná komunikace,komunikace, hyperaktivitahyperaktivita aa špatnášpatná
prostorováprostorová orientaceorientace

projevyprojevy:: obličejováobličejová dysmorfie,dysmorfie, velkévelké uši,uši, velkávelká tvářtvář ss výraznouvýraznou bradoubradou aa čelistíčelistí
poruchyporuchy chováníchování:: stereotyp,stereotyp, špatnášpatná komunikace,komunikace, hyperaktivitahyperaktivita aa špatnášpatná
prostorováprostorová orientaceorientace

defektnídefektní gengen FMRFMR 11 nana chromozómuchromozómu XX ((fragilefragile XX mentalmental retardationretardation genegene 11))
mutacemutace:: zmnoženízmnožení trinukleotidovýchtrinukleotidových repeticírepeticí ((SNPSNP,, singlesingle nucleotidenucleotide
polymorphismpolymorphism))

defektnídefektní gengen FMRFMR 11 nana chromozómuchromozómu XX ((fragilefragile XX mentalmental retardationretardation genegene 11))
mutacemutace:: zmnoženízmnožení trinukleotidovýchtrinukleotidových repeticírepeticí ((SNPSNP,, singlesingle nucleotidenucleotide
polymorphismpolymorphism))p y pp y p ))
:: FraFra XX –– zmnoženízmnožení repeticerepetice CGGCGG aa následnánásledná metylacemetylace cytosinucytosinu
:: metylacemetylace cytosinucytosinu vv sekvencisekvenci CGGCGG ⇒⇒ potlačenípotlačení expreseexprese genugenu ⇒⇒ projevyprojevy FraFra XX

dldl b hb h d idi f fád idi f fá ((dCMPdCMP)) j hj h l éhl éh

p y pp y p ))
:: FraFra XX –– zmnoženízmnožení repeticerepetice CGGCGG aa následnánásledná metylacemetylace cytosinucytosinu
:: metylacemetylace cytosinucytosinu vv sekvencisekvenci CGGCGG ⇒⇒ potlačenípotlačení expreseexprese genugenu ⇒⇒ projevyprojevy FraFra XX

dldl b hb h d idi f fád idi f fá ((dCMPdCMP)) j hj h l éhl éhpodlepodle obsahuobsahu deoxycytidinmonofosfátudeoxycytidinmonofosfátu ((dCMPdCMP)) aa jehojeho metylovanéhometylovaného
derivátuderivátu ((mdCMPmdCMP)) aa podlepodle počtupočtu repeticírepeticí CGGCGG můžemůže mítmít gengen FMRFMR 11 třitři
stadiastadia::

podlepodle obsahuobsahu deoxycytidinmonofosfátudeoxycytidinmonofosfátu ((dCMPdCMP)) aa jehojeho metylovanéhometylovaného
derivátuderivátu ((mdCMPmdCMP)) aa podlepodle počtupočtu repeticírepeticí CGGCGG můžemůže mítmít gengen FMRFMR 11 třitři
stadiastadia::

stav FRM 1stav FRM 1 dCMP [%]dCMP [%] mdCMP [%]mdCMP [%] počet CGGpočet CGG

normálnínormální 70 70 –– 100100 0 0 –– 3030 6 6 –– 5353

t č ít č í 5050 7070 3030 5050 200200premutačnípremutační 50 50 –– 7070 30 30 –– 5050 < 200< 200

mutačnímutační 10 10 –– 5050 50 50 –– 9090 > 200> 200
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stanovení poměru obsahu dCMP/mdCMPstanovení poměru obsahu dCMP/mdCMPstanovení poměru obsahu dCMP/mdCMPstanovení poměru obsahu dCMP/mdCMP
diagnostika Fra X syndromudiagnostika Fra X syndromudiagnostika Fra X syndromudiagnostika Fra X syndromudiagnostika Fra X syndromudiagnostika Fra X syndromudiagnostika Fra X syndromudiagnostika Fra X syndromu

buňkabuňka ⇒⇒ DNADNA endonukleázaendonukleáza MspMsp II>>buňkabuňka ⇒⇒ DNADNA endonukleázaendonukleáza MspMsp II>>

dAMPdAMP dTMPdTMP

nukleotidtrifosfátynukleotidtrifosfáty exonukleázaexonukleáza IIIIII>>

nukleotidmonofosfátynukleotidmonofosfáty

nukleotidtrifosfátynukleotidtrifosfáty exonukleázaexonukleáza IIIIII>>

nukleotidmonofosfátynukleotidmonofosfáty

mdCMP má R = CH3mdCMP má R = CH3
dCMPdCMPdGMPdGMP

(mdC(mdCMP MP // dCdCMPMP))11 vsvs.. (mdC(mdCMP MP // dCdCMPMP))22(mdC(mdCMP MP // dCdCMPMP))11 vsvs.. (mdC(mdCMP MP // dCdCMPMP))22

%%mdCmdCMPMP = = mdCmdCMP MP // (mdC(mdCMP MP ++ dCdCMPMP))

kontrolní poměrykontrolní poměry

%%mdCmdCMPMP = = mdCmdCMP MP // (mdC(mdCMP MP ++ dCdCMPMP))

kontrolní poměrykontrolní poměry 70
dA(m

AU
)

70
dA(m

AU
)

kontrolní poměrykontrolní poměry

(mdC(mdCMP MP ++ dCdCMPMP)) // dGdGMP = 1MP = 1
dAdAMPMP // dTdTMP =MP = 11

kontrolní poměrykontrolní poměry

(mdC(mdCMP MP ++ dCdCMPMP)) // dGdGMP = 1MP = 1
dAdAMPMP // dTdTMP =MP = 11

40
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dCA 27
0 

nm
 (
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60
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dG

dCA 27
0 

nm
 (

dAdAMP MP // dTdTMP = MP = 11dAdAMP MP // dTdTMP = MP = 11

zlepšení citlivosti o řádzlepšení citlivosti o řád
UVUV--Vis Vis ⇒⇒ fluorescenční detekcefluorescenční detekce
zlepšení citlivosti o řádzlepšení citlivosti o řád
UVUV--Vis Vis ⇒⇒ fluorescenční detekcefluorescenční detekce
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derivace derivace dansylchloridemdansylchloridemderivace derivace dansylchloridemdansylchloridem
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kapilární elektroforéza (CE)kapilární elektroforéza (CE)kapilární elektroforéza (CE)kapilární elektroforéza (CE)

principprincip
separaceseparace dledle různýchrůzných elektroforetickýchelektroforetických mobilitmobilit analytůanalytů vv potenciálovémpotenciálovém

di tdi t l kt i kéhl kt i kéh lili

principprincip
separaceseparace dledle různýchrůzných elektroforetickýchelektroforetických mobilitmobilit analytůanalytů vv potenciálovémpotenciálovém

di tdi t l kt i kéhl kt i kéh liligradientugradientu elektrickéhoelektrického polipoligradientugradientu elektrickéhoelektrického polipoli

dd –– vzdálenostvzdálenost kteroukterou analytanalyt uputujeuputuje popo zavedenízavedení potenciálupotenciálu EE mezimezi dvěmadvěmadd –– vzdálenostvzdálenost kteroukterou analytanalyt uputujeuputuje popo zavedenízavedení potenciálupotenciálu EE mezimezi dvěmadvěmadd –– vzdálenost,vzdálenost, kteroukterou analytanalyt uputujeuputuje popo zavedenízavedení potenciálupotenciálu EE mezimezi dvěmadvěma
elektrodamielektrodami vzdálenýmivzdálenými odod sebesebe SS zaza časčas tt

d = d = μμ * t * t * (E / S)* (E / S)

dd –– vzdálenost,vzdálenost, kteroukterou analytanalyt uputujeuputuje popo zavedenízavedení potenciálupotenciálu EE mezimezi dvěmadvěma
elektrodamielektrodami vzdálenýmivzdálenými odod sebesebe SS zaza časčas tt

d = d = μμ * t * t * (E / S)* (E / S)

μμ –– elektroforetickáelektroforetická mobilitamobilita ((jeje funkcífunkcí náboje,náboje, molekulovémolekulové hmotnostihmotnosti aa tvarutvaru
molekulymolekuly;; frikčnífrikční sílysíly –– zpomalujízpomalují migracimigraci veve viskóznímviskózním elektrolytu)elektrolytu)
μμ –– elektroforetickáelektroforetická mobilitamobilita ((jeje funkcífunkcí náboje,náboje, molekulovémolekulové hmotnostihmotnosti aa tvarutvaru
molekulymolekuly;; frikčnífrikční sílysíly –– zpomalujízpomalují migracimigraci veve viskóznímviskózním elektrolytu)elektrolytu)

separaceseparace ΔΔdd == ((μμ11 –– μμ22)) ** tt ** (E(E // S)S)separaceseparace ΔΔdd == ((μμ11 –– μμ22)) ** tt ** (E(E // S)S)

nejužívanějšínejužívanější metodikymetodiky

CZECZE –– kapilárníkapilární zónovázónová elektroforézaelektroforéza ((capillarycapillary zonezone electrophoresiselectrophoresis))
PAGEPAGE l k l id ál k l id á l ál á l kt f él kt f é (( l l idl l id ll l t hl t h ))

nejužívanějšínejužívanější metodikymetodiky

CZECZE –– kapilárníkapilární zónovázónová elektroforézaelektroforéza ((capillarycapillary zonezone electrophoresiselectrophoresis))
PAGEPAGE l k l id ál k l id á l ál á l kt f él kt f é (( l l idl l id ll l t hl t h ))PAGEPAGE –– polyakrylamidovápolyakrylamidová gelovágelová elektroforézaelektroforéza ((polyacrylamidepolyacrylamide gelgel electrophelectroph..))PAGEPAGE –– polyakrylamidovápolyakrylamidová gelovágelová elektroforézaelektroforéza ((polyacrylamidepolyacrylamide gelgel electrophelectroph..))
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CZE CZE –– kapilární zónová elektroforézakapilární zónová elektroforézaCZE CZE –– kapilární zónová elektroforézakapilární zónová elektroforéza

kř ákř á k ilák ilá lélé ů ěů ě ((5050 7575 ))kř ákř á k ilák ilá lélé ů ěů ě ((5050 7575 )):: křemennákřemenná kapilárakapilára oo malémmalém průměruprůměru ((5050 –– 7575 μμm)m)

:: zápornězáporně nabitýnabitý povrchpovrch ((silanovésilanové skupinyskupiny))

:: křemennákřemenná kapilárakapilára oo malémmalém průměruprůměru ((5050 –– 7575 μμm)m)

:: zápornězáporně nabitýnabitý povrchpovrch ((silanovésilanové skupinyskupiny)) –– ++

elektroosmotickýelektroosmotický toktok ((electroosmoticelectroosmotic flowflow,, EOFEOF))elektroosmotickýelektroosmotický toktok ((electroosmoticelectroosmotic flowflow,, EOFEOF))

: vložené napětí ~ 10 : vložené napětí ~ 10 –– 60 kV60 kV: vložené napětí ~ 10 : vložené napětí ~ 10 –– 60 kV60 kV
CZECZE

elektroosmotickýelektroosmotický toktok ((electroosmoticelectroosmotic flowflow,, EOFEOF))
:: základnízákladní jevjev vv CECE

silanolovésilanolové skupinyskupiny ((pKpKaa asiasi 66..22)) ⇒⇒ kompenzacekompenzace kationtůkationtů pufrupufru ⇒⇒ SternovaSternova

elektroosmotickýelektroosmotický toktok ((electroosmoticelectroosmotic flowflow,, EOFEOF))
:: základnízákladní jevjev vv CECE

silanolovésilanolové skupinyskupiny ((pKpKaa asiasi 66..22)) ⇒⇒ kompenzacekompenzace kationtůkationtů pufrupufru ⇒⇒ SternovaSternova
elektrickáelektrická dvojvrstvadvojvrstva

potenciálovýpotenciálový gradientgradient ⇒⇒ hydratovanéhydratované kationtykationty vv pohybupohybu ⇒⇒ posunposun celéhocelého
elektrolytuelektrolytu ((EOFEOF)) ⇒⇒ unášíunáší keke katoděkatodě všechnyvšechny přítomnépřítomné látkylátky (neutrální(neutrální ii ionty)ionty)

elektrickáelektrická dvojvrstvadvojvrstva

potenciálovýpotenciálový gradientgradient ⇒⇒ hydratovanéhydratované kationtykationty vv pohybupohybu ⇒⇒ posunposun celéhocelého
elektrolytuelektrolytu ((EOFEOF)) ⇒⇒ unášíunáší keke katoděkatodě všechnyvšechny přítomnépřítomné látkylátky (neutrální(neutrální ii ionty)ionty)elektrolytuelektrolytu ((EOFEOF)) ⇒⇒ unášíunáší keke katoděkatodě všechnyvšechny přítomnépřítomné látkylátky (neutrální(neutrální ii ionty)ionty)

rychlostrychlost EOFEOF –– ↑↑ sese ↑↑ pHpH pufrupufru aa napětímnapětím;; ↓↓ ss viskositouviskositou

ákl d íákl d í l k ll k l ( di é( di é di )di ) ff

elektrolytuelektrolytu ((EOFEOF)) ⇒⇒ unášíunáší keke katoděkatodě všechnyvšechny přítomnépřítomné látkylátky (neutrální(neutrální ii ionty)ionty)

rychlostrychlost EOFEOF –– ↑↑ sese ↑↑ pHpH pufrupufru aa napětímnapětím;; ↓↓ ss viskositouviskositou

ákl d íákl d í l k ll k l ( di é( di é di )di ) ff
EOFEOF

základnízákladní elektrolytelektrolyt (vodivé(vodivé medium)medium) –– pufrpufr
((backgroundbackground electrolyteelectrolyte,, BEBE))

:: zásadnízásadní vlivvliv nana konstantníkonstantní mobilitumobilitu dělenýchdělených láteklátek

základnízákladní elektrolytelektrolyt (vodivé(vodivé medium)medium) –– pufrpufr
((backgroundbackground electrolyteelectrolyte,, BEBE))

:: zásadnízásadní vlivvliv nana konstantníkonstantní mobilitumobilitu dělenýchdělených láteklátek

EOFEOF

EOF+NEOF+N

EOF+K+EOF+K+

EOF–A-EOF–A-

NN

K+K+

A-A-

:: zásadnízásadní vlivvliv nana konstantníkonstantní mobilitumobilitu dělenýchdělených láteklátek

HH33NN++--CHCH22--COOHCOOH ⇔⇔ (H(H22NN--CHCH22--COOHCOOH ⇔⇔ HH33NN++--CHCH22--COOCOO––)) ⇔⇔ HH22NN--CHCH22--COOCOO––

:: zásadnízásadní vlivvliv nana konstantníkonstantní mobilitumobilitu dělenýchdělených láteklátek

HH33NN++--CHCH22--COOHCOOH ⇔⇔ (H(H22NN--CHCH22--COOHCOOH ⇔⇔ HH33NN++--CHCH22--COOCOO––)) ⇔⇔ HH22NN--CHCH22--COOCOO––
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separaceseparace neutrálníchneutrálních láteklátek –– přidánípřidání povrchověpovrchově aktivníchaktivních láteklátek dodo BEBE

vytvářenívytváření micelmicel ⇒⇒ uzavřeníuzavření neutrálníchneutrálních láteklátek ⇒⇒ nabiténabité micelymicely jsoujsou separoványseparovány

separaceseparace neutrálníchneutrálních láteklátek –– přidánípřidání povrchověpovrchově aktivníchaktivních láteklátek dodo BEBE

vytvářenívytváření micelmicel ⇒⇒ uzavřeníuzavření neutrálníchneutrálních láteklátek ⇒⇒ nabiténabité micelymicely jsoujsou separoványseparovány

separaceseparace nana základězákladě jejichjejich rozdílnérozdílné rozpustnostirozpustnosti vv miceláchmicelách nebonebo nana
základězákladě rozdílůrozdílů vv distribučníchdistribučních koeficientechkoeficientech analytůanalytů mezimezi vodnouvodnou aa
micelárnímicelární fázífází

separaceseparace nana základězákladě jejichjejich rozdílnérozdílné rozpustnostirozpustnosti vv miceláchmicelách nebonebo nana
základězákladě rozdílůrozdílů vv distribučníchdistribučních koeficientechkoeficientech analytůanalytů mezimezi vodnouvodnou aa
micelárnímicelární fázífázímicelárnímicelární fázífázímicelárnímicelární fázífází

detekce signáludetekce signáludetekce signáludetekce signálu

: UV: UV--VisVis –– citlivost 10citlivost 10––1313 až 10až 10––1616 mol (10mol (10––55 až 10až 10––88 mol/l)mol/l)

é t i káé t i ká d t kd t k 1010 1111 l/ll/l

: UV: UV--VisVis –– citlivost 10citlivost 10––1313 až 10až 10––1616 mol (10mol (10––55 až 10až 10––88 mol/l)mol/l)

é t i káé t i ká d t kd t k 1010 1111 l/ll/l: ampérometrická: ampérometrická detekce detekce –– 1010––1111 mol/lmol/l

: laserem indukovaná fluorescence: laserem indukovaná fluorescence ((LIFLIF) ) –– 1010––1414 až 10až 10––1616 mol/lmol/l

: ampérometrická: ampérometrická detekce detekce –– 1010––1111 mol/lmol/l

: laserem indukovaná fluorescence: laserem indukovaná fluorescence ((LIFLIF) ) –– 1010––1414 až 10až 10––1616 mol/lmol/l
:: derivatizace fluoroforem:: derivatizace fluoroforem:: derivatizace fluoroforem:: derivatizace fluoroforem
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PAGE PAGE –– polyakrylamidová gelová elektroforézapolyakrylamidová gelová elektroforézaPAGE PAGE –– polyakrylamidová gelová elektroforézapolyakrylamidová gelová elektroforéza

íííímigrace vmigrace v polymerní matricipolymerní matrici
(agar, škrob, agaróza, (agar, škrob, agaróza, polyakrylamid)polyakrylamid)

: separace makromolekul: separace makromolekul

migrace vmigrace v polymerní matricipolymerní matrici
(agar, škrob, agaróza, (agar, škrob, agaróza, polyakrylamid)polyakrylamid)

: separace makromolekul: separace makromolekul: separace makromolekul: separace makromolekul: separace makromolekul: separace makromolekul

provedení provedení : izokratická, gradientová: izokratická, gradientováprovedení provedení : izokratická, gradientová: izokratická, gradientová

: denaturující (SDS; : denaturující (SDS; LämmliLämmli ))

: nedenaturující: nedenaturující

: denaturující (SDS; : denaturující (SDS; LämmliLämmli ))

: nedenaturující: nedenaturující

proteinyproteiny
CoomassieCoomassie modř, stříbro, SYPRO rubínová, Cumodř, stříbro, SYPRO rubínová, Cu2+2+, Zn, Zn2+2+

NANA

proteinyproteiny
CoomassieCoomassie modř, stříbro, SYPRO rubínová, Cumodř, stříbro, SYPRO rubínová, Cu2+2+, Zn, Zn2+2+

NANAdetekcedetekce::detekcedetekce:: NANA
SYBR zeleň, SYBR zeleň, ethidiumethidium bromid, akridinová oranžbromid, akridinová oranž

NANA
SYBR zeleň, SYBR zeleň, ethidiumethidium bromid, akridinová oranžbromid, akridinová oranžbarvení, denzitometriebarvení, denzitometriebarvení, denzitometriebarvení, denzitometrie
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aplikace aplikace CZECZE v laboratorní diagnosticev laboratorní diagnosticeaplikace aplikace CZECZE v laboratorní diagnosticev laboratorní diagnostice

metabolickémetabolické poruchyporuchy
:: porušenéporušené metabolickémetabolické dráhydráhy (blokování,(blokování, nepřítomnostnepřítomnost enzymuenzymu /geneticky/)/geneticky/)
:::: přítomnostpřítomnost produktůproduktů neúplnéhoneúplného metabolizmumetabolizmu vv močimoči aa krvikrvi

metabolickémetabolické poruchyporuchy
:: porušenéporušené metabolickémetabolické dráhydráhy (blokování,(blokování, nepřítomnostnepřítomnost enzymuenzymu /geneticky/)/geneticky/)
:::: přítomnostpřítomnost produktůproduktů neúplnéhoneúplného metabolizmumetabolizmu vv močimoči aa krvikrvi:::: přítomnostpřítomnost produktůproduktů neúplnéhoneúplného metabolizmumetabolizmu vv močimoči aa krvikrvi

stanovenístanovení obsahuobsahu purinůpurinů aa pyrimidinůpyrimidinů
diagnostikadiagnostika xanthinuriexanthinurie aa deficitudeficitu enzymuenzymu hypoxanthinfosforibosyltransferázyhypoxanthinfosforibosyltransferázy

:::: přítomnostpřítomnost produktůproduktů neúplnéhoneúplného metabolizmumetabolizmu vv močimoči aa krvikrvi

stanovenístanovení obsahuobsahu purinůpurinů aa pyrimidinůpyrimidinů
diagnostikadiagnostika xanthinuriexanthinurie aa deficitudeficitu enzymuenzymu hypoxanthinfosforibosyltransferázyhypoxanthinfosforibosyltransferázydiagnostikadiagnostika xanthinuriexanthinurie aa deficitudeficitu enzymuenzymu hypoxanthinfosforibosyltransferázyhypoxanthinfosforibosyltransferázy

BEBE –– borátovýborátový pufrpufr 3030 mmol/lmmol/l oo pHpH 1010..22;; hydrodynamickéhydrodynamické dávkovánídávkování 1010 s,s,
separačníseparační napětínapětí 1515 kV,kV, teplotateplota 2525 °°C,C, UVUV--detekcedetekce připři 260260 nmnm

diagnostikadiagnostika xanthinuriexanthinurie aa deficitudeficitu enzymuenzymu hypoxanthinfosforibosyltransferázyhypoxanthinfosforibosyltransferázy

BEBE –– borátovýborátový pufrpufr 3030 mmol/lmmol/l oo pHpH 1010..22;; hydrodynamickéhydrodynamické dávkovánídávkování 1010 s,s,
separačníseparační napětínapětí 1515 kV,kV, teplotateplota 2525 °°C,C, UVUV--detekcedetekce připři 260260 nmnmpp pp ,, pp ,, pppp pp ,, pp ,, pp
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hmotností spektrometrie (MS)hmotností spektrometrie (MS)hmotností spektrometrie (MS)hmotností spektrometrie (MS)

principprincipprincipprincip

: fyzikální metoda; určení molekulové nebo atomové hmotnosti analytu: fyzikální metoda; určení molekulové nebo atomové hmotnosti analytu: fyzikální metoda; určení molekulové nebo atomové hmotnosti analytu: fyzikální metoda; určení molekulové nebo atomové hmotnosti analytu

principprincip
molekulymolekuly analytuanalytu sese ionizujíionizují vv plynnéplynné fázifázi;; pakpak jsoujsou rozdělenyrozděleny buďbuď vv
prostoruprostoru nebonebo vv časečase podlepodle poměrupoměru jejichjejich hmotnostihmotnosti aa nábojenáboje ((m/zm/z ))

principprincip
molekulymolekuly analytuanalytu sese ionizujíionizují vv plynnéplynné fázifázi;; pakpak jsoujsou rozdělenyrozděleny buďbuď vv
prostoruprostoru nebonebo vv časečase podlepodle poměrupoměru jejichjejich hmotnostihmotnosti aa nábojenáboje ((m/zm/z ))

ionizaceionizace ⇒⇒ hmotnostníhmotnostní analýzaanalýza ⇒⇒ detekcedetekce iontůiontůionizaceionizace ⇒⇒ hmotnostníhmotnostní analýzaanalýza ⇒⇒ detekcedetekce iontůiontů

ionizaceionizace –– polem nebo vysokoenergetickými částicemi (elektron, foton, atom)polem nebo vysokoenergetickými částicemi (elektron, foton, atom)ionizaceionizace –– polem nebo vysokoenergetickými částicemi (elektron, foton, atom)polem nebo vysokoenergetickými částicemi (elektron, foton, atom)ionizaceionizace polem  nebo vysokoenergetickými částicemi (elektron, foton, atom)polem  nebo vysokoenergetickými částicemi (elektron, foton, atom)
měkká měkká vsvs. tvrdá ionizace. tvrdá ionizace
ionizaceionizace polem  nebo vysokoenergetickými částicemi (elektron, foton, atom)polem  nebo vysokoenergetickými částicemi (elektron, foton, atom)
měkká měkká vsvs. tvrdá ionizace. tvrdá ionizace

hmotnostní analýzahmotnostní analýzahmotnostní analýzahmotnostní analýza

magnetmagnetiontový zdrojiontový zdroj detektordetektor dobydoby letuletudetektordetektor dobydoby letuletu
magnetickýmagnetický sektorsektormagnetickýmagnetický sektorsektor

laserlaser extraktor
iontů

extraktor
iontů

iontová
optika
iontová
optika

iontový
detektor
iontový
detektor

zesil.zesil.
čítaččítač

reflektronreflektronletová trubiceletová trubiceionizační
komora

ionizační
komora

detektordetektor
detektordetektor

detekce iontůdetekce iontů –– systém dynodsystém dynoddetekce iontůdetekce iontů –– systém dynodsystém dynod
131131131131



tandemová MStandemová MStandemová MStandemová MS

sériové spřaženísériové spřažení několika hmotnostních analyzátorůněkolika hmotnostních analyzátorůsériové spřaženísériové spřažení několika hmotnostních analyzátorůněkolika hmotnostních analyzátorůsériové spřažení sériové spřažení několika hmotnostních analyzátorůněkolika hmotnostních analyzátorů
+ + sekundární ionizacesekundární ionizace –– kolizní celakolizní cela
sériové spřažení sériové spřažení několika hmotnostních analyzátorůněkolika hmotnostních analyzátorů
+ + sekundární ionizacesekundární ionizace –– kolizní celakolizní cela

: první analyzátor rozdělí ionty dle : první analyzátor rozdělí ionty dle m/zm/z: první analyzátor rozdělí ionty dle : první analyzátor rozdělí ionty dle m/zm/zp a a y á o o dě o y d ep a a y á o o dě o y d e //

: selekce iontu o určitém : selekce iontu o určitém m/zm/z

: sekundární ionizace: sekundární ionizace--fragmentacefragmentace

p a a y á o o dě o y d ep a a y á o o dě o y d e //

: selekce iontu o určitém : selekce iontu o určitém m/zm/z

: sekundární ionizace: sekundární ionizace--fragmentacefragmentace: sekundární ionizace: sekundární ionizace fragmentacefragmentace

: rozdělení fragmentů v druhém analyzátoru: rozdělení fragmentů v druhém analyzátoru

: detekce iontů fragmentů: detekce iontů fragmentů

: sekundární ionizace: sekundární ionizace fragmentacefragmentace

: rozdělení fragmentů v druhém analyzátoru: rozdělení fragmentů v druhém analyzátoru

: detekce iontů fragmentů: detekce iontů fragmentů: detekce iontů fragmentů: detekce iontů fragmentů: detekce iontů fragmentů: detekce iontů fragmentů

analýza proteinů a nukleových kyselinanalýza proteinů a nukleových kyselinanalýza proteinů a nukleových kyselinanalýza proteinů a nukleových kyselin

MALDIMALDI--TOF MSTOF MS ((matrix matrix assistedassisted laser desorption/laser desorption/ionizationionization timetime--ofof--flightflight))MALDIMALDI--TOF MSTOF MS ((matrix matrix assistedassisted laser desorption/laser desorption/ionizationionization timetime--ofof--flightflight))
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aplikace aplikace MSMS v laboratorní diagnosticev laboratorní diagnosticeaplikace aplikace MSMS v laboratorní diagnosticev laboratorní diagnostice

MALDI PSD TOFMALDI PSD TOF

rozpad za zdrojemrozpad za zdrojem

MALDI PSD TOFMALDI PSD TOF

rozpad za zdrojemrozpad za zdrojem %
]

%
]

rozpad za zdrojemrozpad za zdrojem
((postpost--sourcesource decaydecay))
rozpad za zdrojemrozpad za zdrojem
((postpost--sourcesource decaydecay))

en
zi
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 [

%
en
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ta

 [
%

identifikace hormonuidentifikace hormonu
tandemovou MStandemovou MS
identifikace hormonuidentifikace hormonu
tandemovou MStandemovou MS

in
te

in
te

m/zm/z

aann, b, bnnaann, b, bnn n =n =n =n = 1111 2222 3333 4444 5555 6666 7777 8888

pGlupGlu--HisHis––––––TrpTrp––––––SerSer––––––TyrTyr––––––GlyGly––––––LeuLeu––––––ArgArg––––––ProPro––––––GlyGly––NHNH22pGlupGlu--HisHis––––––TrpTrp––––––SerSer––––––TyrTyr––––––GlyGly––––––LeuLeu––––––ArgArg––––––ProPro––––––GlyGly––NHNH22

yynnyynn= n= n= n= n8888 7777 6666 5555 4444 3333 2222 1111 yynnyynn8888 7777 6666 5555 4444 3333 2222 1111

lidskýlidský hormon uvolňující hormon uvolňující luteiniluteinizačnízační hormon hormon (LHRH)(LHRH)lidskýlidský hormon uvolňující hormon uvolňující luteiniluteinizačnízační hormon hormon (LHRH)(LHRH)
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imunoimunochemickchemická analýzaá analýza
v praxi klinickév praxi klinické imunodiagnostikyimunodiagnostiky
imunoimunochemickchemická analýzaá analýza
v praxi klinickév praxi klinické imunodiagnostikyimunodiagnostiky

VI.VI.VI.VI.

v praxi klinické v praxi klinické imunodiagnostikyimunodiagnostikyv praxi klinické v praxi klinické imunodiagnostikyimunodiagnostiky

imunitníimunitní systémsystém (IS)(IS) –– informačníinformační soustavasoustava
:: zodpovídázodpovídá zaza udrženíudržení identityidentity aa integrityintegrity jedincejedince aa jehojeho individualityindividuality
imunitníimunitní systémsystém (IS)(IS) –– informačníinformační soustavasoustava
:: zodpovídázodpovídá zaza udrženíudržení identityidentity aa integrityintegrity jedincejedince aa jehojeho individualityindividuality:: zodpovídázodpovídá zaza udrženíudržení identityidentity aa integrityintegrity jedincejedince aa jehojeho individualityindividuality

složkysložky:: lymfocyty,lymfocyty, fagocyty,fagocyty, komplement,komplement, interferonyinterferony aa protilátkyprotilátky (Ab)(Ab)
lokalizacelokalizace:: vv krevnímkrevním aa lymfatickémlymfatickém oběhuoběhu

:: zodpovídázodpovídá zaza udrženíudržení identityidentity aa integrityintegrity jedincejedince aa jehojeho individualityindividuality

složkysložky:: lymfocyty,lymfocyty, fagocyty,fagocyty, komplement,komplement, interferonyinterferony aa protilátkyprotilátky (Ab)(Ab)
lokalizacelokalizace:: vv krevnímkrevním aa lymfatickémlymfatickém oběhuoběhulokalizacelokalizace:: vv krevnímkrevním aa lymfatickémlymfatickém oběhuoběhu

funkcefunkce:: tolerujítolerují vlastnívlastní struktury,struktury, cizícizí označujíoznačují aa odstraňujíodstraňují

lokalizacelokalizace:: vv krevnímkrevním aa lymfatickémlymfatickém oběhuoběhu

funkcefunkce:: tolerujítolerují vlastnívlastní struktury,struktury, cizícizí označujíoznačují aa odstraňujíodstraňují

:: rozpoznánírozpoznání vlastníhovlastního odod cizíhocizího

:: likvidacelikvidace cizíhocizího:: mikroorganizmymikroorganizmy cizícizí buňkybuňky tkánětkáně cizorodécizorodé bílkovinybílkoviny aa

:: rozpoznánírozpoznání vlastníhovlastního odod cizíhocizího

:: likvidacelikvidace cizíhocizího:: mikroorganizmymikroorganizmy cizícizí buňkybuňky tkánětkáně cizorodécizorodé bílkovinybílkoviny aa:: likvidacelikvidace cizíhocizího:: mikroorganizmy,mikroorganizmy, cizícizí buňky,buňky, tkáně,tkáně, cizorodécizorodé bílkovinybílkoviny aa
antigenněantigenně působícípůsobící látkylátky

:: likvidacelikvidace cizíhocizího:: mikroorganizmy,mikroorganizmy, cizícizí buňky,buňky, tkáně,tkáně, cizorodécizorodé bílkovinybílkoviny aa
antigenněantigenně působícípůsobící látkylátky

interakce antigen interakce antigen + + protilátkaprotilátka
: : analytické využití imunitního systému analytické využití imunitního systému –– afinitní (specifická) interakceafinitní (specifická) interakce

:: nekovalentní:: nekovalentní

interakce antigen interakce antigen + + protilátkaprotilátka
: : analytické využití imunitního systému analytické využití imunitního systému –– afinitní (specifická) interakceafinitní (specifická) interakce

:: nekovalentní:: nekovalentní
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:: reverzibilní:: reverzibilní
:: variabilní:: variabilní
:: reverzibilní:: reverzibilní
:: variabilní:: variabilní



antigen antigen ((antibodyantibody generatorgenerator )) ((AgAg) ) antigen antigen ((antibodyantibody generatorgenerator )) ((AgAg) ) 
: obsahuje : obsahuje determinantydeterminanty ((epitopyepitopy) ) ⇒⇒ vyvolávají imunitní reakci (imunogen)vyvolávají imunitní reakci (imunogen): obsahuje : obsahuje determinantydeterminanty ((epitopyepitopy) ) ⇒⇒ vyvolávají imunitní reakci (imunogen)vyvolávají imunitní reakci (imunogen)

:::: makromolekulamakromolekula (> 8 (> 8 kDakDa))

:: makromolekulární nosič +:: makromolekulární nosič + haptenhapten

:::: makromolekulamakromolekula (> 8 (> 8 kDakDa))

:: makromolekulární nosič +:: makromolekulární nosič + haptenhapten:: makromolekulární nosič + :: makromolekulární nosič + haptenhapten:: makromolekulární nosič + :: makromolekulární nosič + haptenhapten

bakteriální toxiny, bakteriální toxiny, lipopolysacharidylipopolysacharidy, aglutininy, revmatoidní faktor,, aglutininy, revmatoidní faktor,
d t i ld t i l

bakteriální toxiny, bakteriální toxiny, lipopolysacharidylipopolysacharidy, aglutininy, revmatoidní faktor,, aglutininy, revmatoidní faktor,
d t i ld t i l

protilátkaprotilátka ((antibodyantibody )) (Ab)(Ab)protilátkaprotilátka ((antibodyantibody )) (Ab)(Ab)

endotoxiny, alergenyendotoxiny, alergenyendotoxiny, alergenyendotoxiny, alergeny

protilátka protilátka ((antibodyantibody )) (Ab)(Ab)protilátka protilátka ((antibodyantibody )) (Ab)(Ab)

: rozeznávají : rozeznávají determinantydeterminanty ⇒⇒ odpověď imunitního systému na odpověď imunitního systému na AgAg: rozeznávají : rozeznávají determinantydeterminanty ⇒⇒ odpověď imunitního systému na odpověď imunitního systému na AgAg

: specifická Ab reaguje s určitým : specifická Ab reaguje s určitým AgAg –– označí jejoznačí jej: specifická Ab reaguje s určitým : specifická Ab reaguje s určitým AgAg –– označí jejoznačí jej

: váží se na determinanty : váží se na determinanty vazebným místemvazebným místem ((paratopemparatopem)): váží se na determinanty : váží se na determinanty vazebným místemvazebným místem ((paratopemparatopem))

:: :: imunizace imunizace –– vystavení IS novému vystavení IS novému AgAg ⇒⇒ výroba nových Abvýroba nových Ab:: :: imunizace imunizace –– vystavení IS novému vystavení IS novému AgAg ⇒⇒ výroba nových Abvýroba nových Ab

monoklonálnímonoklonální, , polyklonálnípolyklonální Ab Ab –– rovnocennost rovnocennost epitopůepitopůmonoklonálnímonoklonální, , polyklonálnípolyklonální Ab Ab –– rovnocennost rovnocennost epitopůepitopů

135135135135křížové reakce křížové reakce Ab Ab –– interakce jednoho interakce jednoho paratopuparatopu s podobnými s podobnými epitopyepitopykřížové reakce křížové reakce Ab Ab –– interakce jednoho interakce jednoho paratopuparatopu s podobnými s podobnými epitopyepitopy



imunoglobulinyimunoglobuliny

IgAIgA (15 (15 –– 20%) 20%) –– na povrchu sliznic z exokrinních žlázna povrchu sliznic z exokrinních žláz

imunoglobulinyimunoglobuliny

IgAIgA (15 (15 –– 20%) 20%) –– na povrchu sliznic z exokrinních žlázna povrchu sliznic z exokrinních žlázgg (( )) pp

IgDIgD –– aktivace Baktivace B--buněkbuněk

I EI E l ií d j ý ll ií d j ý l I EI E l k t il k t i

gg (( )) pp

IgDIgD –– aktivace Baktivace B--buněkbuněk

I EI E l ií d j ý ll ií d j ý l I EI E l k t il k t iIgEIgE –– u alergií; dvojvazný: alergenu alergií; dvojvazný: alergen--IgEIgE--glykoproteinglykoprotein

IgGIgG (75%)(75%)

IgEIgE –– u alergií; dvojvazný: alergenu alergií; dvojvazný: alergen--IgEIgE--glykoproteinglykoprotein

IgGIgG (75%)(75%)

protilátkaprotilátka –– detail strukturydetail strukturyprotilátkaprotilátka –– detail strukturydetail struktury

IgMIgM (3 (3 –– 10%) 10%) –– intravaskulární prostorintravaskulární prostorIgMIgM (3 (3 –– 10%) 10%) –– intravaskulární prostorintravaskulární prostor

protilátka protilátka –– detail strukturydetail strukturyprotilátka protilátka –– detail strukturydetail struktury
antigenantigen vazné místovazné místoantigen vázán

na Fab fragment
antigen vázán
na Fab fragment

oblast
pantu
oblast
pantu

disulfidické
můstky
disulfidické
můstky

lehký (L)lehký (L)

těžký (H)těžký (H)
řetězecřetězec

sacharidsacharid
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sledování interakcesledování interakce
ří éří é i it t l ětli it t l ětl

sledování interakcesledování interakce
ří éří é i it t l ětli it t l ětl

imunoanalýzaimunoanalýzaimunoanalýzaimunoanalýza

: : přímé přímé –– precipitace, rozptyl světlaprecipitace, rozptyl světla
: : nepřímé nepřímé –– aglutinace, vazba komplementuaglutinace, vazba komplementu
: : značením značením –– imunostanoveníimunostanovení

: : přímé přímé –– precipitace, rozptyl světlaprecipitace, rozptyl světla
: : nepřímé nepřímé –– aglutinace, vazba komplementuaglutinace, vazba komplementu
: : značením značením –– imunostanoveníimunostanovení

:: homogenní:: homogenní
:: heterogenní:: heterogenní

::: přímé, kompetitivní::: přímé, kompetitivní

:: homogenní:: homogenní
:: heterogenní:: heterogenní

::: přímé, kompetitivní::: přímé, kompetitivníp , pp , p
::: nepřímé, sendvičové::: nepřímé, sendvičové

p , pp , p
::: nepřímé, sendvičové::: nepřímé, sendvičové prostředíprostředí

: roztoky: roztoky
: gel: gel ((imunodifúzeimunodifúze))

prostředíprostředí
: roztoky: roztoky
: gel: gel ((imunodifúzeimunodifúze)): gel : gel ((imunodifúzeimunodifúze))
: : imobilizace a jejich kombinaceimobilizace a jejich kombinace

:: tkáně:: tkáně

: gel : gel ((imunodifúzeimunodifúze))
: : imobilizace a jejich kombinaceimobilizace a jejich kombinace

:: tkáně:: tkáně
detekcedetekce
u přímých a nepřímých u přímých a nepřímých imunoanalýzimunoanalýz
:: vizuálnívizuální

detekcedetekce
u přímých a nepřímých u přímých a nepřímých imunoanalýzimunoanalýz
:: vizuálnívizuální: : vizuálnívizuální
: optická (nefelometrie, turbidimetrie: optická (nefelometrie, turbidimetrie))
: hmotnostně: hmotnostně--spektrometrickáspektrometrická

: : vizuálnívizuální
: optická (nefelometrie, turbidimetrie: optická (nefelometrie, turbidimetrie))
: hmotnostně: hmotnostně--spektrometrickáspektrometrická

u u imunoanalýzimunoanalýz se značenímse značením
: spektrofotometrická, : spektrofotometrická, fluorimetrickáfluorimetrická

u u imunoanalýzimunoanalýz se značenímse značením
: spektrofotometrická, : spektrofotometrická, fluorimetrickáfluorimetrická
: radiometrická: radiometrická
: elektrochemická: elektrochemická
: radiometrická: radiometrická
: elektrochemická: elektrochemická
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bivalentníbivalentní AbAb (precipitin)(precipitin) makromolekulárnímakromolekulární Ag (Ag (precipitinogenprecipitinogen)) 1:11:1bivalentníbivalentní AbAb (precipitin)(precipitin) makromolekulárnímakromolekulární Ag (Ag (precipitinogenprecipitinogen)) 1:11:1

přímá přímá imunoanalýzaimunoanalýza –– precipitačníprecipitační reakcereakcepřímá přímá imunoanalýzaimunoanalýza –– precipitačníprecipitační reakcereakce

bivalentníbivalentní AbAb (precipitin)(precipitin), , makromolekulárnímakromolekulární Ag (Ag (precipitinogenprecipitinogen), ), 1:11:1
precipitátprecipitát –– viditelná sraženina vzniklá přímo z molekulviditelná sraženina vzniklá přímo z molekul
bivalentníbivalentní AbAb (precipitin)(precipitin), , makromolekulárnímakromolekulární Ag (Ag (precipitinogenprecipitinogen), ), 1:11:1
precipitátprecipitát –– viditelná sraženina vzniklá přímo z molekulviditelná sraženina vzniklá přímo z molekul

g]g]AgAg

ti
B

SA
 [

m
g

ti
B

SA
 [

m
gAgAg

AbAb

disagregačnídisagregační látkylátky –– brání precipitacibrání precipitacidisagregačnídisagregační látkylátky –– brání precipitacibrání precipitaci B
SA

-a
n

t
B

SA
-a

n
tAbAb

precipitační křivkaprecipitační křivkaprecipitační křivkaprecipitační křivka
nepřímánepřímá imunoanalýzaimunoanalýza –– aglutinačníaglutinační reakcereakcenepřímánepřímá imunoanalýzaimunoanalýza –– aglutinačníaglutinační reakcereakce

BSA [mg]BSA [mg]

nepřímá nepřímá imunoanalýzaimunoanalýza aglutinační aglutinační reakcereakcenepřímá nepřímá imunoanalýzaimunoanalýza aglutinační aglutinační reakcereakce

polyvalentnípolyvalentní Ab (aglutininAb (aglutinin),),
korpuskulárníkorpuskulární AgAg (aglutinogen(aglutinogen))
polyvalentnípolyvalentní Ab (aglutininAb (aglutinin),),
korpuskulárníkorpuskulární AgAg (aglutinogen(aglutinogen))

korpuskulární
Ag
korpuskulární
Ag korp.korp.

pp gg ( g g( g g ))

aglutinátaglutinát –– viditelná sraženinaviditelná sraženina
vzniklá z makroskopických částicvzniklá z makroskopických částic

pp gg ( g g( g g ))

aglutinátaglutinát –– viditelná sraženinaviditelná sraženina
vzniklá z makroskopických částicvzniklá z makroskopických částic AbAb

korpuskulacekorpuskulace AgAg:: imobilizace na imobilizace na korpuskulikorpuskuli (makroskopickou částici)(makroskopickou částici)
: hemaglutinace, : hemaglutinace, cytaglutinacecytaglutinace, latex; systém komplementu, latex; systém komplementu
korpuskulacekorpuskulace AgAg:: imobilizace na imobilizace na korpuskulikorpuskuli (makroskopickou částici)(makroskopickou částici)
: hemaglutinace, : hemaglutinace, cytaglutinacecytaglutinace, latex; systém komplementu, latex; systém komplementu 138138138138



kvalitativní metodykvalitativní metodykvalitativní metodykvalitativní metody

prstencováprstencová p. p. –– prstenec precipitátu na rozhraní fází s Ag a s Ab prstenec precipitátu na rozhraní fází s Ag a s Ab prstencováprstencová p. p. –– prstenec precipitátu na rozhraní fází s Ag a s Ab prstenec precipitátu na rozhraní fází s Ag a s Ab 

roztok Agroztok Ag
parafínparafín

zeze

sklíčkovásklíčková p. p. –– „kapkovací“ imunitní reakce„kapkovací“ imunitní reakcesklíčkovásklíčková p. p. –– „kapkovací“ imunitní reakce„kapkovací“ imunitní reakce
precipitátprecipitát

agaróza s Abagaróza s Ab

roztok Agroztok Ag

sm
ěr

 d
if

ú
z

sm
ěr

 d
if

ú
z

agaróza s Abagaróza s Abss

OudinovaOudinova metodametoda –– dvě vrstvy gelu, s Ab nebo s dvě vrstvy gelu, s Ab nebo s AgAgOudinovaOudinova metodametoda –– dvě vrstvy gelu, s Ab nebo s dvě vrstvy gelu, s Ab nebo s AgAg

OakleyOakley--Fulthorpova metodaFulthorpova metoda –– dva gely, s Ab nebo s Ag; více [AbAg]dva gely, s Ab nebo s Ag; více [AbAg]OakleyOakley--Fulthorpova metodaFulthorpova metoda –– dva gely, s Ab nebo s Ag; více [AbAg]dva gely, s Ab nebo s Ag; více [AbAg]yy pp g y, g; [ g]g y, g; [ g]yy pp g y, g; [ g]g y, g; [ g]
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plazmaplazma

OuchterlonyhoOuchterlonyho metodametoda
: dvojitá radiální : dvojitá radiální imunodifúzeimunodifúze
OuchterlonyhoOuchterlonyho metodametoda
: dvojitá radiální : dvojitá radiální imunodifúzeimunodifúze

neidentickéneidentické anti-albumin
+ anti-fibrinogen
anti-albumin
+ anti-fibrinogen

AbAb Ag
1:2
Ag
1:2 Ag

1:4
Ag
1:4

Ag
1:32
Ag

1:32

Ag
1:64
Ag

1:64

:: koncentrický systém jamek:: koncentrický systém jamek

AbAb vprostředvprostřed

:: koncentrický systém jamek:: koncentrický systém jamek

AbAb vprostředvprostřed
částečně
identické
částečně
identické

anti-DNP +
anti-albumin
anti-DNP +
anti-albumin

DNP-
-albumin

DNP-
-albumin

albuminalbumin
1:41:4

AAAbAb vprostředvprostřed
AgAg okolookolo
AbAb vprostředvprostřed
AgAg okolookolo

identickéidentické

identickéidentické

anti-γ
+ ti
anti-γ
+ ti

IgGκIgGκ
Ag
1:8
Ag
1:8

Ag
1:16
Ag

1:16

anodaanoda

+ anti-κ+ anti-κ

metoda dle metoda dle WilliamseWilliamse a a GrabaraGrabara
: imunoelektroforéza: imunoelektroforéza
metoda dle metoda dle WilliamseWilliamse a a GrabaraGrabara
: imunoelektroforéza: imunoelektroforéza

gel s Abgel s Ab

precipitátprecipitát

startstart: imunoelektroforéza: imunoelektroforéza

:: startovací jamky s :: startovací jamky s AgAg, podélná jamka s volně , podélná jamka s volně difundujícímdifundujícím AbAb

: imunoelektroforéza: imunoelektroforéza

:: startovací jamky s :: startovací jamky s AgAg, podélná jamka s volně , podélná jamka s volně difundujícímdifundujícím AbAb

katodakatoda

protisměrná imunoelektroforézaprotisměrná imunoelektroforéza
: na opačných koncích Ab a : na opačných koncích Ab a AgAg, precipitační proužky, precipitační proužky
protisměrná imunoelektroforézaprotisměrná imunoelektroforéza
: na opačných koncích Ab a : na opačných koncích Ab a AgAg, precipitační proužky, precipitační proužky
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hemaglutinačně inhibiční test (HIT)hemaglutinačně inhibiční test (HIT)hemaglutinačně inhibiční test (HIT)hemaglutinačně inhibiční test (HIT)

vzorekvzorek ti H I Gti H I G
vzorekvzorek

anti Hu IgGanti Hu IgG vzorekvzorek

Hu-IgG
jiný epitop

Hu-IgG
jiný epitop

anti Hu-IgG
G1 epitop

anti Hu-IgG
G1 epitop

Hu-IgG
G1 epitop
Hu-IgG

G1 epitop

anti Hu-IgG
G1 epitop

anti Hu-IgG
G1 epitop

žádnážádná

negativní negativní –– aglutinované erytrocytyaglutinované erytrocytynegativní negativní –– aglutinované erytrocytyaglutinované erytrocytypozitivní pozitivní –– krev sedimentujekrev sedimentujepozitivní pozitivní –– krev sedimentujekrev sedimentuje
řít třít t AbAb žád ážád á l til tiřít třít t AbAb žád ážád á l til ti

aglutinace!aglutinace!
žádná

aglutinace
žádná

aglutinace

řít třít t AbAb l til tiřít třít t AbAb l til tipřítomnost přítomnost AbAb ⇒⇒ žádnážádná aglutinaceaglutinacepřítomnost přítomnost AbAb ⇒⇒ žádnážádná aglutinaceaglutinace nepřítomnost nepřítomnost AbAb ⇒⇒ aglutinaceaglutinacenepřítomnost nepřítomnost AbAb ⇒⇒ aglutinaceaglutinace

Coombsův test (CT)Coombsův test (CT)
: odhalení protilátek proti červeným krvinkám: odhalení protilátek proti červeným krvinkám
Coombsův test (CT)Coombsův test (CT)
: odhalení protilátek proti červeným krvinkám: odhalení protilátek proti červeným krvinkámindikátoryindikátory : odhalení protilátek proti červeným krvinkám: odhalení protilátek proti červeným krvinkám

:: stanovení Ag:: stanovení Ag11 pomocí nekompletního Abpomocí nekompletního Abii

:: primární komplex: Ag:: primární komplex: Ag11AbAbii

: odhalení protilátek proti červeným krvinkám: odhalení protilátek proti červeným krvinkám

:: stanovení Ag:: stanovení Ag11 pomocí nekompletního Abpomocí nekompletního Abii

:: primární komplex: Ag:: primární komplex: Ag11AbAbii

yy

nebonebo Hu-IgGHu-IgG

č.krv. s Hu-IgGč.krv. s Hu-IgGč.krv. Rh+č.krv. Rh+

:: sekundární komplex: Ag:: sekundární komplex: Ag11AbAbiiAgAg22:: sekundární komplex: Ag:: sekundární komplex: Ag11AbAbiiAgAg22 nepřímý CTnepřímý CTnepřímý CTnepřímý CT

vzorekvzorek
krok 1krok 1

vzorekvzorek

matkamatka

nebonebo
anti Hu-IgG

C b ů t
anti Hu-IgG

C b ů t

přímý CTpřímý CTpřímý CTpřímý CT
krok 2krok 2

dítědítěmatkamatka Coombsův reagentCoombsův reagent
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kvantitativní metodykvantitativní metodykvantitativní metodykvantitativní metody
vážkovávážková p.p. –– vážení p., nefelometrie, turbidimetrievážení p., nefelometrie, turbidimetrievážkovávážková p.p. –– vážení p., nefelometrie, turbidimetrievážení p., nefelometrie, turbidimetrievážkovávážková p. p. vážení p., nefelometrie, turbidimetrievážení p., nefelometrie, turbidimetrievážkovávážková p. p. vážení p., nefelometrie, turbidimetrievážení p., nefelometrie, turbidimetrie

metoda metoda ManciniovéManciniové
diál ídiál í i difúi difú

metoda metoda ManciniovéManciniové
diál ídiál í i difúi difú

Ab v geluAb v gelu Ag vzorekAg vzorek

g
[m

g/
m

l]
g

[m
g/

m
l] 15 mg/ml15 mg/ml

Ag
1.0 mg

Ag
1.0 mg

: radiální : radiální imunodifúzeimunodifúze

:: gel obsahuje Ab:: gel obsahuje Ab
řadařada jamekjamek

: radiální : radiální imunodifúzeimunodifúze

:: gel obsahuje Ab:: gel obsahuje Ab
řadařada jamekjamek kalibrační závislostkalibrační závislost

průměr [mm2]průměr [mm2]

A
g

A
g2.5 mg2.5 mg

10.0 mg10.0 mg

Ag
vzorek

Ag
vzorek

:: řada :: řada jamekjamek
::: ::: standardy (kalibrace) + vzorekstandardy (kalibrace) + vzorek

:: řada :: řada jamekjamek
::: ::: standardy (kalibrace) + vzorekstandardy (kalibrace) + vzorek

metoda dlemetoda dle LaurelaLaurelametoda dlemetoda dle LaurelaLaurela

kalibrační závislostkalibrační závislost

metoda dle metoda dle LaurelaLaurela
: raketová, spojitá, křížová IELFO; : raketová, spojitá, křížová IELFO; elektroimunodifúzeelektroimunodifúze

:: gel obsahuje Ab startovací jamky s:: gel obsahuje Ab startovací jamky s AgAg; tvar plamene; tvar plamene –– semikvantitasemikvantita

metoda dle metoda dle LaurelaLaurela
: raketová, spojitá, křížová IELFO; : raketová, spojitá, křížová IELFO; elektroimunodifúzeelektroimunodifúze

:: gel obsahuje Ab startovací jamky s:: gel obsahuje Ab startovací jamky s AgAg; tvar plamene; tvar plamene –– semikvantitasemikvantita:: gel obsahuje Ab, startovací jamky s :: gel obsahuje Ab, startovací jamky s AgAg; tvar plamene ; tvar plamene –– semikvantitasemikvantita:: gel obsahuje Ab, startovací jamky s :: gel obsahuje Ab, startovací jamky s AgAg; tvar plamene ; tvar plamene –– semikvantitasemikvantita

metoda dle Clarka a Freemana metoda dle Clarka a Freemana –– 2D IELFO2D IELFOmetoda dle Clarka a Freemana metoda dle Clarka a Freemana –– 2D IELFO2D IELFO
:: 1.D dělí Ag, 2.D interakce s Ab v gelu v úhlu 90:: 1.D dělí Ag, 2.D interakce s Ab v gelu v úhlu 90°°:: 1.D dělí Ag, 2.D interakce s Ab v gelu v úhlu 90:: 1.D dělí Ag, 2.D interakce s Ab v gelu v úhlu 90°° startstart

2
. rozm

ěr
2

. rozm
ěrgel s ABgel s AB

tandemová IELFOtandemová IELFO
:: obdoba 2D IELFO se standardními množstvími Ag:: obdoba 2D IELFO se standardními množstvími Ag
tandemová IELFOtandemová IELFO
:: obdoba 2D IELFO se standardními množstvími Ag:: obdoba 2D IELFO se standardními množstvími Ag

1. rozměr1. rozměr
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imunoanalýzaimunoanalýza se značenými reaktantyse značenými reaktantyimunoanalýzaimunoanalýza se značenými reaktantyse značenými reaktantyimunoanalýzaimunoanalýza se značenými reaktantyse značenými reaktantyimunoanalýzaimunoanalýza se značenými reaktantyse značenými reaktanty

imunostanoveníimunostanovení imunoesejimunoesej ((immunoassayimmunoassay );); neutralizace séraneutralizace séraimunostanoveníimunostanovení imunoesejimunoesej ((immunoassayimmunoassay );); neutralizace séraneutralizace séraimunostanoveníimunostanovení, , imunoesejimunoesej ((immunoassayimmunoassay ); ); neutralizace séraneutralizace séra

univalentníunivalentní Ab, rozpustný Ab, rozpustný AgAg

imunostanoveníimunostanovení, , imunoesejimunoesej ((immunoassayimmunoassay ); ); neutralizace séraneutralizace séra

univalentníunivalentní Ab, rozpustný Ab, rozpustný AgAg

: vhodné Ab : vhodné Ab –– monoklonálnímonoklonální: vhodné Ab : vhodné Ab –– monoklonálnímonoklonální

: vhodná značka (Ab, : vhodná značka (Ab, AgAg) ) –– fluoroforfluorofor, chromofor, radioaktivní izotop, enzym, chromofor, radioaktivní izotop, enzym

č íč í tété i bilii bili

: vhodná značka (Ab, : vhodná značka (Ab, AgAg) ) –– fluoroforfluorofor, chromofor, radioaktivní izotop, enzym, chromofor, radioaktivní izotop, enzym

č íč í tété i bilii bili: separační : separační systém systém –– imobilizaceimobilizace

: detekce: detekce

: separační : separační systém systém –– imobilizaceimobilizace

: detekce: detekce

: standard či kontrolní stanovení: standard či kontrolní stanovení: standard či kontrolní stanovení: standard či kontrolní stanovení
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jednoduchá  jednoduchá  imunoanalýzaimunoanalýzajednoduchá  jednoduchá  imunoanalýzaimunoanalýza

i bilii bilii bilii bili: : imobilizace imobilizace AgAg
: : známéznámé množství množství AbAb
: : vazba vazba Ab na Ab na AgAg

: : imobilizace imobilizace AgAg
: : známéznámé množství množství AbAb
: : vazba vazba Ab na Ab na AgAg
:: určením obsahu určením obsahu AgAg
:: přímo :: přímo –– značená Abznačená Ab11
:: nepřímo :: nepřímo –– značenou Abznačenou Ab22 proti Abproti Ab11

:: určením obsahu určením obsahu AgAg
:: přímo :: přímo –– značená Abznačená Ab11
:: nepřímo :: nepřímo –– značenou Abznačenou Ab22 proti Abproti Ab11ep oep o ače ou bače ou b22 p ot bp ot b11ep oep o ače ou bače ou b22 p ot bp ot b11

álál
si

gn
á

si
gn

á

koncentracekoncentrace

AgAg ++ Ab*Ab* ↔↔ [[AgAbAgAb*]*]AgAg ++ Ab*Ab* ↔↔ [[AgAbAgAb*]*]

AgAg značená Abznačená Ab substrátsubstrát

ýh dýh d i bili k č á Abi bili k č á Abýh dýh d i bili k č á Abi bili k č á Ab

AgAg + + Ab  Ab  ↔↔ [[AgAbAgAb ]]AgAg + + Ab  Ab  ↔↔ [[AgAbAgAb ]]

výhody: výhody: nízká spotřeba Abnízká spotřeba Abvýhody: výhody: nízká spotřeba Abnízká spotřeba Ab

nevýhody: nevýhody: imobilizace vzorku, značená Ab, imobilizace vzorku, značená Ab, 
nízká nízká specifitaspecifita, nízká , nízká selektivita (jen u přímé)selektivita (jen u přímé)

nevýhody: nevýhody: imobilizace vzorku, značená Ab, imobilizace vzorku, značená Ab, 
nízká nízká specifitaspecifita, nízká , nízká selektivita (jen u přímé)selektivita (jen u přímé)
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kompetitivní  imunoanalýzakompetitivní  imunoanalýzakompetitivní  imunoanalýzakompetitivní  imunoanalýza
stanovení s omezeným množstvím reagentustanovení s omezeným množstvím reagentustanovení s omezeným množstvím reagentustanovení s omezeným množstvím reagentu

: omezený počet: omezený počet vazných míst na Abvazných míst na Ab
: neznámé: neznámé množství množství AgAg
: omezený počet: omezený počet vazných míst na Abvazných míst na Ab
: neznámé: neznámé množství množství AgAg

ý gý gý gý g

: soutěž o vazná místa: soutěž o vazná místa se známým množstvím značeného se známým množstvím značeného AgAg

:: určením poměru značeného :: určením poměru značeného AgAg a to buď volného nebo vázaného a to buď volného nebo vázaného ⇒⇒

: soutěž o vazná místa: soutěž o vazná místa se známým množstvím značeného se známým množstvím značeného AgAg

:: určením poměru značeného :: určením poměru značeného AgAg a to buď volného nebo vázaného a to buď volného nebo vázaného ⇒⇒u po u a ou po u a o gg a o buď o o bo á a oa o buď o o bo á a o
neznámého neznámého AgAg

u po u a ou po u a o gg a o buď o o bo á a oa o buď o o bo á a o
neznámého neznámého AgAg

si
gn

ál
si

gn
ál

koncentracekoncentrace

2Ab2Ab AA AA ** [[AbAAbA ]] [[AbAAbA *]*]2Ab2Ab AA AA ** [[AbAAbA ]] [[AbAAbA *]*]

AgAg AbAb značená Abznačená Ab substrátsubstrát

2Ab + 2Ab + AgAg + + AgAg* * ↔↔ [[AbAgAbAg] ] + + [[AbAgAbAg*]*]2Ab + 2Ab + AgAg + + AgAg* * ↔↔ [[AbAgAbAg] ] + + [[AbAgAbAg*]*]

výhody: výhody: nízká spotřeba Abnízká spotřeba Abvýhody: výhody: nízká spotřeba Abnízká spotřeba Ab

nevýhody: nevýhody: nízká specifita, nízká selektivitanízká specifita, nízká selektivitanevýhody: nevýhody: nízká specifita, nízká selektivitanízká specifita, nízká selektivita

ý yý y ppý yý y pp
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stanovení s nadbytkem reagentustanovení s nadbytkem reagentustanovení s nadbytkem reagentustanovení s nadbytkem reagentu

sendvičová imunoanalýza, imunometriesendvičová imunoanalýza, imunometriesendvičová imunoanalýza, imunometriesendvičová imunoanalýza, imunometrie
stanovení s nadbytkem reagentustanovení s nadbytkem reagentustanovení s nadbytkem reagentustanovení s nadbytkem reagentu

: dvě a více: dvě a více Ab zaručují specifitu imunoanalýzyAb zaručují specifitu imunoanalýzy
:: teoretický limit detekce jeteoretický limit detekce je jedna molekula analytujedna molekula analytu
: dvě a více: dvě a více Ab zaručují specifitu imunoanalýzyAb zaručují specifitu imunoanalýzy
:: teoretický limit detekce jeteoretický limit detekce je jedna molekula analytujedna molekula analytu: : teoretický limit detekce je teoretický limit detekce je jedna molekula analytujedna molekula analytu: : teoretický limit detekce je teoretický limit detekce je jedna molekula analytujedna molekula analytu

:: nevázaná značená Ab může být použita ke kvantifikaci analytu:: nevázaná značená Ab může být použita ke kvantifikaci analytu:: nevázaná značená Ab může být použita ke kvantifikaci analytu:: nevázaná značená Ab může být použita ke kvantifikaci analytu

si
gn

ál
si

gn
ál

AgAg AbAb značená Abznačená Ab substrátsubstrát

koncentracekoncentrace

x Abx Ab11 + y + y AgAg →→ y [Aby [Ab11Ag] Ag] + + (x(x––y) Aby) Ab11

z Abz Ab ** ++ y [y [AbAb Ag]Ag] →→ y [Aby [Ab Ag]Ag] AbAb ** ++ (z(z y) Aby) Ab **

x Abx Ab11 + y + y AgAg →→ y [Aby [Ab11Ag] Ag] + + (x(x––y) Aby) Ab11

z Abz Ab ** ++ y [y [AbAb Ag]Ag] →→ y [Aby [Ab Ag]Ag] AbAb ** ++ (z(z y) Aby) Ab **z Abz Ab22 + + y [y [AbAb11Ag] Ag] →→ y [Aby [Ab11Ag]Ag]--AbAb22 + + (z(z––y) Aby) Ab22z Abz Ab22 + + y [y [AbAb11Ag] Ag] →→ y [Aby [Ab11Ag]Ag]--AbAb22 + + (z(z––y) Aby) Ab22

výhody: výhody: zvýšená citlivost, zvýšená specifitazvýšená citlivost, zvýšená specifitavýhody: výhody: zvýšená citlivost, zvýšená specifitazvýšená citlivost, zvýšená specifitaý yý y ý , ý pý , ý pý yý y ý , ý pý , ý p

nevýhody: nevýhody: značené Ab, plýtvání Abznačené Ab, plýtvání Abnevýhody: nevýhody: značené Ab, plýtvání Abznačené Ab, plýtvání Ab
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FIA FIA –– fluorescenční fluorescenční imunostanoveníimunostanovení
fluorescentfluorescent immunoassayimmunoassay
FIA FIA –– fluorescenční fluorescenční imunostanoveníimunostanovení
fluorescentfluorescent immunoassayimmunoassay

značení Ab či značení Ab či AgAg fluroforemfluroforemznačení Ab či značení Ab či AgAg fluroforemfluroforem

provedeníprovedení
homogenníhomogenní
provedeníprovedení
homogenníhomogennígg
: : ΔΔ fluorescenčních vlastností značené Ab/fluorescenčních vlastností značené Ab/AgAg po vzniku [po vzniku [AbAgAbAg]]

heterogenníheterogenní
fl č é Ab/fl č é Ab/AA tí á éhtí á éh

gg
: : ΔΔ fluorescenčních vlastností značené Ab/fluorescenčních vlastností značené Ab/AgAg po vzniku [po vzniku [AbAgAbAg]]

heterogenníheterogenní
fl č é Ab/fl č é Ab/AA tí á éhtí á éh: : fluorescence značené Ab/fluorescence značené Ab/AgAg po vymytí nevázanéhopo vymytí nevázaného: : fluorescence značené Ab/fluorescence značené Ab/AgAg po vymytí nevázanéhopo vymytí nevázaného

používanépoužívané fluoroforyfluorofory::používanépoužívané fluoroforyfluorofory::používané používané fluoroforyfluorofory::
fluoresceinfluorescein, , izothiokyanátizothiokyanát fluoresceinu (FITC), fluoresceinu (FITC), rhodaminrhodamin, , ombelliferonombelliferon,,
88--anilinoanilino--11--nanafftalenesultalenesulffononáátt (ANS), (ANS), chelátycheláty lanthanoidů (lanthanoidů (EuEu, , TbTb, , SmSm) ) 

používané používané fluoroforyfluorofory::
fluoresceinfluorescein, , izothiokyanátizothiokyanát fluoresceinu (FITC), fluoresceinu (FITC), rhodaminrhodamin, , ombelliferonombelliferon,,
88--anilinoanilino--11--nanafftalenesultalenesulffononáátt (ANS), (ANS), chelátycheláty lanthanoidů (lanthanoidů (EuEu, , TbTb, , SmSm) ) 

výhodyvýhody
: : specifitaspecifita
: citlivost: citlivost

výhodyvýhody
: : specifitaspecifita
: citlivost: citlivost

nevýhodynevýhody
: pozadí (zhášení): pozadí (zhášení)
: instrumentálně náročné: instrumentálně náročné

nevýhodynevýhody
: pozadí (zhášení): pozadí (zhášení)
: instrumentálně náročné: instrumentálně náročné
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: citlivost: citlivost
: rozměr sondy: rozměr sondy
: citlivost: citlivost
: rozměr sondy: rozměr sondy

: instrumentálně náročné: instrumentálně náročné
: omezený výběr různých značek: omezený výběr různých značek
: instrumentálně náročné: instrumentálně náročné
: omezený výběr různých značek: omezený výběr různých značek



LIA LIA –– luminiscenční luminiscenční imunostanoveníimunostanovení
luminescenceluminescence immunoassayimmunoassay
LIA LIA –– luminiscenční luminiscenční imunostanoveníimunostanovení
luminescenceluminescence immunoassayimmunoassaychemoluminiscencechemoluminiscencechemoluminiscencechemoluminiscence

estery estery akridiniaakridinia –– nepotřebují katalýzunepotřebují katalýzuestery estery akridiniaakridinia –– nepotřebují katalýzunepotřebují katalýzu

luminolluminol, , izoluminolizoluminol –– potřebuje peroxid vodíku; potřebuje peroxid vodíku; peroxidázaperoxidázaluminolluminol, , izoluminolizoluminol –– potřebuje peroxid vodíku; potřebuje peroxid vodíku; peroxidázaperoxidáza

N H
N H

OR1

R2

C O O

C O - O
R1

R 2

-

-

P O D, H2O 2

p H (10-11)
+   N 2  +   h ν   +   H 2O

N H
N H

OR1

R2

C O O

C O - O
R1

R 2

-

-

P O D, H2O 2

p H (10-11)
+   N 2  +   h ν   +   H 2O

O
C O- O

O
C O- O

enzymaticky indukovanáenzymaticky indukovaná luminiscenceluminiscence
složka: 1,2složka: 1,2--dioxetandioxetan
enzymaticky indukovanáenzymaticky indukovaná luminiscenceluminiscence
složka: 1,2složka: 1,2--dioxetandioxetan
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elektrochemoluminiscenceelektrochemoluminiscence

22

elektrochemoluminiscenceelektrochemoluminiscence

22NHS ester NHS ester RuRu((bpybpy))33
2+2+NHS ester NHS ester RuRu((bpybpy))33
2+2+

kotvení na magnetickém nosičikotvení na magnetickém nosičikotvení na magnetickém nosičikotvení na magnetickém nosičikotvení na magnetickém nosičikotvení na magnetickém nosiči
oxidace značky na oxidace značky na PtPt či Au či Au elděeldě při 2 Vpři 2 V
+ TPA (+ TPA (tripropylamintripropylamin) v pufru ) v pufru –– regeneraceregenerace

kotvení na magnetickém nosičikotvení na magnetickém nosiči
oxidace značky na oxidace značky na PtPt či Au či Au elděeldě při 2 Vpři 2 V
+ TPA (+ TPA (tripropylamintripropylamin) v pufru ) v pufru –– regeneraceregenerace

bioluminiscencebioluminiscence;; luciferin/luciferázaluciferin/luciferázabioluminiscencebioluminiscence;; luciferin/luciferázaluciferin/luciferáza

ATP, Mg2+, O2ATP, Mg2+, O2

luciferázaluciferáza – CO2– CO2

výhodyvýhody
: poměr S/N: poměr S/N
výhodyvýhody
: poměr S/N: poměr S/N

nevýhodynevýhody
: : instrumetálníinstrumetální náročnostnáročnost
nevýhodynevýhody
: : instrumetálníinstrumetální náročnostnáročnost
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: citlivost: citlivost
: rozměr sondy: rozměr sondy
: citlivost: citlivost
: rozměr sondy: rozměr sondy



RIA RIA –– radioizotopové radioizotopové imunostanoveníimunostanovení
radioiosotopicradioiosotopic immunoassayimmunoassay
RIA RIA –– radioizotopové radioizotopové imunostanoveníimunostanovení
radioiosotopicradioiosotopic immunoassayimmunoassayradioiosotopicradioiosotopic immunoassayimmunoassayradioiosotopicradioiosotopic immunoassayimmunoassay

značení Ab či značení Ab či AgAg radioizotopem (nestabilním / radioizotopem (nestabilním / radioktivnímradioktivním izotopem)izotopem)značení Ab či značení Ab či AgAg radioizotopem (nestabilním / radioizotopem (nestabilním / radioktivnímradioktivním izotopem)izotopem)

provedeníprovedení
: heterogenní, kompetitivní: heterogenní, kompetitivní
provedeníprovedení
: heterogenní, kompetitivní: heterogenní, kompetitivní

používané používané izotopy:izotopy:používané používané izotopy:izotopy:
125125I I –– proteinové proteinové AgAg; 60 ; 60 dní; dní; 1414C C –– hapteny; hapteny; 33H H –– steroidní hormonysteroidní hormony
další izotopy další izotopy –– 1414C, C, 7575Se,  Se,  5757CoCo

d t kd t k dl t ář ídl t ář í ββ (( i tiláti tilát ) či) či ((k t l ý čít čk t l ý čít č ))

125125I I –– proteinové proteinové AgAg; 60 ; 60 dní; dní; 1414C C –– hapteny; hapteny; 33H H –– steroidní hormonysteroidní hormony
další izotopy další izotopy –– 1414C, C, 7575Se,  Se,  5757CoCo

d t kd t k dl t ář ídl t ář í ββ (( i tiláti tilát ) či) či ((k t l ý čít čk t l ý čít č ))detekcedetekce: dle typu záření : dle typu záření –– αα a a ββ ((scintilátorscintilátor ) či ) či γγ ((krystalový počítač krystalový počítač ))detekcedetekce: dle typu záření : dle typu záření –– αα a a ββ ((scintilátorscintilátor ) či ) či γγ ((krystalový počítač krystalový počítač ))

výhodyvýhodyvýhodyvýhody nevýhodynevýhodynevýhodynevýhodyvýhodyvýhody
: pružnost: pružnost
: citlivost: citlivost
: rozměr sondy: rozměr sondy

výhodyvýhody
: pružnost: pružnost
: citlivost: citlivost
: rozměr sondy: rozměr sondy

nevýhodynevýhody
: toxicita: toxicita
: skladovatelnost: skladovatelnost
: likvidace odpadu: likvidace odpadu

nevýhodynevýhody
: toxicita: toxicita
: skladovatelnost: skladovatelnost
: likvidace odpadu: likvidace odpadu
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: rozměr sondy: rozměr sondy: rozměr sondy: rozměr sondy : likvidace odpadu: likvidace odpadu: likvidace odpadu: likvidace odpadu



EIA EIA –– enzymové enzymové imunostanoveníimunostanovení
enzyme enzyme immunoassayimmunoassay
EIA EIA –– enzymové enzymové imunostanoveníimunostanovení
enzyme enzyme immunoassayimmunoassay

provedeníprovedení
h íh í
provedeníprovedení
h íh í

značení Ab či značení Ab či AgAg enzymemenzymemznačení Ab či značení Ab či AgAg enzymemenzymem

homogenníhomogenní
: : kompetitivní  kompetitivní  Ab Ab + + AgAg--E + E + AgAg →→ [Ab*[Ab*AgAg--E] E] + + AgAg--E + E + AgAg

homogenníhomogenní
: : kompetitivní  kompetitivní  Ab Ab + + AgAg--E + E + AgAg →→ [Ab*[Ab*AgAg--E] E] + + AgAg--E + E + AgAg

heterogenníheterogenní
: : kompetitivníkompetitivní
:: ppřřímáímá/nepřímá/nepřímá

heterogenníheterogenní
: : kompetitivníkompetitivní
:: ppřřímáímá/nepřímá/nepřímá:: ppřřímáímá/nepřímá/nepřímá
:: sendvisendviččováová
:: ppřřímáímá/nepřímá/nepřímá
:: sendvisendviččováová

používané používané enzymyenzymy::
alkalk. fosfatáza, peroxidáza, lysozym, . fosfatáza, peroxidáza, lysozym, galaktosidázagalaktosidáza, , glukózooxidázaglukózooxidáza, , 
glukózodehydrogenázaglukózodehydrogenáza, , malátdehydrogenázamalátdehydrogenáza

používané používané enzymyenzymy::
alkalk. fosfatáza, peroxidáza, lysozym, . fosfatáza, peroxidáza, lysozym, galaktosidázagalaktosidáza, , glukózooxidázaglukózooxidáza, , 
glukózodehydrogenázaglukózodehydrogenáza, , malátdehydrogenázamalátdehydrogenázag y gg y g ,, y gy gg y gg y g ,, y gy g

výhodyvýhody
: různorodost: různorodost

í úč lí úč l

výhodyvýhody
: různorodost: různorodost

í úč lí úč l

nevýhodynevýhody
: nestabilita: nestabilita

ě čkě čk

nevýhodynevýhody
: nestabilita: nestabilita

ě čkě čk

151151151151

: víceúčelovost: víceúčelovost
: zesílení signálu: zesílení signálu
: víceúčelovost: víceúčelovost
: zesílení signálu: zesílení signálu

: rozměr značky: rozměr značky
: heterogenní: heterogenní
: rozměr značky: rozměr značky
: heterogenní: heterogenní



imunodiagnostikaimunodiagnostikaimunodiagnostikaimunodiagnostika

imunoanalyzátoryimunoanalyzátoryimunoanalyzátoryimunoanalyzátory

l ě t ti él ě t ti é i lýi lýl ě t ti él ě t ti é i lýi lý: plně automatizované : plně automatizované imunoanalýzyimunoanalýzy

: většinou na bázi heterogenního sendvičového : většinou na bázi heterogenního sendvičového imunostanoveníimunostanovení (EIA, FIA)(EIA, FIA)
:: každý výrobce má vlastní modifikaci postupu (patenty):: každý výrobce má vlastní modifikaci postupu (patenty)

: plně automatizované : plně automatizované imunoanalýzyimunoanalýzy

: většinou na bázi heterogenního sendvičového : většinou na bázi heterogenního sendvičového imunostanoveníimunostanovení (EIA, FIA)(EIA, FIA)
:: každý výrobce má vlastní modifikaci postupu (patenty):: každý výrobce má vlastní modifikaci postupu (patenty):: každý výrobce má vlastní modifikaci postupu (patenty):: každý výrobce má vlastní modifikaci postupu (patenty)

: relativně nízká cena (masová produkce Ab): relativně nízká cena (masová produkce Ab)

:: každý výrobce má vlastní modifikaci postupu (patenty):: každý výrobce má vlastní modifikaci postupu (patenty)

: relativně nízká cena (masová produkce Ab): relativně nízká cena (masová produkce Ab)
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imunoproužkyimunoproužkyimunoproužkyimunoproužky

: specializované jednoúčelové : specializované jednoúčelové imunoanalýzyimunoanalýzy na jedno použitína jedno použití

: většinou na bázi heterogenního sendvičového : většinou na bázi heterogenního sendvičového imunostanoveníimunostanovení (EIA)(EIA)

: specializované jednoúčelové : specializované jednoúčelové imunoanalýzyimunoanalýzy na jedno použitína jedno použití

: většinou na bázi heterogenního sendvičového : většinou na bázi heterogenního sendvičového imunostanoveníimunostanovení (EIA)(EIA)

tok vzorkutok vzorku

: relativně nízká cena (masová produkce Ab): relativně nízká cena (masová produkce Ab): relativně nízká cena (masová produkce Ab): relativně nízká cena (masová produkce Ab)

tok vzorkutok vzorku

vzorekvzorek
uvolňovací
ploška
uvolňovací
ploška nasákavá

membrána
nasákavá
membrána

vývod
pro čtečku
vývod
pro čtečku

odsávací ploškaodsávací ploškamembránamembrána pp

elektrodaelektrodab áb ál ál á
membránamembrána

elektrodaelektrodasubstrátsubstrát

imunoreakční zónaimunoreakční zóna

mylarová
kostra
mylarová
kostra

pro separaci plazmypro separaci plazmy

kon
tr

kon
trtr
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tr
ol

a

rola
rola

ko
n

t
ko
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t

po
zi
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t

pp

3x zdraví3x zdraví3x nemocní3x nemocní
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měřiče pro akutní analýzy na místě (POCT) na bázi měřiče pro akutní analýzy na místě (POCT) na bázi imunoanalýzyimunoanalýzyměřiče pro akutní analýzy na místě (POCT) na bázi měřiče pro akutní analýzy na místě (POCT) na bázi imunoanalýzyimunoanalýzy

: specializované jedno: specializované jedno-- i víceúčelové i víceúčelové miniimunoanalyzátoryminiimunoanalyzátory: specializované jedno: specializované jedno-- i víceúčelové i víceúčelové miniimunoanalyzátoryminiimunoanalyzátory

: většinou na bázi heterogenního sendvičového : většinou na bázi heterogenního sendvičového imunostanoveníimunostanovení (EIA)(EIA)

: vycházejí z použití : vycházejí z použití imunoproužkůimunoproužků

: většinou na bázi heterogenního sendvičového : většinou na bázi heterogenního sendvičového imunostanoveníimunostanovení (EIA)(EIA)

: vycházejí z použití : vycházejí z použití imunoproužkůimunoproužků

154154154154



imunočipyimunočipyimunočipyimunočipy

: další miniaturizace: další miniaturizace

: klasické výhody čipové technologie: klasické výhody čipové technologie

: další miniaturizace: další miniaturizace

: klasické výhody čipové technologie: klasické výhody čipové technologie

k dá í Abk dá í Ab

ý y p gý y p gý y p gý y p g

vzorky; 
vzorky; 

sekundární Absekundární Ab

odpadodpad

A
b

A
b

mřížka s
imobilizovanými Ag
mřížka s
imobilizovanými Ag

pufrpufr

: : OptoOptoLabLabCCardard++SkinpatchSkinpatch
:: :: lablab--onon--foilfoil

: : OptoOptoLabLabCCardard++SkinpatchSkinpatch
:: :: lablab--onon--foilfoil

⇒⇒ The The SmartBioPhoneSmartBioPhoneTMTM⇒⇒ The The SmartBioPhoneSmartBioPhoneTMTM
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imunohistochemieimunohistochemieimunohistochemieimunohistochemie

imunocytochemieimunocytochemieimunocytochemieimunocytochemie

biopsiebiopsie

aplikace imunologických metod při studiu aplikace imunologických metod při studiu 
tkání a izolovaných buněktkání a izolovaných buněk

aplikace imunologických metod při studiu aplikace imunologických metod při studiu 
tkání a izolovaných buněktkání a izolovaných buněk

N2 (l )N2 (l )

zamraženízamražení

ýý
: detekce nádorů a patogenních změn: detekce nádorů a patogenních změn

ýý
: detekce nádorů a patogenních změn: detekce nádorů a patogenních změn

kryostatické řezykryostatické řezy4 – 8 μm tloušťky4 – 8 μm tloušťky

nejčastěji značení nejčastěji značení fluroforemfluroforem, kovem a enzymem, kovem a enzymem
: přímá, nepřímá, : přímá, nepřímá, nepřímánepřímá třístupňová (Abtřístupňová (Ab--„můstek“) „můstek“) –– zesilování signálu zesilování signálu 
nejčastěji značení nejčastěji značení fluroforemfluroforem, kovem a enzymem, kovem a enzymem
: přímá, nepřímá, : přímá, nepřímá, nepřímánepřímá třístupňová (Abtřístupňová (Ab--„můstek“) „můstek“) –– zesilování signálu zesilování signálu 

y yy yμ yμ y

Ab3*Ab3*

ALPázaALPáza + chromogenní
substrát
+ chromogenní
substrát

Ab *Ab *

BB SS POXPOX

+ chromogenní
substrát
+ chromogenní
substrát

Ab1Ab1

Ab2
můstek
Ab2
můstekAb1Ab1

Ab2*Ab2*
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metoda APAAPmetoda APAAPmetoda APAAPmetoda APAAPmetoda BSPOXmetoda BSPOX
B B –– biotin, S biotin, S –– streptavidinstreptavidin, POX , POX –– peroxidázaperoxidáza

metoda BSPOXmetoda BSPOX
B B –– biotin, S biotin, S –– streptavidinstreptavidin, POX , POX –– peroxidázaperoxidáza



aplikace imunologických metod při studiu buněk ISaplikace imunologických metod při studiu buněk IS
: detekce patogenních změn v IS: detekce patogenních změn v IS
aplikace imunologických metod při studiu buněk ISaplikace imunologických metod při studiu buněk IS
: detekce patogenních změn v IS: detekce patogenních změn v IS

nejčastěji značení nejčastěji značení Ab s Ab s fluroforemfluroforem
: : průtoková průtoková cytometriecytometrie
nejčastěji značení nejčastěji značení Ab s Ab s fluroforemfluroforem
: : průtoková průtoková cytometriecytometrie

buněčná
suspenze
buněčná
suspenze

rozptyl
pod úhlem
90°

rozptyl
pod úhlem
90°

fotonásobičfotonásobič

barevné filtrybarevné filtry

ěkěk

kontrolakontrola
antiCD3-Ab*antiCD3-Ab*
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fotosenzitivní
dioda
fotosenzitivní
diodarozptyl

v přímém směru
rozptyl
v přímém směru

separace buněkseparace buněk

čeče

intenzita fluorescenceintenzita fluorescence
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 9
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monocytymonocytygranulocytygranulocyty

b*b*
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rozptyl v přímém směrurozptyl v přímém směru
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zp lymfocytylymfocyty

antiCD4-Ab*antiCD4-Ab*

aa CD3–
CD4+
CD3–
CD4+



analýza proteinůanalýza proteinů
v klinické biochemiiv klinické biochemii
analýza proteinůanalýza proteinů
v klinické biochemiiv klinické biochemii

VII.VII.VII.VII.

struktura proteinůstruktura proteinůstruktura proteinůstruktura proteinů
primární strukturaprimární struktura

primární strukturaprimární struktura –– pořadí aminokyselinpořadí aminokyselinprimární strukturaprimární struktura –– pořadí aminokyselinpořadí aminokyselinsekundárnísekundární primární struktura primární struktura –– pořadí aminokyselinpořadí aminokyselin
(sekvence)(sekvence)

sekundární strukturasekundární struktura samovolný vzniksamovolný vznik

primární struktura primární struktura –– pořadí aminokyselinpořadí aminokyselin
(sekvence)(sekvence)

sekundární strukturasekundární struktura samovolný vzniksamovolný vznik

sekundární
struktura

sekundární
struktura

sekundární strukturasekundární struktura –– samovolný vzniksamovolný vznik

terciární struktura terciární struktura –– 3D (indukované chaperoniny)3D (indukované chaperoniny)

sekundární strukturasekundární struktura –– samovolný vzniksamovolný vznik

terciární struktura terciární struktura –– 3D (indukované chaperoniny)3D (indukované chaperoniny)β-skládaný listβ-skládaný list

α helixα helix

kvartérní strukturakvartérní struktura –– suprakomplexysuprakomplexykvartérní strukturakvartérní struktura –– suprakomplexysuprakomplexy

α-helixα-helix

terciární
struktura
terciární
strukturastrukturastruktura

kvartérní
struktura
kvartérní
struktura
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specifická specifická –– stanovení určitého proteinustanovení určitého proteinu
nespecifickánespecifická –– stanovení celkové bílkovinystanovení celkové bílkoviny nebonebo jednoho proteinujednoho proteinu
specifická specifická –– stanovení určitého proteinustanovení určitého proteinu
nespecifickánespecifická –– stanovení celkové bílkovinystanovení celkové bílkoviny nebonebo jednoho proteinujednoho proteinunespecifická nespecifická stanovení celkové bílkoviny stanovení celkové bílkoviny nebonebo jednoho proteinujednoho proteinunespecifická nespecifická stanovení celkové bílkoviny stanovení celkové bílkoviny nebonebo jednoho proteinujednoho proteinu

nespecifická stanovenínespecifická stanovenínespecifická stanovenínespecifická stanovení

Kjeldahlova metodaKjeldahlova metoda [chjeldálova][chjeldálova]Kjeldahlova metodaKjeldahlova metoda [chjeldálova][chjeldálova]

polypeptid polypeptid ⇒⇒ amoniakamoniak, obsah p. se definuje dle organického dusíku, obsah p. se definuje dle organického dusíkupolypeptid polypeptid ⇒⇒ amoniakamoniak, obsah p. se definuje dle organického dusíku, obsah p. se definuje dle organického dusíku

vzorekvzorek sese mineralizujemineralizuje koncentrovanoukoncentrovanou kyselinoukyselinou sírovousírovou vv
řít tiřít ti k t l átk t l át i ýi ý d íkd ík éé i ti t

vzorekvzorek sese mineralizujemineralizuje koncentrovanoukoncentrovanou kyselinoukyselinou sírovousírovou vv
řít tiřít ti k t l átk t l át i ýi ý d íkd ík éé i ti t

peptidpeptid

přítomnostipřítomnosti katalyzátorukatalyzátoru;; aminovýaminový dusíkdusík ⇒⇒ amonnéamonné iontyiontypřítomnostipřítomnosti katalyzátorukatalyzátoru;; aminovýaminový dusíkdusík ⇒⇒ amonnéamonné iontyionty
amoniakamoniak

amonnéamonné iontyionty sese převedoupřevedou nana amoniakamoniak zahřátímzahřátím aa destilacídestilací
sese zachytízachytí veve sběrnésběrné nádobě,nádobě, kdekde sese opětopět přeměnípřemění nana
amonnéamonné iontyionty

amonnéamonné iontyionty sese převedoupřevedou nana amoniakamoniak zahřátímzahřátím aa destilacídestilací
sese zachytízachytí veve sběrnésběrné nádobě,nádobě, kdekde sese opětopět přeměnípřemění nana
amonnéamonné iontyiontyyy

amonnéamonné iontyionty sese stanovístanoví neutralizačníneutralizační titracítitrací

yy

amonnéamonné iontyionty sese stanovístanoví neutralizačníneutralizační titracítitrací

záchytná
nádoba

záchytná
nádoba

amonnéamonné iontyionty sese stanovístanoví neutralizačníneutralizační titracítitracíamonnéamonné iontyionty sese stanovístanoví neutralizačníneutralizační titracítitrací

159159159159



spektrofotometrické stanovení (SPEFO)spektrofotometrické stanovení (SPEFO)spektrofotometrické stanovení (SPEFO)spektrofotometrické stanovení (SPEFO)

205205 260260 280280205205 260260 280280205205; ; 260260 a a 280280 nmnm
peptidová vazba; aromatické strukturypeptidová vazba; aromatické struktury
205205; ; 260260 a a 280280 nmnm
peptidová vazba; aromatické strukturypeptidová vazba; aromatické struktury

absorbanci ovlivňujíabsorbanci ovlivňují
: sekundární, terciární i kvartérní struktury : sekundární, terciární i kvartérní struktury 
: faktory jako pH, iontová síla : faktory jako pH, iontová síla atpatp..

absorbanci ovlivňujíabsorbanci ovlivňují
: sekundární, terciární i kvartérní struktury : sekundární, terciární i kvartérní struktury 
: faktory jako pH, iontová síla : faktory jako pH, iontová síla atpatp..y j p ,y j p , ppy j p ,y j p , pp

(ne)známý vzorek(ne)známý vzorek
: kalibrace na BSA: kalibrace na BSA ⇒⇒ extinkční koeficient při 205 anebo 280extinkční koeficient při 205 anebo 280 nmnm
(ne)známý vzorek(ne)známý vzorek
: kalibrace na BSA: kalibrace na BSA ⇒⇒ extinkční koeficient při 205 anebo 280extinkční koeficient při 205 anebo 280 nmnm: kalibrace na BSA : kalibrace na BSA ⇒⇒ extinkční koeficient při 205 anebo 280 extinkční koeficient při 205 anebo 280 nmnm: kalibrace na BSA : kalibrace na BSA ⇒⇒ extinkční koeficient při 205 anebo 280 extinkční koeficient při 205 anebo 280 nmnm

neznámý vzorekneznámý vzorek s možnou kontaminací DNAs možnou kontaminací DNAneznámý vzorekneznámý vzorek s možnou kontaminací DNAs možnou kontaminací DNAneznámý vzorekneznámý vzorek s možnou kontaminací DNAs možnou kontaminací DNA
: měření při 260 a 280 nm: měření při 260 a 280 nm
: koncentrace (mg/ml) = (1.55 x A: koncentrace (mg/ml) = (1.55 x A280280) ) –– (0.76 x A(0.76 x A260260))

neznámý vzorekneznámý vzorek s možnou kontaminací DNAs možnou kontaminací DNA
: měření při 260 a 280 nm: měření při 260 a 280 nm
: koncentrace (mg/ml) = (1.55 x A: koncentrace (mg/ml) = (1.55 x A280280) ) –– (0.76 x A(0.76 x A260260))

neinvazivníneinvazivní (nespotřebovává vzorek)(nespotřebovává vzorek)
ř é é š ě í ýř é é š ě í ý

neinvazivníneinvazivní (nespotřebovává vzorek)(nespotřebovává vzorek)
ř é é š ě í ýř é é š ě í ý: nepřesné, snadné falešně pozitivní výsledky : nepřesné, snadné falešně pozitivní výsledky –– kontaminacekontaminace: nepřesné, snadné falešně pozitivní výsledky : nepřesné, snadné falešně pozitivní výsledky –– kontaminacekontaminace

160160160160



SPEFO SPEFO –– biuretová metodabiuretová metodaSPEFO SPEFO –– biuretová metodabiuretová metoda
: invazivní, zdlouhavé, velká spotřeba vzorku: invazivní, zdlouhavé, velká spotřeba vzorku: invazivní, zdlouhavé, velká spotřeba vzorku: invazivní, zdlouhavé, velká spotřeba vzorku

bbiuretiuretové činidloové činidlo::
25 g 25 g vínanu sodnovínanu sodno--draselnéhodraselného
0.75 g0.75 g síranu měďnatéhosíranu měďnatého 5H5H22OO

bbiuretiuretové činidloové činidlo::
25 g 25 g vínanu sodnovínanu sodno--draselnéhodraselného
0.75 g0.75 g síranu měďnatéhosíranu měďnatého 5H5H22OO0.75 g 0.75 g síranu měďnatého síranu měďnatého 5H5H22OO
1.25 g 1.25 g jodidu draselnéhojodidu draselného

:: vše v:: vše v 100 ml 0.2 M NaOH100 ml 0.2 M NaOH

0.75 g 0.75 g síranu měďnatého síranu měďnatého 5H5H22OO
1.25 g 1.25 g jodidu draselnéhojodidu draselného

:: vše v:: vše v 100 ml 0.2 M NaOH100 ml 0.2 M NaOH biuretovébiuretové
činidločinidlo

biuretovébiuretové
činidločinidlo glycinglycinglycinglycin bílekbílekbílekbílek

:: vzorekvzorek 11 –– 1010 mg/mlmg/ml proteinuproteinu
:: kalibracekalibrace nana BSABSA
:: přidámepřidáme bbiuretiuretovéové činidločinidlo rozmíchámerozmícháme aa nechámenecháme státstát 2020 minmin

:: vzorekvzorek 11 –– 1010 mg/mlmg/ml proteinuproteinu
:: kalibracekalibrace nana BSABSA
:: přidámepřidáme bbiuretiuretovéové činidločinidlo rozmíchámerozmícháme aa nechámenecháme státstát 2020 minmin

činidločinidločinidločinidlo

:: přidámepřidáme bbiuretiuretovéové činidlo,činidlo, rozmíchámerozmícháme aa nechámenecháme státstát 2020 minmin
:: absorbanciabsorbanci měřímeměříme připři 550550 nmnm
:: přidámepřidáme bbiuretiuretovéové činidlo,činidlo, rozmíchámerozmícháme aa nechámenecháme státstát 2020 minmin
:: absorbanciabsorbanci měřímeměříme připři 550550 nmnm

vínanvínan –– rozpustnost iontů mědi v rozpustnost iontů mědi v alkalk. . ##
jodidjodid –– katalýza redukce Cukatalýza redukce Cu2+2+ ⇒⇒ CuCu1+1+ ??????
vínanvínan –– rozpustnost iontů mědi v rozpustnost iontů mědi v alkalk. . ##
jodidjodid –– katalýza redukce Cukatalýza redukce Cu2+2+ ⇒⇒ CuCu1+1+ ??????

chylózní chylózní sérum sérum –– falešně pozitivní výsledkyfalešně pozitivní výsledkychylózní chylózní sérum sérum –– falešně pozitivní výsledkyfalešně pozitivní výsledky

reagují i tyto skupinyreagují i tyto skupinyreagují i tyto skupinyreagují i tyto skupinyreagují i tyto skupinyreagují i tyto skupiny
––CONHCONH22, , ––C(NH)(NHC(NH)(NH22))–– a a ––CSNHCSNH22

reagují i tyto skupinyreagují i tyto skupiny
––CONHCONH22, , ––C(NH)(NHC(NH)(NH22))–– a a ––CSNHCSNH22
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SPEFO SPEFO –– Lowryho metodaLowryho metodaSPEFO SPEFO –– Lowryho metodaLowryho metoda
: variace na biuretovou metodu: variace na biuretovou metodu: variace na biuretovou metodu: variace na biuretovou metodu

vv alkalickémalkalickém prostředíprostředí ss měďnatýmiměďnatými iontyionty
:: popo přidánípřidání FolinFolin--CiocCiocââlteulteu reagentureagentu sese tentotento váževáže nana protein,protein, jeje zvolnazvolna
redukovánredukován nana heteropolymolybdenanovouheteropolymolybdenanovou modřmodř pomocípomocí CuCu22++ katalyzovanékatalyzované

vv alkalickémalkalickém prostředíprostředí ss měďnatýmiměďnatými iontyionty
:: popo přidánípřidání FolinFolin--CiocCiocââlteulteu reagentureagentu sese tentotento váževáže nana protein,protein, jeje zvolnazvolna
redukovánredukován nana heteropolymolybdenanovouheteropolymolybdenanovou modřmodř pomocípomocí CuCu22++ katalyzovanékatalyzovanéredukovánredukován nana heteropolymolybdenanovouheteropolymolybdenanovou modřmodř pomocípomocí CuCu22++--katalyzovanékatalyzované
oxidaceoxidace aromatickýcharomatických kyselinkyselin;; barvabarva sese měnímění zeze žlutéžluté nana modroumodrou
redukovánredukován nana heteropolymolybdenanovouheteropolymolybdenanovou modřmodř pomocípomocí CuCu22++--katalyzovanékatalyzované
oxidaceoxidace aromatickýcharomatických kyselinkyselin;; barvabarva sese měnímění zeze žlutéžluté nana modroumodrou

: 100: 100 μμl vzorku + 1 0 ml Lowryho reagentu (alkalickél vzorku + 1 0 ml Lowryho reagentu (alkalické prostředíprostředí CuSOCuSO44)): 100: 100 μμl vzorku + 1 0 ml Lowryho reagentu (alkalickél vzorku + 1 0 ml Lowryho reagentu (alkalické prostředíprostředí CuSOCuSO44)): 100 : 100 μμl vzorku + 1.0 ml Lowryho reagentu (alkalické l vzorku + 1.0 ml Lowryho reagentu (alkalické prostředí prostředí CuSOCuSO44) ) 
: inkubace 30 min při 25 : inkubace 30 min při 25 °°C C 
: + 100 ml Folin: + 100 ml Folin--Ciocâlteuova reagentuCiocâlteuova reagentu
: inkubace 30 min při 25: inkubace 30 min při 25 °°CC

: 100 : 100 μμl vzorku + 1.0 ml Lowryho reagentu (alkalické l vzorku + 1.0 ml Lowryho reagentu (alkalické prostředí prostředí CuSOCuSO44) ) 
: inkubace 30 min při 25 : inkubace 30 min při 25 °°C C 
: + 100 ml Folin: + 100 ml Folin--Ciocâlteuova reagentuCiocâlteuova reagentu
: inkubace 30 min při 25: inkubace 30 min při 25 °°CC: inkubace 30 min při 25 : inkubace 30 min při 25 CC
: měříme při 595 nm: měříme při 595 nm
: inkubace 30 min při 25 : inkubace 30 min při 25 CC
: měříme při 595 nm: měříme při 595 nm FolinFolin--CCiocâlteuiocâlteu

750 m750 mll vody; vody; 100 g 100 g NaNa22WOWO44; ; 25 g 25 g 
NaNa22MoOMoO44;;50 m50 mll 85%85% kys fosforečné;kys fosforečné; 100 m100 mll

FolinFolin--CCiocâlteuiocâlteu
750 m750 mll vody; vody; 100 g 100 g NaNa22WOWO44; ; 25 g 25 g 
NaNa22MoOMoO44;;50 m50 mll 85%85% kys fosforečné;kys fosforečné; 100 m100 mll

více rozdílů mezi proteiny mnohdy nestačí jen kalibrace na BSAvíce rozdílů mezi proteiny mnohdy nestačí jen kalibrace na BSAvíce rozdílů mezi proteiny mnohdy nestačí jen kalibrace na BSAvíce rozdílů mezi proteiny mnohdy nestačí jen kalibrace na BSA

NaNa22MoOMoO44;;50 m50 mll 85% 85% kys. fosforečné; kys. fosforečné; 100 m100 mll
kkonconc.. HClHCl; ; 150 g 150 g LiLi22SOSO44 + pár kapek Br+ pár kapek Br22

NaNa22MoOMoO44;;50 m50 mll 85% 85% kys. fosforečné; kys. fosforečné; 100 m100 mll
kkonconc.. HClHCl; ; 150 g 150 g LiLi22SOSO44 + pár kapek Br+ pár kapek Br22

interferentyinterferenty::
barbitalbarbital CAPSCAPS CsClCsCl citronancitronan cysteincystein dietanolamindietanolamin dithiothreitoldithiothreitol EDTAEDTA
interferentyinterferenty::
barbitalbarbital CAPSCAPS CsClCsCl citronancitronan cysteincystein dietanolamindietanolamin dithiothreitoldithiothreitol EDTAEDTA

více rozdílů mezi proteiny, mnohdy nestačí jen kalibrace na BSA více rozdílů mezi proteiny, mnohdy nestačí jen kalibrace na BSA více rozdílů mezi proteiny, mnohdy nestačí jen kalibrace na BSA více rozdílů mezi proteiny, mnohdy nestačí jen kalibrace na BSA 

barbital,barbital, CAPS,CAPS, CsClCsCl22,, citronan,citronan, cystein,cystein, dietanolamin,dietanolamin, dithiothreitol,dithiothreitol, EDTA,EDTA,
EGTA,EGTA, HEPES,HEPES, merkaptoetanol,merkaptoetanol, NonidetNonidet PP--4040,, fenol,fenol, polyvinylpyrrolidon,polyvinylpyrrolidon,
deoxycholandeoxycholan sodný,sodný, salicylansalicylan sodný,sodný, thimerosol,thimerosol, Tricin,Tricin, TRISTRIS aa TritonTriton XX--100100

barbital,barbital, CAPS,CAPS, CsClCsCl22,, citronan,citronan, cystein,cystein, dietanolamin,dietanolamin, dithiothreitol,dithiothreitol, EDTA,EDTA,
EGTA,EGTA, HEPES,HEPES, merkaptoetanol,merkaptoetanol, NonidetNonidet PP--4040,, fenol,fenol, polyvinylpyrrolidon,polyvinylpyrrolidon,
deoxycholandeoxycholan sodný,sodný, salicylansalicylan sodný,sodný, thimerosol,thimerosol, Tricin,Tricin, TRISTRIS aa TritonTriton XX--100100 162162162162



SPEFO SPEFO –– modifikovaná/Smithmodifikovaná/Smith--Lowryho metodaLowryho metodaSPEFO SPEFO –– modifikovaná/Smithmodifikovaná/Smith--Lowryho metodaLowryho metoda

: provedení podobné jako u Lowryho metody: provedení podobné jako u Lowryho metody
: absorbance při 562 nm: absorbance při 562 nm
: provedení podobné jako u Lowryho metody: provedení podobné jako u Lowryho metody
: absorbance při 562 nm: absorbance při 562 nm: absorbance při 562 nm: absorbance při 562 nm
: citlivost nezvýšena, ale snížen vliv kontaminantů: citlivost nezvýšena, ale snížen vliv kontaminantů
: absorbance při 562 nm: absorbance při 562 nm
: citlivost nezvýšena, ale snížen vliv kontaminantů: citlivost nezvýšena, ale snížen vliv kontaminantů

elmi citli á metoda na přesné pipeto áníelmi citli á metoda na přesné pipeto áníelmi citli á metoda na přesné pipeto áníelmi citli á metoda na přesné pipeto ánívelmi citlivá metoda na přesné pipetovánívelmi citlivá metoda na přesné pipetovánívelmi citlivá metoda na přesné pipetovánívelmi citlivá metoda na přesné pipetování

mechanizmusmechanizmusmechanizmusmechanizmus

protein + Cu2+protein + Cu2+
OH–OH–

Cu1+Cu1+

kyselina bkyselina bicinchoninicinchoninová ová –– BCABCAkyselina bkyselina bicinchoninicinchoninová ová –– BCABCA
BCA + Cu1+BCA + Cu1+ Cu1+Cu1+

BCA-Cu1+

komplex
BCA-Cu1+

komplex 163163163163



SPEFO SPEFO –– metoda Bradfordovémetoda BradfordovéSPEFO SPEFO –– metoda Bradfordovémetoda Bradfordové

ΔΔ absorbance Coomassieabsorbance Coomassie BrilliantBrilliant BlueBlue GG 250250 po vazbě napo vazbě na proteinproteinΔΔ absorbance Coomassieabsorbance Coomassie BrilliantBrilliant BlueBlue GG 250250 po vazbě napo vazbě na proteinproteinΔΔ absorbance Coomassie absorbance Coomassie Brilliant Brilliant Blue Blue GG--250 250 po vazbě napo vazbě na protein protein ΔΔ absorbance Coomassie absorbance Coomassie Brilliant Brilliant Blue Blue GG--250 250 po vazbě napo vazbě na protein protein 

: kalibrace na BSA (1 mg/ml): kalibrace na BSA (1 mg/ml): kalibrace na BSA (1 mg/ml): kalibrace na BSA (1 mg/ml)a b ace a S ( g/ )a b ace a S ( g/ )
: absorbance při 595 nm bez inkubace: absorbance při 595 nm bez inkubace

a b ace a S ( g/ )a b ace a S ( g/ )
: absorbance při 595 nm bez inkubace: absorbance při 595 nm bez inkubace

není citlivé na interferenty vyjma vysokýchnení citlivé na interferenty vyjma vysokých konckonc tenzidůtenzidůnení citlivé na interferenty vyjma vysokýchnení citlivé na interferenty vyjma vysokých konckonc tenzidůtenzidůnení citlivé na interferenty, vyjma vysokých není citlivé na interferenty, vyjma vysokých konckonc. . tenzidůtenzidů

významný rozdíl významný rozdíl absabs. hodnot . hodnot proteinprotein od od proteinproteinuu
h d á k lib !h d á k lib !

není citlivé na interferenty, vyjma vysokých není citlivé na interferenty, vyjma vysokých konckonc. . tenzidůtenzidů

významný rozdíl významný rozdíl absabs. hodnot . hodnot proteinprotein od od proteinproteinuu
h d á k lib !h d á k lib !

jiné modifikace SPEFO metodyjiné modifikace SPEFO metodyjiné modifikace SPEFO metodyjiné modifikace SPEFO metody

⇒⇒ vhodná kalibrace!vhodná kalibrace!⇒⇒ vhodná kalibrace!vhodná kalibrace!

j yj y

koloidní zlatokoloidní zlato

j yj y

koloidní zlatokoloidní zlatokoloidní zlatokoloidní zlato

AmidočerňAmidočerň

koloidní zlatokoloidní zlato

AmidočerňAmidočerň
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specifická stanoveníspecifická stanovení

AA bb

specifická stanoveníspecifická stanovení

AA bb
AAAA

AA. bez separace. bez separace
BB. se separací. se separací
AA. bez separace. bez separace
BB. se separací. se separacíimunoanalýzaimunoanalýza

h t t í kt t ih t t í kt t i

imunoanalýzaimunoanalýza

h t t í kt t ih t t í kt t ihmotnostní spektrometriehmotnostní spektrometrie
peptidové otisky prstůpeptidové otisky prstů (peptide (peptide massmass fingerprintingfingerprinting; PMF); PMF)
hmotnostní spektrometriehmotnostní spektrometrie
peptidové otisky prstůpeptidové otisky prstů (peptide (peptide massmass fingerprintingfingerprinting; PMF); PMF)

:: enzymatické štěpeníenzymatické štěpení:: enzymatické štěpeníenzymatické štěpení:: enzymatické štěpeníenzymatické štěpení
proteáza; chemická činidlaproteáza; chemická činidla

specifické štěpeníspecifické štěpení

:: enzymatické štěpeníenzymatické štěpení
proteáza; chemická činidlaproteáza; chemická činidla

specifické štěpeníspecifické štěpení:: specifické štěpeníspecifické štěpení
(jen u určitých aminokyselin) (jen u určitých aminokyselin) –– trypsintrypsin

š ě íš ě í é š ě íé š ě í

:: specifické štěpeníspecifické štěpení
(jen u určitých aminokyselin) (jen u určitých aminokyselin) –– trypsintrypsin

š ě íš ě í é š ě íé š ě í:: in silicoin silico štěpení štěpení –– modelové štěpenímodelové štěpení

:: srovnání štěpení srovnání štěpení in silicoin silico a ve vzorkua ve vzorku

:: in silicoin silico štěpení štěpení –– modelové štěpenímodelové štěpení

:: srovnání štěpení srovnání štěpení in silicoin silico a ve vzorkua ve vzorkupp
statistické vyhodnocení shodystatistické vyhodnocení shody
(MOWSE skóre)(MOWSE skóre)

pp
statistické vyhodnocení shodystatistické vyhodnocení shody
(MOWSE skóre)(MOWSE skóre)
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sekvenace proteinusekvenace proteinusekvenace proteinusekvenace proteinu

: enzymatické štěpení: enzymatické štěpení –– proteázouproteázou

:: specifické štěpeníspecifické štěpení (jen u určitých aminokyselin)(jen u určitých aminokyselin) trypsintrypsin

: enzymatické štěpení: enzymatické štěpení –– proteázouproteázou

:: specifické štěpeníspecifické štěpení (jen u určitých aminokyselin)(jen u určitých aminokyselin) trypsintrypsin:: specifické štěpeníspecifické štěpení (jen u určitých aminokyselin) (jen u určitých aminokyselin) –– trypsintrypsin

:: další štěpení v analyzátoru hmot. spektrometru (polem, kolizí)další štěpení v analyzátoru hmot. spektrometru (polem, kolizí)

:: specifické štěpeníspecifické štěpení (jen u určitých aminokyselin) (jen u určitých aminokyselin) –– trypsintrypsin

:: další štěpení v analyzátoru hmot. spektrometru (polem, kolizí)další štěpení v analyzátoru hmot. spektrometru (polem, kolizí)

:: specifická fragmentace peptidické vazbyspecifická fragmentace peptidické vazby:: specifická fragmentace peptidické vazbyspecifická fragmentace peptidické vazby
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Edmanova sekvenaceEdmanova sekvenaceEdmanova sekvenaceEdmanova sekvenace fenylizothiokyanátfenylizothiokyanát

separace fenylthiohydantoinových derivátůseparace fenylthiohydantoinových derivátůseparace fenylthiohydantoinových derivátůseparace fenylthiohydantoinových derivátů
N-terminus peptiduN-terminus peptidu

: iontově párová HPLC: iontově párová HPLC
: RP: RP--HPLCHPLC
: CZE: CZE

: iontově párová HPLC: iontově párová HPLC
: RP: RP--HPLCHPLC
: CZE: CZE: CZE: CZE

jiné metody identifikace jiné metody identifikace –– bod táníbod tání

: CZE: CZE

jiné metody identifikace jiné metody identifikace –– bod táníbod tání fenylthiokarbamoylový
derivát peptidového řetězce
fenylthiokarbamoylový
derivát peptidového řetězce

srovnání Edman srovnání Edman vsvs MSMSsrovnání Edman srovnání Edman vsvs MSMS

výhody MS výhody MS –– malá spotřeba vzorkumalá spotřeba vzorku
předseparace na PAGEpředseparace na PAGE

výhody MS výhody MS –– malá spotřeba vzorkumalá spotřeba vzorku
předseparace na PAGEpředseparace na PAGE peptidový řetězec

kratší o jednu jednotku
peptidový řetězec
kratší o jednu jednotku

výhody ES výhody ES –– automatizovatelnéautomatizovatelné
rutinní metodarutinní metoda

výhody ES výhody ES –– automatizovatelnéautomatizovatelné
rutinní metodarutinní metoda

j jj j

fenylthiohydantoinový
derivát R1

fenylthiohydantoinový
derivát R1
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BB
gelová elektroforézagelová elektroforéza (PAGE(PAGE polyakrylamidová gelová elfa)polyakrylamidová gelová elfa)

BB
gelová elektroforézagelová elektroforéza (PAGE(PAGE polyakrylamidová gelová elfa)polyakrylamidová gelová elfa)gelová elektroforézagelová elektroforéza (PAGE (PAGE –– polyakrylamidová gelová elfa)polyakrylamidová gelová elfa)gelová elektroforézagelová elektroforéza (PAGE (PAGE –– polyakrylamidová gelová elfa)polyakrylamidová gelová elfa)
: separace v gelu + vhodné barvení: separace v gelu + vhodné barvení

denaturující PAGE denaturující PAGE –– SDS normalizuje náboj, dělení jen podle MSDS normalizuje náboj, dělení jen podle MWW

: separace v gelu + vhodné barvení: separace v gelu + vhodné barvení

denaturující PAGE denaturující PAGE –– SDS normalizuje náboj, dělení jen podle MSDS normalizuje náboj, dělení jen podle MWWjj j j, j pj j, j p WW
:: denzitometrie:: denzitometrie

jj j j, j pj j, j p WW
:: denzitometrie:: denzitometrie

d h b id h b id h b id h b idruhy barvivdruhy barvivdruhy barvivdruhy barviv

: : barvení stříbrem barvení stříbrem –– nekvantitativnínekvantitativní
:: modř Coomassie Brilliantmodř Coomassie Brilliant semikvantitativnísemikvantitativní
: : barvení stříbrem barvení stříbrem –– nekvantitativnínekvantitativní
:: modř Coomassie Brilliantmodř Coomassie Brilliant semikvantitativnísemikvantitativní: : modř Coomassie Brilliant modř Coomassie Brilliant –– semikvantitativnísemikvantitativní
: : SYPRO rubínová SYPRO rubínová –– kvantitativníkvantitativní
: : modř Coomassie Brilliant modř Coomassie Brilliant –– semikvantitativnísemikvantitativní
: : SYPRO rubínová SYPRO rubínová –– kvantitativníkvantitativní

h t t í kt t ih t t í kt t ih t t í kt t ih t t í kt t ihmotnostní spektrometriehmotnostní spektrometrie
: pomocí izotopově značeného vnitřního standardu: pomocí izotopově značeného vnitřního standardu
hmotnostní spektrometriehmotnostní spektrometrie
: pomocí izotopově značeného vnitřního standardu: pomocí izotopově značeného vnitřního standardu

kapilární elektroforézakapilární elektroforéza
HPLCHPLC
kapilární elektroforézakapilární elektroforéza
HPLCHPLC
:: UV detekceUV detekce –– nevhodnánevhodná:: UV detekceUV detekce –– nevhodnánevhodná: : UV detekceUV detekce nevhodnánevhodná
: : fluorescenční detekcefluorescenční detekce –– předkolonovápředkolonová derivatizacederivatizace

danzylchloriddanzylchlorid, , oo --fftaldialdehydtaldialdehyd

: : UV detekceUV detekce nevhodnánevhodná
: : fluorescenční detekcefluorescenční detekce –– předkolonovápředkolonová derivatizacederivatizace

danzylchloriddanzylchlorid, , oo --fftaldialdehydtaldialdehyd 168168168168



enzymová analýzaenzymová analýzaenzymová analýzaenzymová analýza
enzym ~ biokatalyzátorenzym ~ biokatalyzátorenzym ~ biokatalyzátorenzym ~ biokatalyzátor

holoenzym koenzym (kofaktor) + apoenzymholoenzym koenzym (kofaktor) + apoenzymholoenzym koenzym (kofaktor) + apoenzymholoenzym koenzym (kofaktor) + apoenzymholoenzym = koenzym (kofaktor) + apoenzymholoenzym = koenzym (kofaktor) + apoenzymholoenzym = koenzym (kofaktor) + apoenzymholoenzym = koenzym (kofaktor) + apoenzym

formy jednoho enzymuformy jednoho enzymu –– izoenzymyizoenzymyformy jednoho enzymuformy jednoho enzymu –– izoenzymyizoenzymy

E + S E + S ←→←→ EE––SS‡‡ ←→←→ ES ES ←→←→ EE––XX‡‡ ←→←→ EP EP ←→←→ EE––PP‡‡ ←→←→ E + PE + PE + S E + S ←→←→ EE––SS‡‡ ←→←→ ES ES ←→←→ EE––XX‡‡ ←→←→ EP EP ←→←→ EE––PP‡‡ ←→←→ E + PE + P

kJ
]

kJ
]

E-X‡E-X‡

‡‡

aktivní místoaktivní místo

en
er

gi
e 

[k
en

er
gi

e 
[k

ESES
E-S‡E-S‡

E + SE + S

E-P‡E-P‡

EPEP E + PE + P

b t át (S) áž db t át (S) áž d kti íh tkti íh t k lk l b t átb t át [ES][ES]b t át (S) áž db t át (S) áž d kti íh tkti íh t k lk l b t átb t át [ES][ES]

reakční souřadnicereakční souřadnice

E  SE  S EPEP E + PE + P

enzymenzym

substrát (S) se váže do substrát (S) se váže do aktivního centraaktivního centra ⇒⇒ komplex enzymkomplex enzym--substrát substrát [ES][ES]
[ES] [ES] ⇒⇒ P; P; enzym regenerujeenzym regeneruje
vazba ESvazba ES –– vysoce specifická; závisí na AA složení a vysoce specifická; závisí na AA složení a kofaktorechkofaktorech

substrát (S) se váže do substrát (S) se váže do aktivního centraaktivního centra ⇒⇒ komplex enzymkomplex enzym--substrát substrát [ES][ES]
[ES] [ES] ⇒⇒ P; P; enzym regenerujeenzym regeneruje
vazba ESvazba ES –– vysoce specifická; závisí na AA složení a vysoce specifická; závisí na AA složení a kofaktorechkofaktorech

účinnost enzymuúčinnost enzymu –– katalytická aktivita; koncentrace katalytické aktivitykatalytická aktivita; koncentrace katalytické aktivityúčinnost enzymuúčinnost enzymu –– katalytická aktivita; koncentrace katalytické aktivitykatalytická aktivita; koncentrace katalytické aktivity
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inhibice enzymové reakceinhibice enzymové reakceinhibice enzymové reakceinhibice enzymové reakce allosterické enzymyallosterické enzymyallosterické enzymyallosterické enzymy

inhibitorinhibitor

inhibitorinhibitor

nekompetitivnínekompetitivnínekompetitivnínekompetitivní kompetitivníkompetitivníkompetitivníkompetitivní

inhibitoryinhibitory : specifické a nespecifické: specifické a nespecifické
ibil í i ibil íibil í i ibil í

inhibitoryinhibitory : specifické a nespecifické: specifické a nespecifické
ibil í i ibil íibil í i ibil í

aktivované enzymové reakceaktivované enzymové reakceaktivované enzymové reakceaktivované enzymové reakce

: reverzibilní a ireverzibilní: reverzibilní a ireverzibilní: reverzibilní a ireverzibilní: reverzibilní a ireverzibilní

inhibitorinhibitor

: kationty: Ca: kationty: Ca2+2+, Mg, Mg2+2+, Zn, Zn2+2+......
: anionty: Cl: anionty: Cl––
: kationty: Ca: kationty: Ca2+2+, Mg, Mg2+2+, Zn, Zn2+2+......
: anionty: Cl: anionty: Cl––

akompetitivníakompetitivníakompetitivníakompetitivní

: anionty: Cl: anionty: Cl
: organické látky: metabolické meziprodukty a hormony: organické látky: metabolické meziprodukty a hormony
: anionty: Cl: anionty: Cl
: organické látky: metabolické meziprodukty a hormony: organické látky: metabolické meziprodukty a hormony
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mechanizmusmechanizmus enzymovéenzymové katalýzykatalýzymechanizmusmechanizmus enzymovéenzymové katalýzykatalýzy

: : obecná acidobazická katalýzaobecná acidobazická katalýza: : obecná acidobazická katalýzaobecná acidobazická katalýzazámek a klíčzámek a klíčaktivní
í

aktivní
í b áb á

ýýýý
: : nukleofilní a elektrofilní katalýzanukleofilní a elektrofilní katalýza: : nukleofilní a elektrofilní katalýzanukleofilní a elektrofilní katalýza

kinetikakinetika en mo éen mo é eak eeak e ss jednímjedním SSkinetikakinetika en mo éen mo é eak eeak e ss jednímjedním SS

místomísto substrátsubstrát

kinetikakinetika enzymovéenzymové reakcereakce ss jednímjedním SSkinetikakinetika enzymovéenzymové reakcereakce ss jednímjedním SS

E  +  S  E  +  S  ←→←→ ES (ES (→→ EP)EP) →→ E  +  PE  +  PE  +  S  E  +  S  ←→←→ ES (ES (→→ EP)EP) →→ E  +  PE  +  P
kk11kk11

kkkk

kk22kk22indukované přizpůsobeníindukované přizpůsobenísubstrátsubstrát

enzymenzym komplex ESkomplex ES enzymenzym produktprodukt

vv == –– d[S]d[S] // dtdt == kk11*[E]*[S]*[E]*[S] –– kk––11*[ES]*[ES]
vv == d[P]d[P] // dtdt == kk22*[ES]*[ES]
vv == –– d[S]d[S] // dtdt == kk11*[E]*[S]*[E]*[S] –– kk––11*[ES]*[ES]
vv == d[P]d[P] // dtdt == kk22*[ES]*[ES]

kk––11kk––11

enzymenzym komplex ESkomplex ES enzymenzym produktprodukt

vv == VVmama *[S] / (*[S] / (KKmm + [S])+ [S])vv == VVmama *[S] / (*[S] / (KKmm + [S])+ [S])

[ ][ ] 22 [ ][ ][ ][ ] 22 [ ][ ]
enzymenzym komplex ESkomplex ES enzymenzym produktprodukt

VmaxVmax vv   VVmaxmax [S] / ([S] / (KKmm + [S])+ [S])vv   VVmaxmax [S] / ([S] / (KKmm + [S])+ [S])

rovnice Michaelise a Mentenovérovnice Michaelise a Mentenovérovnice Michaelise a Mentenovérovnice Michaelise a Mentenové
vv

VVmaxmax –– maximální rychlostmaximální rychlost

KK –– Michaelisova konstanta;Michaelisova konstanta;

VVmaxmax –– maximální rychlostmaximální rychlost

KK –– Michaelisova konstanta;Michaelisova konstanta;
KmKm

½ Vmax½ Vmax

KKm m –– Michaelisova konstanta;Michaelisova konstanta;
koncentrace S, kde koncentrace S, kde v = ½ Vv = ½ Vmaxmax

KKm m –– Michaelisova konstanta;Michaelisova konstanta;
koncentrace S, kde koncentrace S, kde v = ½ Vv = ½ Vmaxmax[S][S]00
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enzym + substrát enzym + substrát ⇒⇒enzym + substrát enzym + substrát ⇒⇒yy
⇒⇒ krátká perioda pro vytvoření ES, tzv. krátká perioda pro vytvoření ES, tzv. laglag--fázefáze (indukční perioda)(indukční perioda)

[E] se enzymu snižuje, koncentrace [ES] narůstá až do ustáleného stavu[E] se enzymu snižuje, koncentrace [ES] narůstá až do ustáleného stavu

yy
⇒⇒ krátká perioda pro vytvoření ES, tzv. krátká perioda pro vytvoření ES, tzv. laglag--fázefáze (indukční perioda)(indukční perioda)

[E] se enzymu snižuje, koncentrace [ES] narůstá až do ustáleného stavu[E] se enzymu snižuje, koncentrace [ES] narůstá až do ustáleného stavu[E] se enzymu snižuje, koncentrace [ES] narůstá až do ustáleného stavu [E] se enzymu snižuje, koncentrace [ES] narůstá až do ustáleného stavu 
((steadysteady statestate, , msms) ) ⇒⇒ [ES] = [ES] = konstkonst., [P] = 0., [P] = 0
[E] se enzymu snižuje, koncentrace [ES] narůstá až do ustáleného stavu [E] se enzymu snižuje, koncentrace [ES] narůstá až do ustáleného stavu 
((steadysteady statestate, , msms) ) ⇒⇒ [ES] = [ES] = konstkonst., [P] = 0., [P] = 0

ee ee
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ce
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ce
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nt
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[S][S]
lag-fázelag-fáze [P][P]

[ES][ES]

koko koko[P][P]

[ES][ES][E][E]
[E][E]

á ki tiká ki tik ýřýřá ki tiká ki tik ýřýř

čas [ms]čas [ms]čas [s]čas [s]

enzymová kinetika                    enzymová kinetika                    výřezvýřezenzymová kinetika                    enzymová kinetika                    výřezvýřez
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vliv reakčních podmínekvliv reakčních podmínekvliv reakčních podmínekvliv reakčních podmínekteplotateplotateplotateplota

: rozsah teplotních optim: 0 až 150 : rozsah teplotních optim: 0 až 150 °°CC: rozsah teplotních optim: 0 až 150 : rozsah teplotních optim: 0 až 150 °°CC

:: běžný rozsah teplotní stability: 20 až 40:: běžný rozsah teplotní stability: 20 až 40 °°CC:: běžný rozsah teplotní stability: 20 až 40:: běžný rozsah teplotní stability: 20 až 40 °°CC 20002000

k [s-1]k [s-1]

:: běžný rozsah teplotní stability: 20 až 40 :: běžný rozsah teplotní stability: 20 až 40 CC:: běžný rozsah teplotní stability: 20 až 40 :: běžný rozsah teplotní stability: 20 až 40 CC

10001000

20002000

zvýšenízvýšení teplotníteplotní stabilitystability
:::: kotveníkotvení nana nosičnosič;;
:::: biotechnologickýbiotechnologický // genetickýgenetický zásahzásah

zvýšenízvýšení teplotníteplotní stabilitystability
:::: kotveníkotvení nana nosičnosič;;
:::: biotechnologickýbiotechnologický // genetickýgenetický zásahzásah

10001000

1515 2525 4545g ýg ý // g ýg ý

rychlostrychlost enzymatickéenzymatické reakcereakce –– ArrheniůvArrheniův zákonzákon

g ýg ý // g ýg ý

rychlostrychlost enzymatickéenzymatické reakcereakce –– ArrheniůvArrheniův zákonzákon
teplota [°C]teplota [°C]

pHpHpHpH

dá čt k lit ( K) di i t l ý h k idá čt k lit ( K) di i t l ý h k idá čt k lit ( K) di i t l ý h k idá čt k lit ( K) di i t l ý h k idán počtem a kvalitou (pK) disociovatelných skupindán počtem a kvalitou (pK) disociovatelných skupindán počtem a kvalitou (pK) disociovatelných skupindán počtem a kvalitou (pK) disociovatelných skupin

: pH optimum enzymu se syntetickými substráty : pH optimum enzymu se syntetickými substráty in vitroin vitro
dl š é ddl š é d

: pH optimum enzymu se syntetickými substráty : pH optimum enzymu se syntetickými substráty in vitroin vitro
dl š é ddl š é d:: je odlišné od pH optima pro enzym :: je odlišné od pH optima pro enzym in vivoin vivo:: je odlišné od pH optima pro enzym :: je odlišné od pH optima pro enzym in vivoin vivo
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pufrpufrpufrpufr: často i jiný význam než jen nastavení optimálního pH: často i jiný význam než jen nastavení optimálního pH
:::: synergický efektsynergický efekt pufrupufru –– kumulace efektůkumulace efektů

: často i jiný význam než jen nastavení optimálního pH: často i jiný význam než jen nastavení optimálního pH
:::: synergický efektsynergický efekt pufrupufru –– kumulace efektůkumulace efektů:::: synergický efektsynergický efekt pufru pufru –– kumulace efektůkumulace efektů:::: synergický efektsynergický efekt pufru pufru –– kumulace efektůkumulace efektů

jednoduché pufryjednoduché pufry
amfolytyamfolyty
jednoduché pufryjednoduché pufry
amfolytyamfolytypufr jako druhý enzymový substrátpufr jako druhý enzymový substrátpufr jako druhý enzymový substrátpufr jako druhý enzymový substrátpu ja o d u ý e y o ý subs ápu ja o d u ý e y o ý subs ápu ja o d u ý e y o ý subs ápu ja o d u ý e y o ý subs á

stanovení katalytické koncentrace alkalické fosfatázy (ALP)stanovení katalytické koncentrace alkalické fosfatázy (ALP)stanovení katalytické koncentrace alkalické fosfatázy (ALP)stanovení katalytické koncentrace alkalické fosfatázy (ALP)

enzymová aktivita zásadně závisí na typu pufruenzymová aktivita zásadně závisí na typu pufruenzymová aktivita zásadně závisí na typu pufruenzymová aktivita zásadně závisí na typu pufruenzymová aktivita zásadně závisí na typu pufruenzymová aktivita zásadně závisí na typu pufru
: uhličitan: uhličitan –– ALP jako hydroláza ALP jako hydroláza 
: aminoalkohol: aminoalkohol –– ALP jako fosfáttransferázaALP jako fosfáttransferáza

enzymová aktivita zásadně závisí na typu pufruenzymová aktivita zásadně závisí na typu pufru
: uhličitan: uhličitan –– ALP jako hydroláza ALP jako hydroláza 
: aminoalkohol: aminoalkohol –– ALP jako fosfáttransferázaALP jako fosfáttransferáza

aminoalkoholový pufr  je současně druhým enzymovým substrátem aminoalkoholový pufr  je současně druhým enzymovým substrátem aminoalkoholový pufr  je současně druhým enzymovým substrátem aminoalkoholový pufr  je současně druhým enzymovým substrátem 

stanovení katalytické koncentrace stanovení katalytické koncentrace γγ--glutamyltransferázy (GMT)glutamyltransferázy (GMT)

akceptorem glutamylové skupiny aminokyselina jsouc druhým enz. substrátemakceptorem glutamylové skupiny aminokyselina jsouc druhým enz. substrátem

stanovení katalytické koncentrace stanovení katalytické koncentrace γγ--glutamyltransferázy (GMT)glutamyltransferázy (GMT)

akceptorem glutamylové skupiny aminokyselina jsouc druhým enz. substrátemakceptorem glutamylové skupiny aminokyselina jsouc druhým enz. substrátemp g y p y y j ýp g y p y y j ý

:: bez aminokyseliny :: bez aminokyseliny –– GMT jen jako hydrolázaGMT jen jako hydroláza
:: optimálním druhým substrátem je :: optimálním druhým substrátem je glycylglycinglycylglycin

č ě k f ký l Gč ě k f ký l G GG

p g y p y y j ýp g y p y y j ý

:: bez aminokyseliny :: bez aminokyseliny –– GMT jen jako hydrolázaGMT jen jako hydroláza
:: optimálním druhým substrátem je :: optimálním druhým substrátem je glycylglycinglycylglycin

č ě k f ký l Gč ě k f ký l G GG:: současně jako pufr + synergický vliv na GMT; :: současně jako pufr + synergický vliv na GMT; pKpKaa ~ opt. pH pro GMT~ opt. pH pro GMT:: současně jako pufr + synergický vliv na GMT; :: současně jako pufr + synergický vliv na GMT; pKpKaa ~ opt. pH pro GMT~ opt. pH pro GMT
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pufrpufr jakojako specifickýspecifický moderátormoderátor připři stanovenístanovení enzymuenzymupufrpufr jakojako specifickýspecifický moderátormoderátor připři stanovenístanovení enzymuenzymu

enzymovéenzymové turbidimetrickéturbidimetrické stanovenístanovení fibrinogenufibrinogenu ss proteolytickýmproteolytickým enzymemenzymem
batroxobinembatroxobinem
enzymovéenzymové turbidimetrickéturbidimetrické stanovenístanovení fibrinogenufibrinogenu ss proteolytickýmproteolytickým enzymemenzymem
batroxobinembatroxobinem

:::: rychlostrychlost reakcereakce sese specifickyspecificky zvyšujezvyšuje zaza přítomnostipřítomnosti glycylglycinuglycylglycinu vv průměruprůměru
ažaž oo 8080 %%

:::: rychlostrychlost reakcereakce sese specifickyspecificky zvyšujezvyšuje zaza přítomnostipřítomnosti glycylglycinuglycylglycinu vv průměruprůměru
ažaž oo 8080 %%ažaž oo 8080 %%

:::: enzymováenzymová reakcereakce mámá pHpHoptopt == 88,, ~~ pKpKaa glycylglycinuglycylglycinu ⇒⇒ současněsoučasně pufrpufr ii
aktivátor,aktivátor, synergickýsynergický efektefekt

ažaž oo 8080 %%
:::: enzymováenzymová reakcereakce mámá pHpHoptopt == 88,, ~~ pKpKaa glycylglycinuglycylglycinu ⇒⇒ současněsoučasně pufrpufr ii

aktivátor,aktivátor, synergickýsynergický efektefekt

pufrpufr jakojako nespecifickýnespecifický moderátormoderátor reakcereakcepufrpufr jakojako nespecifickýnespecifický moderátormoderátor reakcereakce

enzymovéenzymové stanovenístanovení glukózyglukózy sese provádíprovádí ss glukózaoxidázouglukózaoxidázou (GOD),(GOD), peroxidázouperoxidázou
aa oxidačníoxidační kopulacíkopulací
enzymovéenzymové stanovenístanovení glukózyglukózy sese provádíprovádí ss glukózaoxidázouglukózaoxidázou (GOD),(GOD), peroxidázouperoxidázou
aa oxidačníoxidační kopulacíkopulací

:::: TRISTRIS:: reakcereakce probíháprobíhá pomalupomalu aa jenjen zvolnazvolna sese ustalujeustaluje rovnovážnýrovnovážný stavstav
:::: fosforečnanovýfosforečnanový pufrpufr:: reakčníreakční rychlostrychlost sese dramatickydramaticky zvyšujezvyšuje aa rovnováharovnováha
:::: TRISTRIS:: reakcereakce probíháprobíhá pomalupomalu aa jenjen zvolnazvolna sese ustalujeustaluje rovnovážnýrovnovážný stavstav
:::: fosforečnanovýfosforečnanový pufrpufr:: reakčníreakční rychlostrychlost sese dramatickydramaticky zvyšujezvyšuje aa rovnováharovnováha

sese ustalujeustaluje rychlerychlesese ustalujeustaluje rychlerychle
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pufrpufr jakojako stabilizátorstabilizátor enzymovéenzymové aktivityaktivitypufrpufr jakojako stabilizátorstabilizátor enzymovéenzymové aktivityaktivitypufrpufr jakojako stabilizátorstabilizátor enzymovéenzymové aktivityaktivity

stanovenístanovení močovinymočoviny ureázouureázou

pufrpufr jakojako stabilizátorstabilizátor enzymovéenzymové aktivityaktivity

stanovenístanovení močovinymočoviny ureázouureázou

:::: vv aktivnímaktivním centrucentru skupinuskupinu ––SHSH ⇒⇒ pufrypufry kombinujícíkombinující EDTAEDTA (kyselá(kyselá složkasložka
pufru)pufru) ss různýmirůznými zásadamizásadami;; EDTAEDTA chráníchrání enzymenzym předpřed inaktivacíinaktivací stopamistopami těžkýchtěžkých
:::: vv aktivnímaktivním centrucentru skupinuskupinu ––SHSH ⇒⇒ pufrypufry kombinujícíkombinující EDTAEDTA (kyselá(kyselá složkasložka
pufru)pufru) ss různýmirůznými zásadamizásadami;; EDTAEDTA chráníchrání enzymenzym předpřed inaktivacíinaktivací stopamistopami těžkýchtěžkých
kovůkovůkovůkovů

pufrpufr jakojako zdrojzdroj potížípotíží připři enzymovéenzymové analýzeanalýze

stanovenístanovení pomocípomocí ALPALP

pufrpufr jakojako zdrojzdroj potížípotíží připři enzymovéenzymové analýzeanalýze

stanovenístanovení pomocípomocí ALPALPstanovenístanovení pomocípomocí ALPALP

:::: dietanolamindietanolamin aa aminometylpropanolaminometylpropanol:: odstrašujícímiodstrašujícími příkladypříklady pufrupufru
:::::: látkylátky medovitémedovité konzistencekonzistence nedajínedají sese krystalovatkrystalovat aa jeje obtížnéobtížné jeje vyčistitvyčistit

stanovenístanovení pomocípomocí ALPALP

:::: dietanolamindietanolamin aa aminometylpropanolaminometylpropanol:: odstrašujícímiodstrašujícími příkladypříklady pufrupufru
:::::: látkylátky medovitémedovité konzistencekonzistence nedajínedají sese krystalovatkrystalovat aa jeje obtížnéobtížné jeje vyčistitvyčistit:::::: látkylátky medovitémedovité konzistence,konzistence, nedajínedají sese krystalovatkrystalovat aa jeje obtížnéobtížné jeje vyčistitvyčistit
:::::: obsahujíobsahují nečistotynečistoty interferujícíinterferující připři stanovenístanovení ALP,ALP, kterákterá jeje

metaloproteinemmetaloproteinem;; komplexujíkomplexují zinečnatézinečnaté kationtykationty vv aktivnímaktivním centrucentru ALPALP

:::::: látkylátky medovitémedovité konzistence,konzistence, nedajínedají sese krystalovatkrystalovat aa jeje obtížnéobtížné jeje vyčistitvyčistit
:::::: obsahujíobsahují nečistotynečistoty interferujícíinterferující připři stanovenístanovení ALP,ALP, kterákterá jeje

metaloproteinemmetaloproteinem;; komplexujíkomplexují zinečnatézinečnaté kationtykationty vv aktivnímaktivním centrucentru ALPALP
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moderátormoderátormoderátormoderátor

aktivátory nebo inhibitoryaktivátory nebo inhibitory

inhibitor jako analytinhibitor jako analyt: z míry inhibice je možné stanovit koncentraci analytu: z míry inhibice je možné stanovit koncentraci analytu

aktivátory nebo inhibitoryaktivátory nebo inhibitory

inhibitor jako analytinhibitor jako analyt: z míry inhibice je možné stanovit koncentraci analytu: z míry inhibice je možné stanovit koncentraci analytu

substrátsubstrátsubstrátsubstrát

j yj y y j yy j yj yj y y j yy j y

substrátsubstrátsubstrátsubstrát

praktické důvody praktické důvody ⇒⇒ syntetické substrátysyntetické substráty
strukturní definovanost, průmyslová výrobastrukturní definovanost, průmyslová výroba
praktické důvody praktické důvody ⇒⇒ syntetické substrátysyntetické substráty
strukturní definovanost, průmyslová výrobastrukturní definovanost, průmyslová výrobastrukturní definovanost, průmyslová výrobastrukturní definovanost, průmyslová výrobastrukturní definovanost, průmyslová výrobastrukturní definovanost, průmyslová výroba

: substrát s : substrát s autoindikačníautoindikační vlastností vlastností : substrát s : substrát s autoindikačníautoindikační vlastností vlastností 

44--nitrofenylfosforečnan  nitrofenylfosforečnan  ALPALP>> 44--nitrofenolnitrofenol44--nitrofenylfosforečnan  nitrofenylfosforečnan  ALPALP>> 44--nitrofenolnitrofenol

:: substrátsubstrát ⇒⇒ produkt,produkt, jenžjenž jeje substrátemsubstrátem indikátorovéindikátorové reakcereakce:: substrátsubstrát ⇒⇒ produkt,produkt, jenžjenž jeje substrátemsubstrátem indikátorovéindikátorové reakcereakce

11 ft lf f čft lf f č ACPACP>> 11 ft lft l ++ 44 i ti ii ti i hi i ihi i i11 ft lf f čft lf f č ACPACP>> 11 ft lft l ++ 44 i ti ii ti i hi i ihi i i11--naftylfosforečnannaftylfosforečnan ACPACP>> 11--naftylnaftyl + + 44--aminoantipyrinaminoantipyrin ⇒⇒ chinonmonoiminchinonmonoimin11--naftylfosforečnannaftylfosforečnan ACPACP>> 11--naftylnaftyl + + 44--aminoantipyrinaminoantipyrin ⇒⇒ chinonmonoiminchinonmonoimin
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enzymy jako analytyenzymy jako analytyenzymy jako analytyenzymy jako analyty
stanovení stanovení KKmm a a VVmaxmaxstanovení stanovení KKmm a a VVmaxmax

linearizovaná rovnice Michaeliselinearizovaná rovnice Michaelise--Mentenové podle Lineweavera a BurkaMentenové podle Lineweavera a Burkalinearizovaná rovnice Michaeliselinearizovaná rovnice Michaelise--Mentenové podle Lineweavera a BurkaMentenové podle Lineweavera a Burka

1/1/vv = 1/= 1/VVmaxmax + + KKmm /(/( [S][S]VVmaxmax))1/1/vv = 1/= 1/VVmaxmax + + KKmm /(/( [S][S]VVmaxmax)) 1 / v1 / v

alkalická fosfatáza (ALP)alkalická fosfatáza (ALP)

absorbance 400 nm absorbance 400 nm ΔΔA/minA/min

alkalická fosfatáza (ALP)alkalická fosfatáza (ALP)

absorbance 400 nm absorbance 400 nm ΔΔA/minA/min tg α = KM / Vmaxtg α = KM / Vmax

1 / Vmax1 / Vmax

– 1 / KM– 1 / KM//

inkubační směsinkubační směs
: ALP + substrát 4: ALP + substrát 4--nitrofenylfosforečnannitrofenylfosforečnan

lk li ké tř dílk li ké tř dí

//

inkubační směsinkubační směs
: ALP + substrát 4: ALP + substrát 4--nitrofenylfosforečnannitrofenylfosforečnan

lk li ké tř dílk li ké tř dí
1 / [S]1 / [S]

tg α  KM / Vmaxtg α  KM / Vmax

: alkalické prostředí: alkalické prostředí
: pufr N: pufr N--metylmetyl--DD--glukamin, pH 10.1 při 37 glukamin, pH 10.1 při 37 OOCC

inkubační směs vždy stejné množství enzymu a pufruinkubační směs vždy stejné množství enzymu a pufru startuje se substrátemstartuje se substrátem

: alkalické prostředí: alkalické prostředí
: pufr N: pufr N--metylmetyl--DD--glukamin, pH 10.1 při 37 glukamin, pH 10.1 při 37 OOCC

inkubační směs vždy stejné množství enzymu a pufruinkubační směs vždy stejné množství enzymu a pufru startuje se substrátemstartuje se substráteminkubační směs vždy stejné množství enzymu a pufru, inkubační směs vždy stejné množství enzymu a pufru, startuje se substrátem, startuje se substrátem, 
jehož koncentrace se plynule zvyšujejehož koncentrace se plynule zvyšuje

: : ΔΔA se měří mezi 30 až 120 s po startuA se měří mezi 30 až 120 s po startu

inkubační směs vždy stejné množství enzymu a pufru, inkubační směs vždy stejné množství enzymu a pufru, startuje se substrátem, startuje se substrátem, 
jehož koncentrace se plynule zvyšujejehož koncentrace se plynule zvyšuje

: : ΔΔA se měří mezi 30 až 120 s po startuA se měří mezi 30 až 120 s po startupp

odhad odhad KKmm a a VVmaxmax lze provést z grafu linearizované rovnicelze provést z grafu linearizované rovnice

pp

odhad odhad KKmm a a VVmaxmax lze provést z grafu linearizované rovnicelze provést z grafu linearizované rovnice
178178178178



enzymyenzymy jakojako analytickáanalytická činidlačinidlaenzymyenzymy jakojako analytickáanalytická činidlačinidla

enzymenzym
: rychlá elegantní vysoce specifická chemická reakce za šetrných podmínek: rychlá elegantní vysoce specifická chemická reakce za šetrných podmínek
enzymenzym
: rychlá elegantní vysoce specifická chemická reakce za šetrných podmínek: rychlá elegantní vysoce specifická chemická reakce za šetrných podmínek: rychlá, elegantní, vysoce specifická chemická reakce za šetrných podmínek: rychlá, elegantní, vysoce specifická chemická reakce za šetrných podmínek: rychlá, elegantní, vysoce specifická chemická reakce za šetrných podmínek: rychlá, elegantní, vysoce specifická chemická reakce za šetrných podmínek

urikázaurikáza
ř ě k č é ll t iř ě k č é ll t i

urikázaurikáza
ř ě k č é ll t iř ě k č é ll t irb

an
ce

rb
an

ce

: přeměna kys. močové na allantoin: přeměna kys. močové na allantoin

11 –– urikázaurikáza zz hovězíchhovězích jaterjater

: přeměna kys. močové na allantoin: přeměna kys. močové na allantoin

11 –– urikázaurikáza zz hovězíchhovězích jaterjater

ab
so

r
ab

so
r

22 –– urikázaurikáza zz AspergillusAspergillus flavusflavus
33 –– urikázaurikáza zz CandidaCandida utilisutilis
22 –– urikázaurikáza zz AspergillusAspergillus flavusflavus
33 –– urikázaurikáza zz CandidaCandida utilisutilis

aktivita [μkat.l-1]aktivita [μkat.l-1]
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zpzpůůsoby měření enzymsoby měření enzymůů a substráta substrátůů včetně kalibracevčetně kalibracezpzpůůsoby měření enzymsoby měření enzymůů a substráta substrátůů včetně kalibracevčetně kalibrace

éé ůůéé ůů

: analytický postup musí být kinetický: analytický postup musí být kinetický
k dl ki ik l éh řád i ál í hl í Vk dl ki ik l éh řád i ál í hl í V

: analytický postup musí být kinetický: analytický postup musí být kinetický
k dl ki ik l éh řád i ál í hl í Vk dl ki ik l éh řád i ál í hl í V

koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity enzymenzymůůkoncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity enzymenzymůů

: reakce podle kinetiky nultého řádu a maximální rychlostí V: reakce podle kinetiky nultého řádu a maximální rychlostí Vmaxmax: reakce podle kinetiky nultého řádu a maximální rychlostí V: reakce podle kinetiky nultého řádu a maximální rychlostí Vmaxmax

metodou konstantní koncentracemetodou konstantní koncentracemetodou konstantní koncentracemetodou konstantní koncentrace
: z času potřebného k dosažení předem zvolené změny koncentrace: z času potřebného k dosažení předem zvolené změny koncentrace: z času potřebného k dosažení předem zvolené změny koncentrace: z času potřebného k dosažení předem zvolené změny koncentrace

metodou konstantního časumetodou konstantního časumetodou konstantního časumetodou konstantního času
: z velikosti signálu dosaženého za předem zvolený čas: z velikosti signálu dosaženého za předem zvolený čas: z velikosti signálu dosaženého za předem zvolený čas: z velikosti signálu dosaženého za předem zvolený čas

konstantníkonstantní

vzorek vzorek 1 1 s vyšší as vyšší a 2 2 s nižší aktivitous nižší aktivitou
svislé přímkysvislé přímky

vzorek vzorek 1 1 s vyšší as vyšší a 2 2 s nižší aktivitous nižší aktivitou
svislé přímkysvislé přímkysi

gn
ál

u
si

gn
ál

u

časčas

p yp y
: metoda konstantního času: metoda konstantního času

vodorovné přímkyvodorovné přímky
: metoda konstantní koncentrace: metoda konstantní koncentrace

p yp y
: metoda konstantního času: metoda konstantního času

vodorovné přímkyvodorovné přímky
: metoda konstantní koncentrace: metoda konstantní koncentracein

te
nz

ita
 s

in
te

nz
ita

 s

konstantní
koncentrace
konstantní
koncentrace

: metoda konstantní koncentrace: metoda konstantní koncentrace: metoda konstantní koncentrace: metoda konstantní koncentrace

časčas
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kalibracekalibracekalibracekalibrace

enzymenzym jakojako analytanalyt –– definicedefinice koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity enzymuenzymuenzymenzym jakojako analytanalyt –– definicedefinice koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity enzymuenzymuenzymenzym jakojako analytanalyt definicedefinice koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity enzymuenzymu
produktprodukt--em/em/--y,y, kterékteré vznikajívznikají enzymovouenzymovou transformacítransformací příslušnéhopříslušného substrátusubstrátu
nebonebo měřenímměřením jehojeho úbytkuúbytku

enzymenzym jakojako analytanalyt definicedefinice koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity enzymuenzymu
produktprodukt--em/em/--y,y, kterékteré vznikajívznikají enzymovouenzymovou transformacítransformací příslušnéhopříslušného substrátusubstrátu
nebonebo měřenímměřením jehojeho úbytkuúbytku

enzymenzym jakojako analytickéanalytické činidločinidlo –– kalibracekalibrace prováděnaprováděna standardnímstandardním roztokemroztokem
použitýmpoužitým místomísto vzorkuvzorku
enzymenzym jakojako analytickéanalytické činidločinidlo –– kalibracekalibrace prováděnaprováděna standardnímstandardním roztokemroztokem
použitýmpoužitým místomísto vzorkuvzorku

kalibrantykalibrantykalibrantykalibranty

:: certifikovanécertifikované referenčníreferenční materiálymateriály (CRM)(CRM):: certifikovanécertifikované referenčníreferenční materiálymateriály (CRM)(CRM)

:: sérovésérové kalibrátorykalibrátory (lyofilizovaná(lyofilizovaná séraséra obohacenáobohacená oo příslušnépříslušné analyty),analyty), jejichjejich
obsahobsah stanovenstanoven definitivnímidefinitivními nebonebo referenčnímireferenčními metodami,metodami, pokudpokud jsoujsou kk
dispozici,dispozici, nebonebo pomocípomocí primárníchprimárních standardůstandardů

:: sérovésérové kalibrátorykalibrátory (lyofilizovaná(lyofilizovaná séraséra obohacenáobohacená oo příslušnépříslušné analyty),analyty), jejichjejich
obsahobsah stanovenstanoven definitivnímidefinitivními nebonebo referenčnímireferenčními metodami,metodami, pokudpokud jsoujsou kk
dispozici,dispozici, nebonebo pomocípomocí primárníchprimárních standardůstandardůdispozici,dispozici, nebonebo pomocípomocí primárníchprimárních standardůstandardůdispozici,dispozici, nebonebo pomocípomocí primárníchprimárních standardůstandardů
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stručnéstručné zásadyzásady enzymovéenzymové analytikyanalytikystručnéstručné zásadyzásady enzymovéenzymové analytikyanalytiky

konstantníkonstantní teplotateplota inkubačníinkubační směsisměsi ss přesnostípřesností ±± 00..11 °°CC ((3737 ±± 00..11 °°C)C)

íí k b č ík b č í ěě kk ( )( ) ff d lšíd lší b éb é

konstantníkonstantní teplotateplota inkubačníinkubační směsisměsi ss přesnostípřesností ±± 00..11 °°CC ((3737 ±± 00..11 °°C)C)

íí k b č ík b č í ěě kk ( )( ) ff d lšíd lší b éb éstanovenístanovení enzymuenzymu:: inkubačníinkubační směssměs –– vzorekvzorek (enzym),(enzym), pufrpufr aa dalšídalší nezbytnénezbytné
látkylátky reakcereakce;; sese startujestartuje roztokemroztokem vytemperovanéhovytemperovaného substrátusubstrátu
:: objemobjem startérustartéru nene >>11//2020 ažaž 11//1010 celkovéhocelkového objemuobjemu

stanovenístanovení enzymuenzymu:: inkubačníinkubační směssměs –– vzorekvzorek (enzym),(enzym), pufrpufr aa dalšídalší nezbytnénezbytné
látkylátky reakcereakce;; sese startujestartuje roztokemroztokem vytemperovanéhovytemperovaného substrátusubstrátu
:: objemobjem startérustartéru nene >>11//2020 ažaž 11//1010 celkovéhocelkového objemuobjemu
:: substrátsubstrát musímusí býtbýt vv dostatečnémdostatečném přebytkupřebytku >> ccacca 2020xx KKmm
:: startovatstartovat lzelze ii vzorkemvzorkem (např(např.. sérem)sérem)
:: substrátsubstrát musímusí býtbýt vv dostatečnémdostatečném přebytkupřebytku >> ccacca 2020xx KKmm
:: startovatstartovat lzelze ii vzorkemvzorkem (např(např.. sérem)sérem)

stanovenístanovení substrátusubstrátu:: jakojako vv boděbodě 22),), startujestartuje sese vzorkemvzorkem

stanovenístanovení koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity enzymuenzymu:: kalibracekalibrace jakojako

stanovenístanovení substrátusubstrátu:: jakojako vv boděbodě 22),), startujestartuje sese vzorkemvzorkem

stanovenístanovení koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity enzymuenzymu:: kalibracekalibrace jakojakostanovenístanovení koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity enzymuenzymu:: kalibracekalibrace jakojako
definicedefinice katalytickékatalytické koncentracekoncentrace enzymuenzymu produktem,produktem, kterýkterý vznikávzniká transformacítransformací
substrátu,substrátu, nebonebo sérovýmisérovými kalibrátorykalibrátory aa CRMCRM

stanovenístanovení koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity enzymuenzymu:: kalibracekalibrace jakojako
definicedefinice katalytickékatalytické koncentracekoncentrace enzymuenzymu produktem,produktem, kterýkterý vznikávzniká transformacítransformací
substrátu,substrátu, nebonebo sérovýmisérovými kalibrátorykalibrátory aa CRMCRM

enzymovéenzymové stanovenístanovení substrátusubstrátu:: kalibracekalibrace standardnímstandardním roztokemroztokem substrátu,substrátu,
nebonebo CRMCRM aa sérovýmisérovými kalibrátorykalibrátory
enzymovéenzymové stanovenístanovení substrátusubstrátu:: kalibracekalibrace standardnímstandardním roztokemroztokem substrátu,substrátu,
nebonebo CRMCRM aa sérovýmisérovými kalibrátorykalibrátory
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optimalizaceoptimalizace enzymovýchenzymových postuppostupůůoptimalizaceoptimalizace enzymovýchenzymových postuppostupůůpp y ýy ý p pp p

reakčníreakční směssměs –– vícevíce složeksložek navzájemnavzájem sese ovlivňujících,ovlivňujících, optimalizaceoptimalizace tzvtzv..
relaxačnírelaxační metodoumetodou (SVA)(SVA)

pp y ýy ý p pp p

reakčníreakční směssměs –– vícevíce složeksložek navzájemnavzájem sese ovlivňujících,ovlivňujících, optimalizaceoptimalizace tzvtzv..
relaxačnírelaxační metodoumetodou (SVA)(SVA)relaxačnírelaxační metodoumetodou (SVA)(SVA)

:: shromážditshromáždit údajeúdaje oo enzymu/enzymechenzymu/enzymech včetněvčetně KKmm (stačí(stačí ii odhad)odhad)

relaxačnírelaxační metodoumetodou (SVA)(SVA)

:: shromážditshromáždit údajeúdaje oo enzymu/enzymechenzymu/enzymech včetněvčetně KKmm (stačí(stačí ii odhad)odhad)

:: hledáníhledání hlavníhlavní parametrůparametrů enzymovéenzymové reakcereakce optimalizačnímioptimalizačními postupypostupy MVAMVA

metodametoda validacevalidace ⇒⇒ splňujesplňuje propro danýdaný účelúčel analytickéanalytické aa klinickéklinické požadavkypožadavky

:: hledáníhledání hlavníhlavní parametrůparametrů enzymovéenzymové reakcereakce optimalizačnímioptimalizačními postupypostupy MVAMVA

metodametoda validacevalidace ⇒⇒ splňujesplňuje propro danýdaný účelúčel analytickéanalytické aa klinickéklinické požadavkypožadavkymetodametoda –– validacevalidace ⇒⇒ splňujesplňuje propro danýdaný účelúčel analytickéanalytické aa klinickéklinické požadavkypožadavkymetodametoda –– validacevalidace ⇒⇒ splňujesplňuje propro danýdaný účelúčel analytickéanalytické aa klinickéklinické požadavkypožadavky
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analýza DNAanalýza DNA
éé

analýza DNAanalýza DNA
éé

VIII.VIII.VIII.VIII.

v klinické biochemiiv klinické biochemiiv klinické biochemiiv klinické biochemii

onkologieonkologieonkologieonkologie

vyšetřenívyšetření rakovinyrakoviny
přítomnostpřítomnost mRNAmRNA markerovýchmarkerových proteinůproteinů:: mRNAmRNA tyrosinázatyrosináza (melanom),(melanom), GAPDHGAPDH
( k i( k i li )li ) EE k dh ik dh i (t á i í(t á i í t kt)t kt) AIBAIB11 tt ( li i k( li i k břiš í)břiš í)

vyšetřenívyšetření rakovinyrakoviny
přítomnostpřítomnost mRNAmRNA markerovýchmarkerových proteinůproteinů:: mRNAmRNA tyrosinázatyrosináza (melanom),(melanom), GAPDHGAPDH
( k i( k i li )li ) EE k dh ik dh i (t á i í(t á i í t kt)t kt) AIBAIB11 tt ( li i k( li i k břiš í)břiš í)(rakovina(rakovina plic),plic), EE--kadherinkadherin (trávicí(trávicí trakt),trakt), AIBAIB11 receptorreceptor (slinivka(slinivka břišní),břišní),
hypermetylacehypermetylace DNADNA (rakovina(rakovina prostaty)prostaty)
(rakovina(rakovina plic),plic), EE--kadherinkadherin (trávicí(trávicí trakt),trakt), AIBAIB11 receptorreceptor (slinivka(slinivka břišní),břišní),
hypermetylacehypermetylace DNADNA (rakovina(rakovina prostaty)prostaty)

prenatálníprenatální aa postnatálnípostnatální diagnostikadiagnostika

vrozenévrozené metabolickémetabolické nebonebo neurodegenerativníneurodegenerativní poruchyporuchy
galaktosémiegalaktosémie fenylketonuriefenylketonurie WilsonovaWilsonova chorobachoroba MCADMCAD (porucha(porucha metabolizmumetabolizmu

prenatálníprenatální aa postnatálnípostnatální diagnostikadiagnostika

vrozenévrozené metabolickémetabolické nebonebo neurodegenerativníneurodegenerativní poruchyporuchy
galaktosémiegalaktosémie fenylketonuriefenylketonurie WilsonovaWilsonova chorobachoroba MCADMCAD (porucha(porucha metabolizmumetabolizmugalaktosémiegalaktosémie,, fenylketonurie,fenylketonurie, WilsonovaWilsonova choroba,choroba, MCADMCAD (porucha(porucha metabolizmumetabolizmu
mastnýchmastných kyselin),kyselin), FriedreichovaFriedreichova ataxie,ataxie, syndromsyndrom fragilníhofragilního chromozómuchromozómu XX atpatp..

d íd í di ídi í

galaktosémiegalaktosémie,, fenylketonurie,fenylketonurie, WilsonovaWilsonova choroba,choroba, MCADMCAD (porucha(porucha metabolizmumetabolizmu
mastnýchmastných kyselin),kyselin), FriedreichovaFriedreichova ataxie,ataxie, syndromsyndrom fragilníhofragilního chromozómuchromozómu XX atpatp..

d íd í di ídi ísoudnísoudní medicínamedicína

zjišťovánízjišťování identityidentity pomocípomocí tzvtzv.. genetickýchgenetických otiskůotisků prstůprstů
určeníurčení příbuznostipříbuznosti;; sporspor oo rodičovstvírodičovství (paternita(paternita maternita)maternita) identifikaceidentifikace obětioběti čiči

soudnísoudní medicínamedicína

zjišťovánízjišťování identityidentity pomocípomocí tzvtzv.. genetickýchgenetických otiskůotisků prstůprstů
určeníurčení příbuznostipříbuznosti;; sporspor oo rodičovstvírodičovství (paternita(paternita maternita)maternita) identifikaceidentifikace obětioběti čiči

184184184184

určeníurčení příbuznostipříbuznosti;; sporspor oo rodičovstvírodičovství (paternita,(paternita, maternita),maternita), identifikaceidentifikace obětioběti čiči
pachatelepachatele
určeníurčení příbuznostipříbuznosti;; sporspor oo rodičovstvírodičovství (paternita,(paternita, maternita),maternita), identifikaceidentifikace obětioběti čiči
pachatelepachatele



infekčníinfekční nemocinemoci

průkazprůkaz původcůpůvodců chorobchorob

infekčníinfekční nemocinemoci

průkazprůkaz původcůpůvodců chorobchorobprůkazprůkaz původcůpůvodců chorobchorob
:: virvir (HIV,(HIV, cytomegaloviruscytomegalovirus,, viryviry hepatitidyhepatitidy B,B, C,C, enterovirus,enterovirus, adenovirus,adenovirus,
herpesherpes simplexsimplex virus)virus)

b kt ib kt i ((M b t iM b t i j éj é MM t b l it b l i Chl diChl di t h tit h ti

průkazprůkaz původcůpůvodců chorobchorob
:: virvir (HIV,(HIV, cytomegaloviruscytomegalovirus,, viryviry hepatitidyhepatitidy B,B, C,C, enterovirus,enterovirus, adenovirus,adenovirus,
herpesherpes simplexsimplex virus)virus)

b kt ib kt i ((M b t iM b t i j éj é MM t b l it b l i Chl diChl di t h tit h ti:: bakteriebakterie ((MycobacteriaMycobacteria,, zejménazejména MM.. tuberculosistuberculosis,, ChlamydiaChlamydia trachomatistrachomatis,,
BordetellaBordetella pertussispertussis,, BorreliaeBorreliae,, NeisseriaNeisseria gonorrhoeaegonorrhoeae,, LegionellaLegionella pneumophilapneumophila))
:: houbyhouby aa parazitiparaziti ((CandidaeCandidae,, AspergillusAspergillus,, LeishmaniaLeishmania,, PlasmodiumPlasmodium,,

:: bakteriebakterie ((MycobacteriaMycobacteria,, zejménazejména MM.. tuberculosistuberculosis,, ChlamydiaChlamydia trachomatistrachomatis,,
BordetellaBordetella pertussispertussis,, BorreliaeBorreliae,, NeisseriaNeisseria gonorrhoeaegonorrhoeae,, LegionellaLegionella pneumophilapneumophila))
:: houbyhouby aa parazitiparaziti ((CandidaeCandidae,, AspergillusAspergillus,, LeishmaniaLeishmania,, PlasmodiumPlasmodium,,
TrichomonasTrichomonas))

terorizmusterorizmus –– antrax,antrax, tularemie,tularemie, botulizmusbotulizmus apodapod..

TrichomonasTrichomonas))

terorizmusterorizmus –– antrax,antrax, tularemie,tularemie, botulizmusbotulizmus apodapod..

sledovánísledování postpost--transplantačníchtransplantačních stavůstavů

sledovánísledování stavustavu pacientůpacientů popo transplantacitransplantaci

sledovánísledování postpost--transplantačníchtransplantačních stavůstavů

sledovánísledování stavustavu pacientůpacientů popo transplantacitransplantacisledovánísledování stavustavu pacientůpacientů popo transplantacitransplantaci
hladinyhladiny cytomegalovirucytomegaloviru aa herpesvirůherpesvirů,, DNADNA--chimérizmuschimérizmus

sledovánísledování kvalitykvality potravinpotravin aa veterinárníveterinární lékařstvílékařství

sledovánísledování stavustavu pacientůpacientů popo transplantacitransplantaci
hladinyhladiny cytomegalovirucytomegaloviru aa herpesvirůherpesvirů,, DNADNA--chimérizmuschimérizmus

sledovánísledování kvalitykvality potravinpotravin aa veterinárníveterinární lékařstvílékařstvísledovánísledování kvalitykvality potravinpotravin aa veterinárníveterinární lékařstvílékařství

sledovánísledování patogenůpatogenů
mykobakterie,mykobakterie, echinokoky,echinokoky, rotaviryrotaviry,, PRRVSPRRVS aa BVDVBVDV viryviry uu chovnýchchovných zvířat,zvířat,

sledovánísledování kvalitykvality potravinpotravin aa veterinárníveterinární lékařstvílékařství

sledovánísledování patogenůpatogenů
mykobakterie,mykobakterie, echinokoky,echinokoky, rotaviryrotaviry,, PRRVSPRRVS aa BVDVBVDV viryviry uu chovnýchchovných zvířat,zvířat,y ,y , y,y, yy,, yy ýý ,,
helikobakteryhelikobaktery vv mléce,mléce, EscherichiaEscherichia colicoli OO157157 převážněpřevážně vv hovězímhovězím masemase čiči
enteroviryenteroviry obecněobecně vv potravináchpotravinách aa pitnépitné voděvodě

y ,y , y,y, yy,, yy ýý ,,
helikobakteryhelikobaktery vv mléce,mléce, EscherichiaEscherichia colicoli OO157157 převážněpřevážně vv hovězímhovězím masemase čiči
enteroviryenteroviry obecněobecně vv potravináchpotravinách aa pitnépitné voděvodě
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struktura DNAstruktura DNAstruktura DNAstruktura DNA
primární struktura primární struktura –– sekvencesekvenceprimární struktura primární struktura –– sekvencesekvence

: baze: : baze: puriny puriny –– A, G; pyrimidiny A, G; pyrimidiny –– C, TC, T
: nukleosid:: nukleosid: baze + (2‘baze + (2‘--deoxy)ribózadeoxy)ribóza
: baze: : baze: puriny puriny –– A, G; pyrimidiny A, G; pyrimidiny –– C, TC, T
: nukleosid:: nukleosid: baze + (2‘baze + (2‘--deoxy)ribózadeoxy)ribóza

pppp

(( y)y)
: nukleotid: : nukleotid: nukleosid + 5‘nukleosid + 5‘--fosforečnan;fosforečnan;

MP MP –– monofosfát, DP monofosfát, DP –– difosfát, TP difosfát, TP –– trifosfáttrifosfát

(( y)y)
: nukleotid: : nukleotid: nukleosid + 5‘nukleosid + 5‘--fosforečnan;fosforečnan;

MP MP –– monofosfát, DP monofosfát, DP –– difosfát, TP difosfát, TP –– trifosfáttrifosfát

adenin (A)adenin (A) guanin (G)guanin (G) cytosin (A)cytosin (A) thymin (A)thymin (A)

baze Cbaze C

adenin (A)adenin (A)

deoxycytidin (dC) R = Hdeoxycytidin (dC) R = Hdeoxycytidin (dC), R = Hdeoxycytidin (dC), R = H

5-metyldeoxycytidin (mdC): R = CH35-metyldeoxycytidin (mdC): R = CH3

deoxycytidin-3‘-5‘-difosfát (dCDP)deoxycytidin-3‘-5‘-difosfát (dCDP)
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sekundární struktura sekundární struktura –– dvoušroubovice DNAdvoušroubovice DNAsekundární struktura sekundární struktura –– dvoušroubovice DNAdvoušroubovice DNA

párování párování bazíbazí ((WatsonWatson--CrickovoCrickovo))párování párování bazíbazí ((WatsonWatson--CrickovoCrickovo))

G G –– CCG G –– CC
bazebaze

A A –– TTA A –– TT
adenin – thyminadenin – thyminbazebaze

guanin – cytosinguanin – cytosin

bazebaze

jiné párování bazíjiné párování bazí

á éá é

jiné párování bazíjiné párování bazí

á éá é

G G –– AA
G G –– TT
G G –– AA
G G –– TT

Hoogsteenovo, Wobbleho, obrácené WatsonHoogsteenovo, Wobbleho, obrácené Watson--CrickovoCrickovoHoogsteenovo, Wobbleho, obrácené WatsonHoogsteenovo, Wobbleho, obrácené Watson--CrickovoCrickovo A A –– C C A A –– C C 
neshodaneshoda ((mismatchmismatch) ) –– nesednoucínesednoucí sekvence, „uzel“sekvence, „uzel“neshodaneshoda ((mismatchmismatch) ) –– nesednoucínesednoucí sekvence, „uzel“sekvence, „uzel“ 187187187187



ssDNAssDNA –– jednořetězcovájednořetězcová DNADNA ((single single strandedstranded DNADNA))
d DNAd DNA d ř tě ád ř tě á DNADNA ((d bld bl t d dt d d DNADNA))
ssDNAssDNA –– jednořetězcovájednořetězcová DNADNA ((single single strandedstranded DNADNA))
d DNAd DNA d ř tě ád ř tě á DNADNA ((d bld bl t d dt d d DNADNA))dsDNAdsDNA –– dvouřetězcovádvouřetězcová DNADNA ((double double strandedstranded DNADNA))dsDNAdsDNA –– dvouřetězcovádvouřetězcová DNADNA ((double double strandedstranded DNADNA))

dvoušroubovicedvoušroubovice –– formyformydvoušroubovicedvoušroubovice –– formyformy

šroubovice Ašroubovice Ašroubovice Ašroubovice A BBBB ZZZZšroubovice     Ašroubovice     Ašroubovice     Ašroubovice     A BBBB ZZZZ
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terciární struktura DNAterciární struktura DNAterciární struktura DNAterciární struktura DNAdsDNAdsDNA

chromatinchromatin
histonhiston

nadšroubovicenadšroubovice
: : topoizomerázytopoizomerázy

hihi

nadšroubovicenadšroubovice
: : topoizomerázytopoizomerázy

hihi
30nm-
chromatin
30nm-
chromatin

histonhiston

: : histonyhistony: : histonyhistony

rozvinutýrozvinutýrozvinutý
chromatin
rozvinutý
chromatin

kondenzovaný
chromozóm

kondenzovaný
chromozóm

mitotickýmitotický

centromeracentromera

50 000x zkráceno50 000x zkráceno

mitotický
chromozóm

mitotický
chromozóm
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transkripcetranskripce; DNA ; DNA ⇒⇒ mRNAmRNAtranskripcetranskripce; DNA ; DNA ⇒⇒ mRNAmRNA translacetranslace; ; mRNAmRNA ⇒⇒ proteinproteintranslacetranslace; ; mRNAmRNA ⇒⇒ proteinprotein

CYTOPLAZMACYTOPLAZMACYTOPLAZMACYTOPLAZMA
JÁDROJÁDROJÁDROJÁDRO

gengen

rostoucí
bílkovinný
řetězec

rostoucí
bílkovinný
řetězec

volné aminokyselinyvolné aminokyseliny

mRNA
transkripce

z DNA

mRNA
transkripce

z DNA

DNADNA
tRNA s
aminokyselinou
tRNA s
aminokyselinou

kodónkodónkodónkodón

mRNAmRNA

ribozómribozóm

mRNA
translace

mRNA
translace
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diagnostika poruchdiagnostika poruchdiagnostika poruchdiagnostika poruch

znak respznak respznak respznak respznak, resp. znak, resp. 
fenotypový fenotypový 

projevprojev

znak, resp. znak, resp. 
fenotypový fenotypový 

projevprojev

mutacemutace

DNADNADNADNA RNARNARNARNA proteinproteinproteinprotein

ΔΔ sekvence DNAsekvence DNA,,
ΔΔ struktury a počtu struktury a počtu 

h ůh ů

ΔΔ sekvence DNAsekvence DNA,,
ΔΔ struktury a počtu struktury a počtu 

h ůh ů

ΔΔ genové exprese,genové exprese,
vznik vznik RNA o chybné RNA o chybné 

k ik i

ΔΔ genové exprese,genové exprese,
vznik vznik RNA o chybné RNA o chybné 

k ik i

ΔΔ enzymové aktivity, enzymové aktivity, 
poruchy stavby buněk poruchy stavby buněk 

tká ítká í

ΔΔ enzymové aktivity, enzymové aktivity, 
poruchy stavby buněk poruchy stavby buněk 

tká ítká í

ΔΔ stavby a funkce stavby a funkce 
orgánů, poruchy orgánů, poruchy 

t b lit b li

ΔΔ stavby a funkce stavby a funkce 
orgánů, poruchy orgánů, poruchy 

t b lit b lichromozomůchromozomůchromozomůchromozomů sekvenci sekvenci sekvenci sekvenci a tkánía tkánía tkánía tkání metabolismu, metabolismu, 
poruchy vývojeporuchy vývoje
metabolismu, metabolismu, 

poruchy vývojeporuchy vývoje

genealogické genealogické 
vyšetřenívyšetření

genealogické genealogické 
vyšetřenívyšetření

molekulárněmolekulárně--
biologické biologické 
vyšetřenívyšetření

molekulárněmolekulárně--
biologické biologické 
vyšetřenívyšetření

191191191191
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analytické postupyanalytické postupyanalytické postupyanalytické postupy

sledování numerické aberacesledování numerické aberacesledování numerické aberacesledování numerické aberace
: : monozómiemonozómie ((TurnerůvTurnerův syndrom), syndrom), polyzómiepolyzómie (Downův syndrom)(Downův syndrom): : monozómiemonozómie ((TurnerůvTurnerův syndrom), syndrom), polyzómiepolyzómie (Downův syndrom)(Downův syndrom)

identifikaceidentifikace známéznámé sekvencesekvenceidentifikaceidentifikace známéznámé sekvencesekvenceidentifikaceidentifikace známéznámé sekvencesekvence
: : mutace (fenylketonurie)mutace (fenylketonurie)
identifikaceidentifikace známéznámé sekvencesekvence
: : mutace (fenylketonurie)mutace (fenylketonurie)

identifikaceidentifikace neznáméneznámé sekvencesekvence
:: sekvenacesekvenace nových patogenůnových patogenů
identifikaceidentifikace neznáméneznámé sekvencesekvence
:: sekvenacesekvenace nových patogenůnových patogenů: : sekvenacesekvenace nových patogenůnových patogenů: : sekvenacesekvenace nových patogenůnových patogenů

sledování sledování stavustavu DNADNA
: : metylace metylace deoxycytidinudeoxycytidinu (syndrom fragilního chromozómu X)(syndrom fragilního chromozómu X)
sledování sledování stavustavu DNADNA
: : metylace metylace deoxycytidinudeoxycytidinu (syndrom fragilního chromozómu X)(syndrom fragilního chromozómu X)

192192192192



základní základní metodické postupy metodické postupy analýzy NAanalýzy NAzákladní základní metodické postupy metodické postupy analýzy NAanalýzy NA

: zmnožení: zmnožení (PCR)(PCR)
:: multiplikace výchozí DNA, :: multiplikace výchozí DNA, 25 cyklů ~ 225 cyklů ~ 22424= 17 x10= 17 x1066 kopiíkopií

: zmnožení: zmnožení (PCR)(PCR)
:: multiplikace výchozí DNA, :: multiplikace výchozí DNA, 25 cyklů ~ 225 cyklů ~ 22424= 17 x10= 17 x1066 kopiíkopií

: štěpení restrikčními enzymy: štěpení restrikčními enzymy
:: štěpení namnožené DNA (specifické):: štěpení namnožené DNA (specifické)

: štěpení restrikčními enzymy: štěpení restrikčními enzymy
:: štěpení namnožené DNA (specifické):: štěpení namnožené DNA (specifické)

: : (přenos otisku (přenos otisku po gelové po gelové elektroforéze)elektroforéze)
:: oddělení separovaného úseku DNA:: oddělení separovaného úseku DNA

: : (přenos otisku (přenos otisku po gelové po gelové elektroforéze)elektroforéze)
:: oddělení separovaného úseku DNA:: oddělení separovaného úseku DNApp

: : hybridizace hybridizace –– na přenosové membráně či na čipuna přenosové membráně či na čipu
:: reakce s komplementární označenou:: reakce s komplementární označenou ssDNAssDNA

pp

: : hybridizace hybridizace –– na přenosové membráně či na čipuna přenosové membráně či na čipu
:: reakce s komplementární označenou:: reakce s komplementární označenou ssDNAssDNA:: reakce s komplementární označenou :: reakce s komplementární označenou ssDNAssDNA:: reakce s komplementární označenou :: reakce s komplementární označenou ssDNAssDNA
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PCR: 10 PCR: 10 –– 500 500 μμgg lidské DNAlidské DNA
1 1 –– 10 10 μμgg bakteriální DNAbakteriální DNA

éé

PCR: 10 PCR: 10 –– 500 500 μμgg lidské DNAlidské DNA
1 1 –– 10 10 μμgg bakteriální DNAbakteriální DNA

éé

izolace DNAizolace DNAizolace DNAizolace DNA

0.1 0.1 –– 1 1 μμgg plazmidovéplazmidové DNADNA0.1 0.1 –– 1 1 μμgg plazmidovéplazmidové DNADNA

1) extrakce NA + sorpce na SiO1) extrakce NA + sorpce na SiO22 po cytolýzepo cytolýze1) extrakce NA + sorpce na SiO1) extrakce NA + sorpce na SiO22 po cytolýzepo cytolýze22

2) postupná šetrná degradace buněk organickými rozpouštědly2) postupná šetrná degradace buněk organickými rozpouštědly
22

2) postupná šetrná degradace buněk organickými rozpouštědly2) postupná šetrná degradace buněk organickými rozpouštědly

přípravupřípravu vzorkuvzorku aa separaceseparace DNADNA

afinitníafinitní purifikacepurifikace –– principprincip hybridizačníhybridizační schopnostischopnosti NANA

přípravupřípravu vzorkuvzorku aa separaceseparace DNADNA

afinitníafinitní purifikacepurifikace –– principprincip hybridizačníhybridizační schopnostischopnosti NANA

:: vzorekvzorek ++ lyzačnílyzační pufrpufr;; ++ biotinylačníbiotinylační pufrpufr;; inkubaceinkubace
:: popo inkubaciinkubaci ⇒⇒ mikrozkumavkamikrozkumavka

ss povrchempovrchem modifikovanýmmodifikovaným avidinemavidinem nebonebo streptavidinemstreptavidinem

:: vzorekvzorek ++ lyzačnílyzační pufrpufr;; ++ biotinylačníbiotinylační pufrpufr;; inkubaceinkubace
:: popo inkubaciinkubaci ⇒⇒ mikrozkumavkamikrozkumavka

ss povrchempovrchem modifikovanýmmodifikovaným avidinemavidinem nebonebo streptavidinemstreptavidinemss povrchempovrchem modifikovanýmmodifikovaným avidinemavidinem nebonebo streptavidinemstreptavidinem

adsorpceadsorpce nana silikagelusilikagelu
:: NANA vv přítpřít.. guaninuguaninu adsorbujíadsorbují nana silikagelusilikagelu

ss povrchempovrchem modifikovanýmmodifikovaným avidinemavidinem nebonebo streptavidinemstreptavidinem

adsorpceadsorpce nana silikagelusilikagelu
:: NANA vv přítpřít.. guaninuguaninu adsorbujíadsorbují nana silikagelusilikagelu
:: eluceeluce pomocípomocí ΔΔ pHpH aa iontovéiontové sílysíly

gelovágelová filtracefiltrace
ik k l kik k l k l ě él ě é ll

:: eluceeluce pomocípomocí ΔΔ pHpH aa iontovéiontové sílysíly

gelovágelová filtracefiltrace
ik k l kik k l k l ě él ě é ll:: mikrokolonkymikrokolonky plněnéplněné gelemgelem

:: adsorpceadsorpce nana silikagelusilikagelu aa gelovágelová filtracefiltrace sese mohoumohou urychliturychlit centrifugacícentrifugací

:: mikrokolonkymikrokolonky plněnéplněné gelemgelem

:: adsorpceadsorpce nana silikagelusilikagelu aa gelovágelová filtracefiltrace sese mohoumohou urychliturychlit centrifugacícentrifugací
194194194194



polymerázová řetězová reakcepolymerázová řetězová reakce ((polymerasepolymerase chainchain reactionreaction, PCR), PCR)polymerázová řetězová reakcepolymerázová řetězová reakce ((polymerasepolymerase chainchain reactionreaction, PCR), PCR)

11)) iniciaceiniciace –– zahřívatzahřívat nana 9696 CC 55 minmin
ažaž DNADNA ii primerprimeryy roztajíroztají

11)) iniciaceiniciace –– zahřívatzahřívat nana 9696 CC 55 minmin
ažaž DNADNA ii primerprimeryy roztajíroztají

původní DNApůvodní DNA

cílová
sekvence
cílová
sekvence

ažaž DNADNA ii primerprimeryy roztajíroztají

22)) tánítání –– zahřívatzahřívat nana 9696 °°CC popo 3030 ss;;
přidatpřidat DNADNA--polymerázupolymerázu

ažaž DNADNA ii primerprimeryy roztajíroztají

22)) tánítání –– zahřívatzahřívat nana 9696 °°CC popo 3030 ss;;
přidatpřidat DNADNA--polymerázupolymerázu

1) a 2)1) a 2)

přidatpřidat DNADNA--polymerázupolymerázu

33)) připojenípřipojení –– zahřívatzahřívat nana 6868 °°CC popo 3030 ss

přidatpřidat DNADNA--polymerázupolymerázu

33)) připojenípřipojení –– zahřívatzahřívat nana 6868 °°CC popo 3030 ss1. cyklus
2 molekuly
1. cyklus
2 molekuly

3)3) primeryprimery

44)) prodlužováníprodlužování –– zahřívatzahřívat nana 7272 °°CC popo 4545 ss

55)) opakováníopakování –– krokykroky 22 –– 44 opakovatopakovat

44)) prodlužováníprodlužování –– zahřívatzahřívat nana 7272 °°CC popo 4545 ss

55)) opakováníopakování –– krokykroky 22 –– 44 opakovatopakovat
nové

nukleotidy

nové

nukleotidy

4)4)

55)) opa o áopa o á o yo y opa o atopa o at
maxmax.. 2525xx

66)) uchováníuchování –– výslednávýsledná směssměs nana 77 °°CC;;

55)) opa o áopa o á o yo y opa o atopa o at
maxmax.. 2525xx

66)) uchováníuchování –– výslednávýsledná směssměs nana 77 °°CC;;
2 cyklus2 cyklus 5)5)

)) ýý ;;
chráníchrání DNADNA předpřed rozklademrozkladem
)) ýý ;;
chráníchrání DNADNA předpřed rozklademrozkladem

2. cyklus
4 molekuly
2. cyklus
4 molekuly

5)5)

195195195195

3. cyklus
8 molekul
3. cyklus
8 molekul



amplifikace NAamplifikace NA

PCRPCR polymerasepolymerase chainchain reactionreaction (DNA) (DNA) 19851985

amplifikace NAamplifikace NA

PCRPCR polymerasepolymerase chainchain reactionreaction (DNA) (DNA) 19851985
polymerázová řetězová reakcepolymerázová řetězová reakce

RTRT--PCRPCR reverse reverse transcriptiontranscription PCRPCR (RNA) (RNA) 19911991
reverzně transkripční PCRreverzně transkripční PCR

polymerázová řetězová reakcepolymerázová řetězová reakce
RTRT--PCRPCR reverse reverse transcriptiontranscription PCRPCR (RNA) (RNA) 19911991

reverzně transkripční PCRreverzně transkripční PCR
TASTAS transcriptiontranscription--amplificationamplification systemsystem (RNA, DNA)(RNA, DNA) 19891989

transkripčnětranskripčně--amplifikační systémamplifikační systém
3SR        3SR        selfself--sustainedsustained sequencesequence replicationreplication ((RNA,DNA)RNA,DNA) 19901990

ř t žitéř t žité ž á íž á í k / 3SR lifik č í kk / 3SR lifik č í k

TASTAS transcriptiontranscription--amplificationamplification systemsystem (RNA, DNA)(RNA, DNA) 19891989
transkripčnětranskripčně--amplifikační systémamplifikační systém

3SR        3SR        selfself--sustainedsustained sequencesequence replicationreplication ((RNA,DNA)RNA,DNA) 19901990
ř t žitéř t žité ž á íž á í k / 3SR lifik č í kk / 3SR lifik č í knepřetržité nepřetržité zmnožování zmnožování sekvence / 3SR amplifikační reakcesekvence / 3SR amplifikační reakce

NASBANASBA nucleicnucleic acidacid sequencesequence--basedbased amplificationamplification (RNA, DNA)(RNA, DNA)
amplifikace na základě sekvence amplifikace na základě sekvence bazíbazí

TMATMA transcriptiontranscription mediatedmediated amplificationamplification (RNA DNA)(RNA DNA) 19911991

nepřetržité nepřetržité zmnožování zmnožování sekvence / 3SR amplifikační reakcesekvence / 3SR amplifikační reakce
NASBANASBA nucleicnucleic acidacid sequencesequence--basedbased amplificationamplification (RNA, DNA)(RNA, DNA)

amplifikace na základě sekvence amplifikace na základě sekvence bazíbazí
TMATMA transcriptiontranscription mediatedmediated amplificationamplification (RNA DNA)(RNA DNA) 19911991TMATMA transcriptiontranscription mediatedmediated amplificationamplification (RNA, DNA)(RNA, DNA) 19911991

amplifikace zprostředkovaná transkripcíamplifikace zprostředkovaná transkripcí
SDASDA strainstrain displacementdisplacement amplificationamplification ((DNADNA)) 19921992

amplifikace s vytěsňováním řetězceamplifikace s vytěsňováním řetězce

TMATMA transcriptiontranscription mediatedmediated amplificationamplification (RNA, DNA)(RNA, DNA) 19911991
amplifikace zprostředkovaná transkripcíamplifikace zprostředkovaná transkripcí

SDASDA strainstrain displacementdisplacement amplificationamplification ((DNADNA)) 19921992
amplifikace s vytěsňováním řetězceamplifikace s vytěsňováním řetězceamplifikace s vytěsňováním řetězceamplifikace s vytěsňováním řetězce

amplifikace hybridizační sondyamplifikace hybridizační sondy

amplifikace s vytěsňováním řetězceamplifikace s vytěsňováním řetězce

amplifikace hybridizační sondyamplifikace hybridizační sondy

LARLAR ligaseligase amplificationamplification reactionreaction 19891989
ligázováligázová amplifikační reakceamplifikační reakce

LCRLCR ligaseligase chainchain reactionreaction 19911991

LARLAR ligaseligase amplificationamplification reactionreaction 19891989
ligázováligázová amplifikační reakceamplifikační reakce

LCRLCR ligaseligase chainchain reactionreaction 19911991
ligázováligázová řetězová reakceřetězová reakce

QQ--betabeta QQ--beta beta replicasereplicase amplificationamplification 19881988
QQ--beta beta replikázováreplikázová amplifikaceamplifikace

ligázováligázová řetězová reakceřetězová reakce
QQ--betabeta QQ--beta beta replicasereplicase amplificationamplification 19881988

QQ--beta beta replikázováreplikázová amplifikaceamplifikace 196196196196



restrikční enzymyrestrikční enzymyrestrikční enzymyrestrikční enzymy

EcoREcoR I     I     Escherichia coliEscherichia coli 55´́GGAATTAATTCC
33´́CCTTAATTAAGG

EcoREcoR I     I     Escherichia coliEscherichia coli 55´́GGAATTAATTCC
33´́CCTTAATTAAGG33´́CCTTAATTAAGG

BamHBamHII Bacillus Bacillus amyloliquefaciensamyloliquefaciens 55´́GGGATCGATCCC
33´́CCCTAGCTAGGG

33´́CCTTAATTAAGG
BamHBamHII Bacillus Bacillus amyloliquefaciensamyloliquefaciens 55´́GGGATCGATCCC

33´́CCCTAGCTAGGG
HHindind IIIIII HaemophilusHaemophilus influenzaeinfluenzae 55´́AAAGCTAGCTTT

33´́TTTCGATCGAAA
MstMst IIII MicrocoleusMicrocoleus spsp.. 55´́CCCTNAGCTNAGGG

HHindind IIIIII HaemophilusHaemophilus influenzaeinfluenzae 55´́AAAGCTAGCTTT
33´́TTTCGATCGAAA

MstMst IIII MicrocoleusMicrocoleus spsp.. 55´́CCCTNAGCTNAGGGpp
33´́GGGANTCGANTCCC

TaqTaq II ThermusThermus aquaticusaquaticus 55´́TTCGCGAA
33´́AAGCGCTT

pp
33´́GGGANTCGANTCCC

TaqTaq II ThermusThermus aquaticusaquaticus 55´́TTCGCGAA
33´́AAGCGCTT33 AAGCGCTT

NotNot II NocardiaNocardia otitidisotitidis 55´́GCGCGGCCGGCCGCGC
33´́CGCGCCGGCCGGCGCG

AluAlu II ArthrobacterArthrobacter luteusluteus 55´́AGCTAGCT

33 AAGCGCTT
NotNot II NocardiaNocardia otitidisotitidis 55´́GCGCGGCCGGCCGCGC

33´́CGCGCCGGCCGGCGCG
AluAlu II ArthrobacterArthrobacter luteusluteus 55´́AGCTAGCTAluAlu II ArthrobacterArthrobacter luteusluteus 55 AGCTAGCT

33´́TCGATCGA
AluAlu II ArthrobacterArthrobacter luteusluteus 55 AGCTAGCT

33´́TCGATCGA
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identifikace identifikace známéznámé sekvence sekvence NANAidentifikace identifikace známéznámé sekvence sekvence NANA
přenos otisku přenos otisku ((blotováníblotování))přenos otisku přenos otisku ((blotováníblotování))

PCR PCR ⇒⇒ štěpení štěpení NA restrikční NA restrikční endonukleázou endonukleázou ⇒⇒
⇒⇒ separace separace gelovou gelovou elfouelfou ⇒⇒ přenospřenos ⇒⇒ hybridizace hybridizace ⇒⇒ vizualizace značkyvizualizace značky
PCR PCR ⇒⇒ štěpení štěpení NA restrikční NA restrikční endonukleázou endonukleázou ⇒⇒
⇒⇒ separace separace gelovou gelovou elfouelfou ⇒⇒ přenospřenos ⇒⇒ hybridizace hybridizace ⇒⇒ vizualizace značkyvizualizace značky

DNADNA –– přenos podle přenos podle SouthernaSoutherna, „jižní“ přenos , „jižní“ přenos ((SouthernSouthern blotblot))
RNARNA –– přenos podle přenos podle „„NorthernaNortherna“, “, „severní“ přenos „severní“ přenos ((NorthernNorthern blotblot))
DNADNA –– přenos podle přenos podle SouthernaSoutherna, „jižní“ přenos , „jižní“ přenos ((SouthernSouthern blotblot))
RNARNA –– přenos podle přenos podle „„NorthernaNortherna“, “, „severní“ přenos „severní“ přenos ((NorthernNorthern blotblot))

hybridoblothybridoblothybridoblothybridoblot

hybridizacehybridizace
ssDNAssDNA fragment (fragment (analytanalyt) ) ++
hybridizacehybridizace
ssDNAssDNA fragment (fragment (analytanalyt) ) ++g (g ( yy ))

+ značený komplementární + značený komplementární ssDNAssDNA fragment (fragment (sondasonda))

: chromofor, : chromofor, fluoroforfluorofor, radioaktivní izotop (, radioaktivní izotop (3232P)P)

g (g ( yy ))
+ značený komplementární + značený komplementární ssDNAssDNA fragment (fragment (sondasonda))

: chromofor, : chromofor, fluoroforfluorofor, radioaktivní izotop (, radioaktivní izotop (3232P)P) 198198198198



cytogenetická diagnostikacytogenetická diagnostikacytogenetická diagnostikacytogenetická diagnostika

FISHFISH –– fluorescenčnífluorescenční inin situsitu hybridizacehybridizaceFISHFISH –– fluorescenčnífluorescenční inin situsitu hybridizacehybridizace

sledování sledování polyzomiípolyzomií, translokací, inverzí, , translokací, inverzí, delecídelecí

možnost možnost analýzy analýzy interfázníchinterfázních chromozomů chromozomů ý yý y
: nevyžaduje : nevyžaduje kultivaci buněk a přípravu kultivaci buněk a přípravu metafázickýchmetafázických chromozomůchromozomů

komplementární komplementární párování vyšetřované DNA s fluorescenčně značenou párování vyšetřované DNA s fluorescenčně značenou sondousondou

sekvence sekvence vyšetřovaného vyšetřovaného genugenuyy gg
: jednotlivý gen: jednotlivý gen
: celý : celý či či část chromozómučást chromozómu
anebo centromerické čianebo centromerické či telomerickételomerické oblastioblastianebo centromerické či anebo centromerické či telomerickételomerické oblastioblasti

detekce detekce –– fluorescenční mikroskopie fluorescenční mikroskopie 

199199199199



mFISHmFISH –– vícebarevnávícebarevná vysokorozlišovacívysokorozlišovací fluorescenčnífluorescenční hybridizacehybridizace
multicolourmulticolour FISHFISH highhigh resolutionresolution bandingbanding

mFISHmFISH –– vícebarevnávícebarevná vysokorozlišovacívysokorozlišovací fluorescenčnífluorescenční hybridizacehybridizace
multicolourmulticolour FISHFISH highhigh resolutionresolution bandingbandingmulticolourmulticolour FISHFISH highhigh resolutionresolution bandingbandingmulticolourmulticolour FISHFISH highhigh resolutionresolution bandingbanding

kombinacekombinace vícevíce fluorochromůfluorochromů aa vícevíce sondsondkombinacekombinace vícevíce fluorochromůfluorochromů aa vícevíce sondsondkombinacekombinace vícevíce fluorochromůfluorochromů aa vícevíce sondsondkombinacekombinace vícevíce fluorochromůfluorochromů aa vícevíce sondsond

SKYSKY –– spektrálníspektrální karyotypováníkaryotypování
spectralspectral karyotypingkaryotyping

SKYSKY –– spektrálníspektrální karyotypováníkaryotypování
spectralspectral karyotypingkaryotyping

id tifik č t í h i t kt ál í h h ál í h b íid tifik č t í h i t kt ál í h h ál í h b íid tifik č t í h i t kt ál í h h ál í h b íid tifik č t í h i t kt ál í h h ál í h b íidentifikace početních i strukturálních chromozomálních aberací identifikace početních i strukturálních chromozomálních aberací 

komplementární párování komplementární párování –– 55 fluorescenčně značených sond55 fluorescenčně značených sond

identifikace početních i strukturálních chromozomálních aberací identifikace početních i strukturálních chromozomálních aberací 

komplementární párování komplementární párování –– 55 fluorescenčně značených sond55 fluorescenčně značených sond

počítačové počítačové zobrazení a zobrazení a analýzaanalýzapočítačové počítačové zobrazení a zobrazení a analýzaanalýza
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CGH CGH –– komparativní genomová hybridizacekomparativní genomová hybridizace
comparativecomparative genomicgenomic hybridizationhybridization

CGH CGH –– komparativní genomová hybridizacekomparativní genomová hybridizace
comparativecomparative genomicgenomic hybridizationhybridizationcomparativecomparative genomicgenomic hybridizationhybridizationcomparativecomparative genomicgenomic hybridizationhybridization

vizualizace chromozomových poruch vizualizace chromozomových poruch vizualizace chromozomových poruch vizualizace chromozomových poruch 

současnásoučasná hybridizacehybridizace dvoudvou vzorkůvzorků DNADNA značenýchznačených odlišnýmiodlišnými fluorochromyfluorochromy
:: DNADNA pacientapacienta (nádorová)(nádorová) značenaznačena zelenězeleně

současnásoučasná hybridizacehybridizace dvoudvou vzorkůvzorků DNADNA značenýchznačených odlišnýmiodlišnými fluorochromyfluorochromy
:: DNADNA pacientapacienta (nádorová)(nádorová) značenaznačena zelenězeleně:: DNADNA pacientapacienta (nádorová),(nádorová), značenaznačena zelenězeleně
:: kontrolníkontrolní DNADNA (DNA(DNA zdravéhozdravého jedincejedince),), značenaznačena červeněčerveně
:: DNADNA pacientapacienta (nádorová),(nádorová), značenaznačena zelenězeleně
:: kontrolníkontrolní DNADNA (DNA(DNA zdravéhozdravého jedincejedince),), značenaznačena červeněčerveně
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genová terapiegenová terapie

: přenos : přenos genetického genetického materiálu s léčebným účinkem (AVV; adenovirový vektor)materiálu s léčebným účinkem (AVV; adenovirový vektor)

: cílené : cílené vyřazení aberantního proteinu vyřazení aberantního proteinu (rakovina; proti /(rakovina; proti /antisenseantisense/ terapie)/ terapie)y py p ( ; p /( ; p / / p )/ p )

: obnova : obnova exprese mutovaného genu exprese mutovaného genu (dědičné choroby)(dědičné choroby)

: problém: problém obrannýchobranných mechanizmůmechanizmů buňky k cizorodébuňky k cizorodé DNA (transplantace)DNA (transplantace): problém : problém obranných obranných mechanizmů mechanizmů buňky k cizorodé buňky k cizorodé DNA (transplantace) DNA (transplantace) 

: problém : problém selektivní terapie defektních buněk selektivní terapie defektních buněk 

proteolýzaproteolýzaproteolýzaproteolýza

DNA s genemDNA s genemDNA s genemDNA s genem
protismyslnáprotismyslná
mRNAmRNA
protismyslnáprotismyslná
mRNAmRNA

RNAzaRNAzaRNAzaRNAza
zničenízničenízničenízničení

proteolýzaproteolýzaproteolýzaproteolýza

translacetranslacetranslacetranslace

RNARNARNARNA k l tá ík l tá ík l tá ík l tá í

cílovýcílový
proteinprotein
cílovýcílový
proteinprotein

transkripcetranskripcetranskripcetranskripce
mRNAmRNAmRNAmRNA komplementárníkomplementární

dvoušroubovicedvoušroubovice
komplementárníkomplementární
dvoušroubovicedvoušroubovice

proteinproteinproteinprotein
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barevnostbarevnost
á íá í

barevnostbarevnost
á íá í

IX.IX.IX.IX.

fyzikální jevfyzikální jevfyzikální jevfyzikální jev

700  650    600    550  500  450   400700  650    600    550  500  450   400

vlnová délka (nm)vlnová délka (nm) fialováfialová červeno-červeno-
fialováfialová

červenáčervenázeleno-zeleno-
modrámodrá

modrámodrá

indikaceindikace ⇒⇒ zrak zrak ⇒⇒ barvabarvaindikaceindikace ⇒⇒ zrak zrak ⇒⇒ barvabarva
červenéčervené

oranžovéoranžové

žlutéžluté

zelenézelené

modrémodré

fialovéfialové

UVUV

oranžováoranžová

žlutážlutá
zeleno-zeleno-
žl ážl á

zelenázelená

modro-modro-
zelenázelená

modrámodrá

sluneční světlosluneční světlo –– bílé, bezbarvébílé, bezbarvésluneční světlosluneční světlo –– bílé, bezbarvébílé, bezbarvé

oranžovéoranžové zelenézelené fialovéfialové žlutážlutá

rozkládá se hranolem rozkládá se hranolem ⇐⇐ index lomu je funkcí vlnové délkyindex lomu je funkcí vlnové délkyrozkládá se hranolem rozkládá se hranolem ⇐⇐ index lomu je funkcí vlnové délkyindex lomu je funkcí vlnové délky

: více se odklání od kolmice paprsky fialové, méně žluté: více se odklání od kolmice paprsky fialové, méně žluté

lidské okolidské oko vnímá jako barevnévnímá jako barevné paprsky s vlnovou délkou mezipaprsky s vlnovou délkou mezi 400400 ažaž 760760 nmnm

: více se odklání od kolmice paprsky fialové, méně žluté: více se odklání od kolmice paprsky fialové, méně žluté

lidské okolidské oko vnímá jako barevnévnímá jako barevné paprsky s vlnovou délkou mezipaprsky s vlnovou délkou mezi 400400 ažaž 760760 nmnm

absorbujeabsorbuje--li předmět  li předmět  žlutoužlutou, odráží modrou , odráží modrou ⇒⇒ jeví se jeví se modrýmodrý a naopaka naopakabsorbujeabsorbuje--li předmět  li předmět  žlutoužlutou, odráží modrou , odráží modrou ⇒⇒ jeví se jeví se modrýmodrý a naopaka naopak

lidské okolidské oko vnímá jako barevné vnímá jako barevné paprsky s vlnovou délkou mezi paprsky s vlnovou délkou mezi 400400 až až 760760 nmnmlidské okolidské oko vnímá jako barevné vnímá jako barevné paprsky s vlnovou délkou mezi paprsky s vlnovou délkou mezi 400400 až až 760760 nmnm

tzv.tzv. doplňkové barvydoplňkové barvytzv.tzv. doplňkové barvydoplňkové barvy
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popis absorpcepopis absorpcepopis absorpcepopis absorpce

BouguerBouguer--LambertLambert--BeerůvBeerův zákonzákonBouguerBouguer--LambertLambert--BeerůvBeerův zákonzákon

I = II = I00*10 *10 ––ε*ε*c*dc*dI = II = I00*10 *10 ––ε*ε*c*dc*d

koncentracekoncentrace cc [mol/l],  molární absorbance [mol/l],  molární absorbance εε, , síla síla absorpční absorpční vrstvy vrstvy dd [cm][cm]koncentracekoncentrace cc [mol/l],  molární absorbance [mol/l],  molární absorbance εε, , síla síla absorpční absorpční vrstvy vrstvy dd [cm][cm]

transparence vrstvytransparence vrstvy:: I / II / I00transparence vrstvytransparence vrstvy:: I / II / I00

absorbanceabsorbance A [l/mol.cm]A [l/mol.cm] :         :         A = log IA = log I0 0 / I/ I = ε*= ε*c*dc*dabsorbanceabsorbance A [l/mol.cm]A [l/mol.cm] :         :         A = log IA = log I0 0 / I/ I = ε*= ε*c*dc*d

εε = A / c*d= A / c*d ⇒⇒ úměrné úměrné počtu molekulpočtu molekul absorbující látkyabsorbující látky

spektrofotometrická absorpční křivka (spektrofotometrická absorpční křivka (absorpční spektrumabsorpční spektrum)) A =A = ff (λ(λ))

εε = A / c*d= A / c*d ⇒⇒ úměrné úměrné počtu molekulpočtu molekul absorbující látkyabsorbující látky

spektrofotometrická absorpční křivka (spektrofotometrická absorpční křivka (absorpční spektrumabsorpční spektrum)) A =A = ff (λ(λ))spektrofotometrická absorpční křivka (spektrofotometrická absorpční křivka (absorpční spektrumabsorpční spektrum)  )  A  A  f f (λ(λ))spektrofotometrická absorpční křivka (spektrofotometrická absorpční křivka (absorpční spektrumabsorpční spektrum)  )  A  A  f f (λ(λ))
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aabsbsorpčníorpční spektrumspektrum::aabsbsorpčníorpční spektrumspektrum::aabsbsorpčníorpční spektrumspektrum::
magon s ionty magon s ionty MgMg2+2+
aabsbsorpčníorpční spektrumspektrum::
magon s ionty magon s ionty MgMg2+2+
bs

or
ba

n
ce

bs
or

ba
n

ce

1 1 –– magonmagon
2 2 –– magon + magon + 2.102.10––6 6 MgMg2+2+

3 3 –– magon + magon + 1.101.10––55 MgMg2+2+

1 1 –– magonmagon
2 2 –– magon + magon + 2.102.10––6 6 MgMg2+2+

3 3 –– magon + magon + 1.101.10––55 MgMg2+2+

aa

4 4 –– magon + magon + 8.108.10––44 MgMg2+2+4 4 –– magon + magon + 8.108.10––44 MgMg2+2+

vlnová délka [nm]vlnová délka [nm]

posuny polohy absorpčního maximaposuny polohy absorpčního maxima::posuny polohy absorpčního maximaposuny polohy absorpčního maxima::

bathochromníbathochromní : k vyšším vlnovým délkám : k vyšším vlnovým délkám 
hypsochromníhypsochromní : k nižším vlnovým délkám : k nižším vlnovým délkám 
h h íh h í ýš í b býš í b b

bathochromníbathochromní : k vyšším vlnovým délkám : k vyšším vlnovým délkám 
hypsochromníhypsochromní : k nižším vlnovým délkám : k nižším vlnovým délkám 
h h íh h í ýš í b býš í b bhyperchromníhyperchromní : zvýšení absorbance : zvýšení absorbance 
hypochromníhypochromní : snížení absorbance : snížení absorbance 
hyperchromníhyperchromní : zvýšení absorbance : zvýšení absorbance 
hypochromníhypochromní : snížení absorbance : snížení absorbance 

jeje--li změna spektra plynulá li změna spektra plynulá ⇒⇒ existence existence izosbestickéhoizosbestického bodubodu
::všechnyvšechny barevné složky barevné složky téže molekulytéže molekuly v něm mají v něm mají stejnou absorbancistejnou absorbanci
jeje--li změna spektra plynulá li změna spektra plynulá ⇒⇒ existence existence izosbestickéhoizosbestického bodubodu
::všechnyvšechny barevné složky barevné složky téže molekulytéže molekuly v něm mají v něm mají stejnou absorbancistejnou absorbanci
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teorie barevnostiteorie barevnosti
absorpce záření molekulamiabsorpce záření molekulami
teorie barevnostiteorie barevnosti
absorpce záření molekulamiabsorpce záření molekulamiabsorpce záření molekulamiabsorpce záření molekulamiabsorpce záření molekulamiabsorpce záření molekulami

molekulamolekula == XX atomůatomů (X>(X>22))molekulamolekula == XX atomůatomů (X>(X>22))

absorpceabsorpce světlasvětla –– valenčnívalenční vazebnévazebné elektronyelektrony
:: rychlostrychlost jejichjejich kmitůkmitů jeje tímtím větší,větší, čímčím jeje vazbavazba pevnějšípevnější
absorpceabsorpce světlasvětla –– valenčnívalenční vazebnévazebné elektronyelektrony
:: rychlostrychlost jejichjejich kmitůkmitů jeje tímtím větší,větší, čímčím jeje vazbavazba pevnějšípevnější

molekulymolekuly absorbujíabsorbují:: světlosvětlo ss kmitočtemkmitočtem ≈≈ kmitočtukmitočtu vazebnýchvazebných elektronůelektronů

lk álk á itř íitř í ii l k ll k l EE EE EE ++ EE ++ EE

molekulymolekuly absorbujíabsorbují:: světlosvětlo ss kmitočtemkmitočtem ≈≈ kmitočtukmitočtu vazebnýchvazebných elektronůelektronů

lk álk á itř íitř í ii l k ll k l EE EE EE ++ EE ++ EEcelkovácelková vnitřnívnitřní energieenergie molekulymolekuly EE:: EE == EErotrot ++ EEvibrvibr ++ EEelektrelektr

elektronyelektrony σσ –– velkávelká energieenergie přechodupřechodu nana vyššívyšší energetickouenergetickou hladinuhladinu ⇒⇒
úč íúč í ěě

celkovácelková vnitřnívnitřní energieenergie molekulymolekuly EE:: EE == EErotrot ++ EEvibrvibr ++ EEelektrelektr

elektronyelektrony σσ –– velkávelká energieenergie přechodupřechodu nana vyššívyšší energetickouenergetickou hladinuhladinu ⇒⇒
úč íúč í ěě⇒⇒ neúčastníneúčastní sese absorpceabsorpce světlasvětla veve VisVis

elektronyelektrony ππ –– menšímenší energieenergie přechodupřechodu nana vyššívyšší energetickouenergetickou úroveňúroveň ⇒⇒

⇒⇒ neúčastníneúčastní sese absorpceabsorpce světlasvětla veve VisVis

elektronyelektrony ππ –– menšímenší energieenergie přechodupřechodu nana vyššívyšší energetickouenergetickou úroveňúroveň ⇒⇒yy gg pp yy gg
⇒⇒ mohoumohou absorbovatabsorbovat jižjiž veve VisVis

vlastnívlastní příčinapříčina barevnostibarevnosti::

yy gg pp yy gg
⇒⇒ mohoumohou absorbovatabsorbovat jižjiž veve VisVis

vlastnívlastní příčinapříčina barevnostibarevnosti::vlastnívlastní příčinapříčina barevnostibarevnosti::
absorpceabsorpce energieenergie zářenízáření přechodempřechodem elektronůelektronů ππ mezimezi hladinamihladinami ss různýmirůznými EE
vlastnívlastní příčinapříčina barevnostibarevnosti::
absorpceabsorpce energieenergie zářenízáření přechodempřechodem elektronůelektronů ππ mezimezi hladinamihladinami ss různýmirůznými EE
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struktury způsobující barevnoststruktury způsobující barevnoststruktury způsobující barevnoststruktury způsobující barevnost

řetězceřetězce konjugovanýchkonjugovaných dvojnýchdvojných vazebvazebřetězceřetězce konjugovanýchkonjugovaných dvojnýchdvojných vazebvazeb

excitační energieexcitační energieexcitační energieexcitační energie

etan etan CHCH33––CHCH33 ccacca 180 kJ/mol 180 kJ/mol λλ = = 155 nm155 nm
etyn etyn CHCH22=CH=CH22 ccacca 150 kJ/mol 150 kJ/mol λλ = 190 nm= 190 nm
butadienbutadien CHCH =CH=CH––CH=CHCH=CH λλ = 210 nm= 210 nm

etan etan CHCH33––CHCH33 ccacca 180 kJ/mol 180 kJ/mol λλ = = 155 nm155 nm
etyn etyn CHCH22=CH=CH22 ccacca 150 kJ/mol 150 kJ/mol λλ = 190 nm= 190 nm
butadienbutadien CHCH =CH=CH––CH=CHCH=CH λλ = 210 nm= 210 nmbutadienbutadien CHCH22=CH=CH––CH=CHCH=CH22 λλ = 210 nm= 210 nm
lykopen (11 konjugovaných dvojných vazeb) lykopen (11 konjugovaných dvojných vazeb) λ = 506 nmλ = 506 nm
butadienbutadien CHCH22=CH=CH––CH=CHCH=CH22 λλ = 210 nm= 210 nm
lykopen (11 konjugovaných dvojných vazeb) lykopen (11 konjugovaných dvojných vazeb) λ = 506 nmλ = 506 nm

CH3

C=CH-CH=CH-C=CH-CH=CH-C=CH-CH=CH-CH=C-CH=CH-CH=C-CH=CH-CH=C

CH2

CH3 CH3 CH3 CH3

CH2

CH3

H C

CH3

C=CH-CH=CH-C=CH-CH=CH-C=CH-CH=CH-CH=C-CH=CH-CH=C-CH=CH-CH=C

CH2

CH3 CH3 CH3 CH3

CH2

CH3

H C

:: substituentysubstituenty :: nukleofilní elektrofilní:: nukleofilní elektrofilní:: substituentysubstituenty :: nukleofilní elektrofilní:: nukleofilní elektrofilní

CH2-CH=C
CH3

CH3

C=CH-CH2H3C

H3C
CH2-CH=C

CH3

CH3

C=CH-CH2H3C

H3C

dodatečný efektdodatečný efektdodatečný efektdodatečný efekt

: : substituentysubstituenty :: nukleofilní, elektrofilní:: nukleofilní, elektrofilní
:: nabité:: nabité

: : oxidace oxidace //redukceredukce
l itl it t ktt kt

: : substituentysubstituenty :: nukleofilní, elektrofilní:: nukleofilní, elektrofilní
:: nabité:: nabité

: : oxidace oxidace //redukceredukce
l itl it t ktt kt

ýýýý
: : planaritaplanarita strukturystruktury
: : komplexacekomplexace s ionty kovůs ionty kovů
: : detergentydetergenty; molekulární sloučeniny; molekulární sloučeniny

: : planaritaplanarita strukturystruktury
: : komplexacekomplexace s ionty kovůs ionty kovů
: : detergentydetergenty; molekulární sloučeniny; molekulární sloučeniny 207207207207



substituentysubstituenty –– nukleofilní, elektrofilnínukleofilní, elektrofilnísubstituentysubstituenty –– nukleofilní, elektrofilnínukleofilní, elektrofilní

substituentysubstituenty –– nabiténabitésubstituentysubstituenty –– nabiténabitésubstituentysubstituenty nabiténabitésubstituentysubstituenty nabiténabité
ovlivňují rozložení elektronůovlivňují rozložení elektronůovlivňují rozložení elektronůovlivňují rozložení elektronů

nukleofilnínukleofilní::nukleofilnínukleofilní::u eou eo
:: aminoskupinaaminoskupina (volný(volný elektronovýelektronový pár)pár)
:: hydroxylováhydroxylová skupinaskupina (dva(dva volnévolné elektronovéelektronové páry)páry)

u eou eo
:: aminoskupinaaminoskupina (volný(volný elektronovýelektronový pár)pár)
:: hydroxylováhydroxylová skupinaskupina (dva(dva volnévolné elektronovéelektronové páry)páry)

benzenbenzen λλmaxmax == 255255 nmnm >> fenolfenol λλmaxmax == 275275 nmnm >> anilinanilin λλmaxmax == 282282 nmnm

elektrofilníelektrofilní::
:: nitroskupinanitroskupina karbonylovákarbonylová skupinaskupina aa iminováiminová skupinaskupina

benzenbenzen λλmaxmax == 255255 nmnm >> fenolfenol λλmaxmax == 275275 nmnm >> anilinanilin λλmaxmax == 282282 nmnm

elektrofilníelektrofilní::
:: nitroskupinanitroskupina karbonylovákarbonylová skupinaskupina aa iminováiminová skupinaskupina:: nitroskupina,nitroskupina, karbonylovákarbonylová skupinaskupina aa iminováiminová skupinaskupina

nitrobenzennitrobenzen λλmaxmax == 268268 nm,nm, acetofenonacetofenon λλmaxmax == 279279 nmnm

k bik bi k ik i kl fil íkl fil í l kt fil íl kt fil í b th h íb th h í

:: nitroskupina,nitroskupina, karbonylovákarbonylová skupinaskupina aa iminováiminová skupinaskupina

nitrobenzennitrobenzen λλmaxmax == 268268 nm,nm, acetofenonacetofenon λλmaxmax == 279279 nmnm

k bik bi k ik i kl fil íkl fil í l kt fil íl kt fil í b th h íb th h í:::: kombinacekombinace skupinyskupiny nukleofilnínukleofilní aa elektrofilníelektrofilní:: bathochromníbathochromní posunposun:::: kombinacekombinace skupinyskupiny nukleofilnínukleofilní aa elektrofilníelektrofilní:: bathochromníbathochromní posunposun

ionizace umocňuje efekt přítomnosti substituentuionizace umocňuje efekt přítomnosti substituentuionizace umocňuje efekt přítomnosti substituentuionizace umocňuje efekt přítomnosti substituentu

nitrofenolnitrofenol pKpKaa = 7.16= 7.16
: kyselé prostředí : kyselé prostředí bezbarvýbezbarvý λλmaxmax = = 315 nm (vlevo)315 nm (vlevo)
: alkalické prostředí: alkalické prostředí žlutýžlutý (uprostřed)(uprostřed)

nitrofenolnitrofenol pKpKaa = 7.16= 7.16
: kyselé prostředí : kyselé prostředí bezbarvýbezbarvý λλmaxmax = = 315 nm (vlevo)315 nm (vlevo)
: alkalické prostředí: alkalické prostředí žlutýžlutý (uprostřed)(uprostřed)

O-
OH O

+  H +

O-
OH O

+  H +: alkalické prostředí : alkalické prostředí žlutýžlutý (uprostřed)(uprostřed)
: chinoidní struktura (vpravo) : chinoidní struktura (vpravo) λλmaxmax = = 404 nm404 nm
: alkalické prostředí : alkalické prostředí žlutýžlutý (uprostřed)(uprostřed)
: chinoidní struktura (vpravo) : chinoidní struktura (vpravo) λλmaxmax = = 404 nm404 nm

208208208208
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oxidaceoxidace / / redukceredukceoxidaceoxidace / / redukceredukce

id š j ž t í k j ý h d j ý h bid š j ž t í k j ý h d j ý h bid š j ž t í k j ý h d j ý h bid š j ž t í k j ý h d j ý h boxidace zvyšuje množství konjugovaných dvojných vazeboxidace zvyšuje množství konjugovaných dvojných vazeboxidace zvyšuje množství konjugovaných dvojných vazeboxidace zvyšuje množství konjugovaných dvojných vazeb

Cl ClCl Cl

+ 2H +  + 2e -
OHO

Cl

N HO

Cl

NH OH
+ 2H +  + 2e -

OHO

Cl

N HO

Cl

NH OH

2,62,6--dichlorfenolindofenol dichlorfenolindofenol –– modrýmodrý
redukce redukce –– leukobáze (bezbarvá)leukobáze (bezbarvá)
2,62,6--dichlorfenolindofenol dichlorfenolindofenol –– modrýmodrý
redukce redukce –– leukobáze (bezbarvá)leukobáze (bezbarvá)( )( )( )( )

redukce zcela výjimečně zlepšuje absorpciredukce zcela výjimečně zlepšuje absorpciredukce zcela výjimečně zlepšuje absorpciredukce zcela výjimečně zlepšuje absorpci

NADHNADH NADNAD++NADHNADH NADNAD++

koenzymy odvozené od nikotinamidukoenzymy odvozené od nikotinamidu
CHCH33––CHCH22––OH  +  NADOH  +  NAD++ →→ CHCH33––CH=O  +  NADH  + HCH=O  +  NADH  + H++
koenzymy odvozené od nikotinamidukoenzymy odvozené od nikotinamidu
CHCH33––CHCH22––OH  +  NADOH  +  NAD++ →→ CHCH33––CH=O  +  NADH  + HCH=O  +  NADH  + H++
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strukturální planaritastrukturální planaritastrukturální planaritastrukturální planarita

é ř ý á íé ř ý á í ůů é é áé é áé ř ý á íé ř ý á í ůů é é áé é ávolné překrývání volné překrývání ππ--elektronů v elektronů v konjugovaném systému = rovinná strukturakonjugovaném systému = rovinná strukturavolné překrývání volné překrývání ππ--elektronů v elektronů v konjugovaném systému = rovinná strukturakonjugovaném systému = rovinná struktura

hem hem –– červenýčervenýhem hem –– červenýčervený

hemoxygenáza
+ O2

hemoxygenáza
+ O2

– CO2
– Fe2+
– CO2
– Fe2+

biliverdin biliverdin –– zelenýzelenýbiliverdin biliverdin –– zelenýzelený

– NADP+– NADP+biliverdinreduktáza
+ NADPH

biliverdinreduktáza
+ NADPH

bilirubin bilirubin –– žlutýžlutýbilirubin bilirubin –– žlutýžlutý

+ NADPH+ NADPH
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kovové chelátykovové chelátykovové chelátykovové cheláty
vznikvznik komplexukomplexu [ML][ML] aa vznikvznik koordinačníkoordinační vazbyvazby nana úkorúkor volnéhovolného elektronovéhoelektronového
párupáru zapojenéhozapojeného dodo systémusystému konjugovanýchkonjugovaných dvojnýchdvojných vazebvazeb jeje provázenprovázen
vznikvznik komplexukomplexu [ML][ML] aa vznikvznik koordinačníkoordinační vazbyvazby nana úkorúkor volnéhovolného elektronovéhoelektronového
párupáru zapojenéhozapojeného dodo systémusystému konjugovanýchkonjugovaných dvojnýchdvojných vazebvazeb jeje provázenprovázenpárupáru zapojenéhozapojeného dodo systémusystému konjugovanýchkonjugovaných dvojnýchdvojných vazebvazeb jeje provázenprovázen
zvýšenímzvýšením barevnostibarevnosti
párupáru zapojenéhozapojeného dodo systémusystému konjugovanýchkonjugovaných dvojnýchdvojných vazebvazeb jeje provázenprovázen
zvýšenímzvýšením barevnostibarevnosti

11 nitrosonitroso 22 naftolnaftol :: žlutooranžovýžlutooranžový11 nitrosonitroso 22 naftolnaftol :: žlutooranžovýžlutooranžový
  + M N-O M N=O MN=O   + M N-O M N=O MN=O

11--nitrosonitroso--22--naftolnaftol :: žlutooranžovýžlutooranžový
:: iontyionty Fe,Fe, NiNi nebonebo CrCr
:::: zelenézelené aa hnědéhnědé komplexykomplexy

11--nitrosonitroso--22--naftolnaftol :: žlutooranžovýžlutooranžový
:: iontyionty Fe,Fe, NiNi nebonebo CrCr
:::: zelenézelené aa hnědéhnědé komplexykomplexy

O OOH O OOH

0.60.6

detergentydetergentydetergentydetergenty

lk li klk li káá l ll l áá žž 2 102 10 55 l/l/lllk li klk li káá l ll l áá žž 2 102 10 55 l/l/ll
0.4

3 2

1

0.4

3 2

1
alkalickalkalickáá xylenolovxylenolováá oranoranž ž 2.102.10––55 mol/mol/ll
1 1 –– XO, pH 10XO, pH 10..5 5 
2 2 –– XO a 5.10XO a 5.10––44 mol/l mol/l CPBCPB pH 10pH 10..55

alkalickalkalickáá xylenolovxylenolováá oranoranž ž 2.102.10––55 mol/mol/ll
1 1 –– XO, pH 10XO, pH 10..5 5 
2 2 –– XO a 5.10XO a 5.10––44 mol/l mol/l CPBCPB pH 10pH 10..55
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3 2

3 3 –– XO, pH 6XO, pH 6..443 3 –– XO, pH 6XO, pH 6..44 abab

400 450 500 550 600 650400 450 500 550 600 650

molekulové sloučeninymolekulové sloučeninymolekulové sloučeninymolekulové sloučeniny
vlnová délka (nm)vlnová délka (nm)

: aromatické uhlovodíky s elektrofilními substituenty: aromatické uhlovodíky s elektrofilními substituenty: aromatické uhlovodíky s elektrofilními substituenty: aromatické uhlovodíky s elektrofilními substituenty

: aromáty, heterocyklické báze a arom. sloučeniny s nukleofilními substituenty : aromáty, heterocyklické báze a arom. sloučeniny s nukleofilními substituenty : aromáty, heterocyklické báze a arom. sloučeniny s nukleofilními substituenty : aromáty, heterocyklické báze a arom. sloučeniny s nukleofilními substituenty 

chinhydronchinhydronchinhydronchinhydron 211211211211



využití barevnostivyužití barevnosti
v klinické diagnosticev klinické diagnostice
využití barevnostivyužití barevnosti
v klinické diagnosticev klinické diagnosticev klinické diagnosticev klinické diagnosticev klinické diagnosticev klinické diagnostice

acidobazické indikátoryacidobazické indikátoryacidobazické indikátoryacidobazické indikátory

stanovení pHstanovení pHstanovení pHstanovení pHstanovení pHstanovení pHstanovení pHstanovení pH

: alkalimetrická titrace : alkalimetrická titrace ⇒⇒
stanovení celkové bílkovinystanovení celkové bílkoviny KjeldahlovouKjeldahlovou metodoumetodou (NH(NH ))

: alkalimetrická titrace : alkalimetrická titrace ⇒⇒
stanovení celkové bílkovinystanovení celkové bílkoviny KjeldahlovouKjeldahlovou metodoumetodou (NH(NH ))stanovení celkové bílkoviny stanovení celkové bílkoviny KjeldahlovouKjeldahlovou metodoumetodou (NH(NH33))stanovení celkové bílkoviny stanovení celkové bílkoviny KjeldahlovouKjeldahlovou metodoumetodou (NH(NH33))

: orientační stanovení pH : orientační stanovení pH ⇒⇒
ik tit ti íik tit ti í t í H čit í H či ě é i dikátě é i dikát ( l lý ř h d)( l lý ř h d)

: orientační stanovení pH : orientační stanovení pH ⇒⇒
ik tit ti íik tit ti í t í H čit í H či ě é i dikátě é i dikát ( l lý ř h d)( l lý ř h d)semikvantitativnísemikvantitativní stanovení pH moči stanovení pH moči –– směsné indikátory směsné indikátory (plynulý přechod)(plynulý přechod)semikvantitativnísemikvantitativní stanovení pH moči stanovení pH moči –– směsné indikátory směsné indikátory (plynulý přechod)(plynulý přechod)

stanovení analytůstanovení analytůstanovení analytůstanovení analytů

: semikvantitativní stanovení sérového albuminu : semikvantitativní stanovení sérového albuminu –– tzv. tzv. proteinová chybaproteinová chyba: semikvantitativní stanovení sérového albuminu : semikvantitativní stanovení sérového albuminu –– tzv. tzv. proteinová chybaproteinová chyba

: semikvantitativní stanovení močoviny : semikvantitativní stanovení močoviny –– ureázová reakce, produkce NHureázová reakce, produkce NH33: semikvantitativní stanovení močoviny : semikvantitativní stanovení močoviny –– ureázová reakce, produkce NHureázová reakce, produkce NH33

: indikace mikrobiální kontaminace : indikace mikrobiální kontaminace –– přeměna cukrů na organické kyselinypřeměna cukrů na organické kyseliny: indikace mikrobiální kontaminace : indikace mikrobiální kontaminace –– přeměna cukrů na organické kyselinypřeměna cukrů na organické kyseliny
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redoxní indikátoryredoxní indikátoryredoxní indikátoryredoxní indikátory

stanovení redukujících/oxidujících látekstanovení redukujících/oxidujících látekstanovení redukujících/oxidujících látekstanovení redukujících/oxidujících látek

: stanovení kyseliny askorbové (vitamin C): stanovení kyseliny askorbové (vitamin C): stanovení kyseliny askorbové (vitamin C): stanovení kyseliny askorbové (vitamin C): stanovení kyseliny askorbové (vitamin C): stanovení kyseliny askorbové (vitamin C)
: oxidační kopulace : oxidační kopulace –– stanovení glukózy, stanovení glukózy, kyseliny kyseliny močové, cholesterolumočové, cholesterolu
: stanovení ELISA s POD : stanovení ELISA s POD (křenová peroxidáza)(křenová peroxidáza)
: stanovení enzymů AST ALT: stanovení enzymů AST ALT (fosfatázy)(fosfatázy)

: stanovení kyseliny askorbové (vitamin C): stanovení kyseliny askorbové (vitamin C)
: oxidační kopulace : oxidační kopulace –– stanovení glukózy, stanovení glukózy, kyseliny kyseliny močové, cholesterolumočové, cholesterolu
: stanovení ELISA s POD : stanovení ELISA s POD (křenová peroxidáza)(křenová peroxidáza)
: stanovení enzymů AST ALT: stanovení enzymů AST ALT (fosfatázy)(fosfatázy): stanovení enzymů AST, ALT : stanovení enzymů AST, ALT (fosfatázy)(fosfatázy)

pomocí pomocí druhotné enzymatické redoxní reakcedruhotné enzymatické redoxní reakce
: stanovení enzymů AST, ALT : stanovení enzymů AST, ALT (fosfatázy)(fosfatázy)

pomocí pomocí druhotné enzymatické redoxní reakcedruhotné enzymatické redoxní reakce

organočinidla a metalochromní indikátoryorganočinidla a metalochromní indikátoryorganočinidla a metalochromní indikátoryorganočinidla a metalochromní indikátory

t í i tů k ůt í i tů k ů ClCl –– CC 2+2+ MM 2+2+ CC 2+2+ FF 2+2+t í i tů k ůt í i tů k ů ClCl –– CC 2+2+ MM 2+2+ CC 2+2+ FF 2+2+stanovení iontů kovů stanovení iontů kovů –– ClCl ––,, CaCa2+2+,, MgMg2+2+,, CuCu2+2+,, FeFe2+2+stanovení iontů kovů stanovení iontů kovů –– ClCl ––,, CaCa2+2+,, MgMg2+2+,, CuCu2+2+,, FeFe2+2+

chloridy chloridy –– titrace Hg(NOtitrace Hg(NO33))22; Hg; Hg2+2+ + difenylkarbazon + difenylkarbazon –– modrofialové zbarvenímodrofialové zbarvení
á íká ík IIIIII k lft l i k lk lft l i k l

chloridy chloridy –– titrace Hg(NOtitrace Hg(NO33))22; Hg; Hg2+2+ + difenylkarbazon + difenylkarbazon –– modrofialové zbarvenímodrofialové zbarvení
á íká ík IIIIII k lft l i k lk lft l i k lvápník vápník –– arsenaze III, arsenaze III, oo --kresolftalein komplexonkresolftalein komplexon

hořčík hořčík –– magon, calmagitmagon, calmagit
měď měď –– bathocuproinbathocuproin
žž

vápník vápník –– arsenaze III, arsenaze III, oo --kresolftalein komplexonkresolftalein komplexon
hořčík hořčík –– magon, calmagitmagon, calmagit
měď měď –– bathocuproinbathocuproin
žžželezo železo –– bathofenantrolin, ferrozinbathofenantrolin, ferrozinželezo železo –– bathofenantrolin, ferrozinbathofenantrolin, ferrozin
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činidla kopulačníčinidla kopulačníčinidla kopulačníčinidla kopulační

azokopulaceazokopulaceazokopulaceazokopulace

stanovení reagujících látekstanovení reagujících látekstanovení reagujících látekstanovení reagujících látek

a o opu acea o opu ace
: azobarviva : azobarviva –– vodivé propojení konjugovaného řetězce dvojných vazebvodivé propojení konjugovaného řetězce dvojných vazeb
původních molekul azoskupinou původních molekul azoskupinou ⇒⇒ rovinná struktura nové molekulyrovinná struktura nové molekuly

a o opu acea o opu ace
: azobarviva : azobarviva –– vodivé propojení konjugovaného řetězce dvojných vazebvodivé propojení konjugovaného řetězce dvojných vazeb
původních molekul azoskupinou původních molekul azoskupinou ⇒⇒ rovinná struktura nové molekulyrovinná struktura nové molekuly

: : aryldiazoniovýaryldiazoniový kationt jako elektrofilní činidlokationt jako elektrofilní činidlo
: aktivace : aktivace pp--polohy fenolu při disociaci hydroxylového vodíkupolohy fenolu při disociaci hydroxylového vodíku
: : aryldiazoniovýaryldiazoniový kationt jako elektrofilní činidlokationt jako elektrofilní činidlo
: aktivace : aktivace pp--polohy fenolu při disociaci hydroxylového vodíkupolohy fenolu při disociaci hydroxylového vodíku

CC66HH55−⎯−⎯N=N=⎯⎯NN+   +   +  +  −−CC66HH55––RR →→ CC66HH55––NN==NN––CC66HH44––RRCC66HH55−⎯−⎯N=N=⎯⎯NN+   +   +  +  −−CC66HH55––RR →→ CC66HH55––NN==NN––CC66HH44––RR

reakce bilirubinu s reakce bilirubinu s diazosulfanilovoudiazosulfanilovou kyselinoukyselinoureakce bilirubinu s reakce bilirubinu s diazosulfanilovoudiazosulfanilovou kyselinoukyselinou
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oxidační kopulaceoxidační kopulace

ě ý ý řě ý ý ř

oxidační kopulaceoxidační kopulace

ě ý ý řě ý ý ř: molekula se dvěma aromatickými kruhy konjugovanými přes : molekula se dvěma aromatickými kruhy konjugovanými přes iminoskupinuiminoskupinu

: nová molekula má : nová molekula má chinoidníchinoidní strukturustrukturu

: molekula se dvěma aromatickými kruhy konjugovanými přes : molekula se dvěma aromatickými kruhy konjugovanými přes iminoskupinuiminoskupinu

: nová molekula má : nová molekula má chinoidníchinoidní strukturustrukturu

: další substituenty zvyšující její polarizaci : další substituenty zvyšující její polarizaci ⇒⇒ vysoce barevnávysoce barevná

využití vznikající peroxid vodíkuvyužití vznikající peroxid vodíku

: další substituenty zvyšující její polarizaci : další substituenty zvyšující její polarizaci ⇒⇒ vysoce barevnávysoce barevná

využití vznikající peroxid vodíkuvyužití vznikající peroxid vodíkuvyužití vznikající peroxid vodíkuvyužití vznikající peroxid vodíku

CC66HH55––RR ++ 22 HH22OO22
PODPOD>> O=CO=C66HH44––RR ++ 33 HH22OO

RR NHNH ++ O CO C HH RR RR N CN C HH RR ++ HH OO

využití vznikající peroxid vodíkuvyužití vznikající peroxid vodíku

CC66HH55––RR ++ 22 HH22OO22
PODPOD>> O=CO=C66HH44––RR ++ 33 HH22OO

RR NHNH ++ O CO C HH RR RR N CN C HH RR ++ HH OORR––NHNH22 ++ O=CO=C66HH44––RR →→ RR––N=CN=C66HH44––RR ++ HH22OO

í áí á

RR––NHNH22 ++ O=CO=C66HH44––RR →→ RR––N=CN=C66HH44––RR ++ HH22OO

í áí á––RR odpovídáodpovídá =O,=O, ––NHNH22––RR odpovídáodpovídá =O,=O, ––NHNH22

nechromogenní nechromogenní produkty se produkty se převádějí na barevnépřevádějí na barevnénechromogenní nechromogenní produkty se produkty se převádějí na barevnépřevádějí na barevné

11 ft lf f čft lf f č ACPACP 11 ft lft l k l č í čik l č í či b ý d ktb ý d kt11 ft lf f čft lf f č ACPACP 11 ft lft l k l č í čik l č í či b ý d ktb ý d kt11--naftylfosforečnannaftylfosforečnan ACPACP>> 11--naftylnaftyl + + kopulační čin.kopulační čin. ⇒⇒ barevný produktbarevný produkt11--naftylfosforečnannaftylfosforečnan ACPACP>> 11--naftylnaftyl + + kopulační čin.kopulační čin. ⇒⇒ barevný produktbarevný produkt

kyselá fosfatázakyselá fosfatázakyselá fosfatázakyselá fosfatáza
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činidla redoxníčinidla redoxníčinidla redoxníčinidla redoxní

stanovení reagujících látekstanovení reagujících látekstanovení reagujících látekstanovení reagujících látek

oxidaceoxidace ⇒⇒oxidaceoxidace ⇒⇒

změna redukované změna redukované leukoformyleukoformy na na barevnoubarevnouzměna redukované změna redukované leukoformyleukoformy na na barevnoubarevnou

3,33,3´́,5,5,5,5´́--tetrametylbenzidintetrametylbenzidin a a oxidaceoxidace nana modmodřř

: oxidační mezistupeň: oxidační mezistupeň –– semichinonsemichinon

3,33,3´́,5,5,5,5´́--tetrametylbenzidintetrametylbenzidin a a oxidaceoxidace nana modmodřř

: oxidační mezistupeň: oxidační mezistupeň –– semichinonsemichinon: oxidační mezistupeň : oxidační mezistupeň semichinonsemichinon: oxidační mezistupeň : oxidační mezistupeň semichinonsemichinon
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chromogenní substráty pro enzymové reakcechromogenní substráty pro enzymové reakcechromogenní substráty pro enzymové reakcechromogenní substráty pro enzymové reakce

samy barevné, nebo enzymovou transformací vzniká barevný produktsamy barevné, nebo enzymovou transformací vzniká barevný produktsamy barevné, nebo enzymovou transformací vzniká barevný produktsamy barevné, nebo enzymovou transformací vzniká barevný produkt

44 it f lf f čit f lf f č ALPALP>> 44 it f lit f l44 it f lf f čit f lf f č ALPALP>> 44 it f lit f l

alk. fosfatázaalk. fosfatázaalk. fosfatázaalk. fosfatáza

44--nitrofenylfosforečnan  nitrofenylfosforečnan  ALPALP>> 44--nitrofenolnitrofenol

312 nm                        404 nm312 nm                        404 nm

44--nitrofenylfosforečnan  nitrofenylfosforečnan  ALPALP>> 44--nitrofenolnitrofenol

312 nm                        404 nm312 nm                        404 nm

LL l t ll t l 33 k bk b 44 it ilidit ilid GMTGMT k 5k 5 ii 22 it b áit b áLL l t ll t l 33 k bk b 44 it ilidit ilid GMTGMT k 5k 5 ii 22 it b áit b á

glutamát transferázaglutamát transferázaglutamát transferázaglutamát transferáza

LL--γγ--glutamylglutamyl--33--karboxykarboxy--44--nitroanilid  nitroanilid  GMTGMT>> kys. 5kys. 5--aminoamino--22--nitrobenzoovánitrobenzoováLL--γγ--glutamylglutamyl--33--karboxykarboxy--44--nitroanilid  nitroanilid  GMTGMT>> kys. 5kys. 5--aminoamino--22--nitrobenzoovánitrobenzoová
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značení biomolekulznačení biomolekulznačení biomolekulznačení biomolekul

: : afinitníafinitní –– slabé interakceslabé interakce: : afinitníafinitní –– slabé interakceslabé interakce : peptidy/proteiny: peptidy/proteiny
: NA: NA
: peptidy/proteiny: peptidy/proteiny
: NA: NA: : kovalentníkovalentní: : kovalentníkovalentní

typy značektypy značek
afinitníafinitní : chromofory fluorofory: chromofory fluorofory
typy značektypy značek
afinitníafinitní : chromofory fluorofory: chromofory fluorofory

: NA: NA: NA: NA

afinitní afinitní : chromofory, fluorofory: chromofory, fluorofory

kovalentní kovalentní : izotopické (radioaktivní, těžké): izotopické (radioaktivní, těžké)
h f fl f l i fh f fl f l i f

afinitní afinitní : chromofory, fluorofory: chromofory, fluorofory

kovalentní kovalentní : izotopické (radioaktivní, těžké): izotopické (radioaktivní, těžké)
h f fl f l i fh f fl f l i f: chromofory, fluorofory, luminofory: chromofory, fluorofory, luminofory

: enzymy: enzymy
: chromofory, fluorofory, luminofory: chromofory, fluorofory, luminofory
: enzymy: enzymy

modifikacemodifikace
: chemická: chemická
modifikacemodifikace
: chemická: chemická
: enzymatická: enzymatická: enzymatická: enzymatická

RR1 1 je značkaje značka
RR2 2 je biomolekulaje biomolekula
RR1 1 je značkaje značka
RR2 2 je biomolekulaje biomolekula
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lékařská mikrobiologielékařská mikrobiologie
š ř íš ř í

lékařská mikrobiologielékařská mikrobiologie
š ř íš ř ípostupy vyšetřenípostupy vyšetřenípostupy vyšetřenípostupy vyšetření

mikroorganizmymikroorganizmy –– základnízákladní složkasložka biosférybiosférymikroorganizmymikroorganizmy –– základnízákladní složkasložka biosférybiosféryoo ga yoo ga y á adá ad s o as o a b os é yb os é yoo ga yoo ga y á adá ad s o as o a b os é yb os é y

: patogenní : patogenní –– zdraví škodlivézdraví škodlivé
t ě t ít ě t í říl žit t ě šk dli é (říl žit t ě šk dli é (E h i hi liE h i hi li ))

: patogenní : patogenní –– zdraví škodlivézdraví škodlivé
t ě t ít ě t í říl žit t ě šk dli é (říl žit t ě šk dli é (E h i hi liE h i hi li )): oportunně patogenní: oportunně patogenní –– příležitostně škodlivé (příležitostně škodlivé (Escherichia coli Escherichia coli ) ) : oportunně patogenní: oportunně patogenní –– příležitostně škodlivé (příležitostně škodlivé (Escherichia coli Escherichia coli ) ) 

lékařskálékařská mikrobiologiemikrobiologie –– mikrobiologickámikrobiologická analýzaanalýzalékařskálékařská mikrobiologiemikrobiologie –– mikrobiologickámikrobiologická analýzaanalýza
důkazdůkaz etiologickéhoetiologického agensagens –– původcepůvodce vyšetřovanévyšetřované infekceinfekce;; jehojeho citlivostcitlivost nana
antibiotikaantibiotika aa chemoterapeutikachemoterapeutika
důkazdůkaz etiologickéhoetiologického agensagens –– původcepůvodce vyšetřovanévyšetřované infekceinfekce;; jehojeho citlivostcitlivost nana
antibiotikaantibiotika aa chemoterapeutikachemoterapeutika

lékařskylékařsky důležitédůležité mikroorganizmymikroorganizmy
:: bakteriebakterie
:: mikroskopickémikroskopické houbyhouby

lékařskylékařsky důležitédůležité mikroorganizmymikroorganizmy
:: bakteriebakterie
:: mikroskopickémikroskopické houbyhouby:: mikroskopickémikroskopické houbyhouby
:: prvociprvoci
:: viryviry

b áb á (( ))

:: mikroskopickémikroskopické houbyhouby
:: prvociprvoci
:: viryviry

b áb á (( )):: subvirovásubvirová agensagens ((prionypriony)):: subvirovásubvirová agensagens ((prionypriony))
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obecnýobecný postuppostup mikrobiologickémikrobiologické diagnostikydiagnostikyobecnýobecný postuppostup mikrobiologickémikrobiologické diagnostikydiagnostiky

éé š ř íš ř íéé š ř íš ř í:: klinickéklinické vyšetřenívyšetření pacientapacienta

:: odběrodběr aa transporttransport vzorkuvzorku

:: klinickéklinické vyšetřenívyšetření pacientapacienta

:: odběrodběr aa transporttransport vzorkuvzorku

:: evidenceevidence aa stanovenístanovení postupupostupu

11.. sledsled:: mikroskopie,mikroskopie, důkazdůkaz antigenůantigenů aa DNA/RNADNA/RNA

:: evidenceevidence aa stanovenístanovení postupupostupu

11.. sledsled:: mikroskopie,mikroskopie, důkazdůkaz antigenůantigenů aa DNA/RNADNA/RNA

22.. sledsled:: izolaceizolace agens,agens, popřpopř.. nepřímýnepřímý důkazdůkaz

33.. sledsled:: identifikaceidentifikace agensagens

22.. sledsled:: izolaceizolace agens,agens, popřpopř.. nepřímýnepřímý důkazdůkaz

33.. sledsled:: identifikaceidentifikace agensagens

44.. sledsled:: stanovenístanovení citlivosticitlivosti nana antibiotikaantibiotika

:: diagnózadiagnóza aa terapieterapie

44.. sledsled:: stanovenístanovení citlivosticitlivosti nana antibiotikaantibiotika

:: diagnózadiagnóza aa terapieterapiegg ppgg pp

přímýpřímý důkazdůkaz:: náleznález mikroorganizmumikroorganizmu
:: mikroskopickymikroskopicky –– tvar,tvar, barveníbarvení
přímýpřímý důkazdůkaz:: náleznález mikroorganizmumikroorganizmu
:: mikroskopickymikroskopicky –– tvar,tvar, barveníbarveníp yp y ,,
:: imunologickyimunologicky –– průkazprůkaz patogenníchpatogenních antigenůantigenů
:: genetickygeneticky –– sekvenacesekvenace
:: biochemickybiochemicky –– důkazdůkaz specifickýchspecifických metabolitůmetabolitů patogenupatogenu

p yp y ,,
:: imunologickyimunologicky –– průkazprůkaz patogenníchpatogenních antigenůantigenů
:: genetickygeneticky –– sekvenacesekvenace
:: biochemickybiochemicky –– důkazdůkaz specifickýchspecifických metabolitůmetabolitů patogenupatogenu:: biochemickybiochemicky důkazdůkaz specifickýchspecifických metabolitůmetabolitů patogenupatogenu:: biochemickybiochemicky důkazdůkaz specifickýchspecifických metabolitůmetabolitů patogenupatogenu

nepřímýnepřímý důkazdůkaz:: imunologickyimunologicky –– náleznález protilátekprotilátek protiproti patogenůmpatogenůmnepřímýnepřímý důkazdůkaz:: imunologickyimunologicky –– náleznález protilátekprotilátek protiproti patogenůmpatogenům
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mikroskopický důkazmikroskopický důkazmikroskopický důkazmikroskopický důkaz

: rychlý a levný: rychlý a levný: rychlý a levný: rychlý a levný: rychlý a levný: rychlý a levný
: méně citlivý : méně citlivý –– až v koncentraci 10až v koncentraci 1055 / ml/ ml
: rychlý a levný: rychlý a levný
: méně citlivý : méně citlivý –– až v koncentraci 10až v koncentraci 1055 / ml/ ml

nativní preparátnativní preparátnativní preparátnativní preparát

:: důkazdůkaz většíchvětších mikroorganizmůmikroorganizmů –– některýchněkterých parazitůparazitů aa kožníchkožních plísníplísní:: důkazdůkaz většíchvětších mikroorganizmůmikroorganizmů –– některýchněkterých parazitůparazitů aa kožníchkožních plísníplísní

:::: diagnostikadiagnostika syfilitidysyfilitidy ((TrepomenaTrepomena pallidum,pallidum, treponemata)treponemata)

:: mykologickémykologické preparátypreparáty –– „nativní“„nativní“ jenjen vv technickémtechnickém smyslusmyslu slovaslova;; přibarvujípřibarvují
P k ýP k ý i k ti k t bb fl č ífl č í b ib i

:::: diagnostikadiagnostika syfilitidysyfilitidy ((TrepomenaTrepomena pallidum,pallidum, treponemata)treponemata)

:: mykologickémykologické preparátypreparáty –– „nativní“„nativní“ jenjen vv technickémtechnickém smyslusmyslu slovaslova;; přibarvujípřibarvují
P k ýP k ý i k ti k t bb fl č ífl č í b ib i

barvený preparátbarvený preparátbarvený preparátbarvený preparát

sese ParkerovýmParkerovým inkousteminkoustem nebonebo fluorescenčnímfluorescenčním barvivembarvivemsese ParkerovýmParkerovým inkousteminkoustem nebonebo fluorescenčnímfluorescenčním barvivembarvivem

fixacefixace –– narušenínarušení aa přichycenípřichycení mikrobiálníchmikrobiálních buněkbuněk nana podložnípodložní sklosklo
zahřátízahřátí nátěrunátěru nadnad plamenemplamenem nebonebo denaturacídenaturací chemickýmichemickými činidlyčinidly
(šetrné(šetrné;; metanolmetanol bílkovinnébílkovinné antigenyantigeny etanoletanol viryviry aceton)aceton)

fixacefixace –– narušenínarušení aa přichycenípřichycení mikrobiálníchmikrobiálních buněkbuněk nana podložnípodložní sklosklo
zahřátízahřátí nátěrunátěru nadnad plamenemplamenem nebonebo denaturacídenaturací chemickýmichemickými činidlyčinidly
(šetrné(šetrné;; metanolmetanol bílkovinnébílkovinné antigenyantigeny etanoletanol viryviry aceton)aceton)(šetrné(šetrné;; metanol,metanol, bílkovinnébílkovinné antigenyantigeny –– etanol,etanol, viryviry –– aceton)aceton)

:: orientačníorientační jednoduchájednoduchá barveníbarvení –– methylenovámethylenová modřmodř
b íb í di i kádi i ká ((dif iál ídif iál í)) b íb í dldl hlhl

(šetrné(šetrné;; metanol,metanol, bílkovinnébílkovinné antigenyantigeny –– etanol,etanol, viryviry –– aceton)aceton)

:: orientačníorientační jednoduchájednoduchá barveníbarvení –– methylenovámethylenová modřmodř
b íb í di i kádi i ká ((dif iál ídif iál í)) b íb í dldl hlhl:: barveníbarvení diagnostickádiagnostická ((diferenciálnídiferenciální)) –– barveníbarvení dledle Grama,Grama, ZiehlaZiehla--

Neelsena,Neelsena, GiemsyGiemsy aa fluorescenčnífluorescenční barvicíbarvicí postupypostupy
:: barveníbarvení diagnostickádiagnostická ((diferenciálnídiferenciální)) –– barveníbarvení dledle Grama,Grama, ZiehlaZiehla--
Neelsena,Neelsena, GiemsyGiemsy aa fluorescenčnífluorescenční barvicíbarvicí postupypostupy
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GramovoGramovo barveníbarvení

:: přítomnostpřítomnost mikroorganizmůmikroorganizmů (významný(významný počet)počet)

GramovoGramovo barveníbarvení

:: přítomnostpřítomnost mikroorganizmůmikroorganizmů (významný(významný počet)počet):: přítomnostpřítomnost mikroorganizmůmikroorganizmů (významný(významný počet)počet)
:: velikost,velikost, tvartvar (koky,(koky, tyčinky,tyčinky, rovné,rovné, zahnutézahnuté čiči větvené)větvené)
:: vzájemnévzájemné uspořádáníuspořádání (dvojice,(dvojice, shluky,shluky, řetízkyřetízky apodapod..))

:: přítomnostpřítomnost mikroorganizmůmikroorganizmů (významný(významný počet)počet)
:: velikost,velikost, tvartvar (koky,(koky, tyčinky,tyčinky, rovné,rovné, zahnutézahnuté čiči větvené)větvené)
:: vzájemnévzájemné uspořádáníuspořádání (dvojice,(dvojice, shluky,shluky, řetízkyřetízky apodapod..))

pozadípozadí preparátupreparátu –– přítomnostpřítomnost aa vzhledvzhled buněkbuněk makroorganizmumakroorganizmu ((epitelieepitelie
nebonebo leukocyty)leukocyty) aa dalšíchdalších strukturstruktur (hlenová(hlenová vláknavlákna apodapod..))
pozadípozadí preparátupreparátu –– přítomnostpřítomnost aa vzhledvzhled buněkbuněk makroorganizmumakroorganizmu ((epitelieepitelie
nebonebo leukocyty)leukocyty) aa dalšíchdalších strukturstruktur (hlenová(hlenová vláknavlákna apodapod..))

rozdělírozdělí mikrobymikroby nana modrofialověmodrofialově vybarvenévybarvené mikrobymikroby grampozitivnígrampozitivní
růžověrůžově ažaž červeněčerveně zbarvenézbarvené mikrobymikroby gramnegativnígramnegativní

rozdělírozdělí mikrobymikroby nana modrofialověmodrofialově vybarvenévybarvené mikrobymikroby grampozitivnígrampozitivní
růžověrůžově ažaž červeněčerveně zbarvenézbarvené mikrobymikroby gramnegativnígramnegativní

provedeníprovedení:: fixovanýfixovaný preparátpreparát nana 2020 ss dodo roztokuroztoku krystalovékrystalové violetivioleti;; pakpak 2020 ss vv
roztokuroztoku jodu,jodu, promytípromytí alkoholemalkoholem (max(max.. 2020 s),s), opláchnutíopláchnutí vodou,vodou, ponořeníponoření dodo
provedeníprovedení:: fixovanýfixovaný preparátpreparát nana 2020 ss dodo roztokuroztoku krystalovékrystalové violetivioleti;; pakpak 2020 ss vv
roztokuroztoku jodu,jodu, promytípromytí alkoholemalkoholem (max(max.. 2020 s),s), opláchnutíopláchnutí vodou,vodou, ponořeníponoření dodoroztokuroztoku jodu,jodu, promytípromytí alkoholemalkoholem (max(max.. 2020 s),s), opláchnutíopláchnutí vodou,vodou, ponořeníponoření dodo
roztokuroztoku safraninusafraninu aa závěrečnýzávěrečný oplachoplach vodouvodou
roztokuroztoku jodu,jodu, promytípromytí alkoholemalkoholem (max(max.. 2020 s),s), opláchnutíopláchnutí vodou,vodou, ponořeníponoření dodo
roztokuroztoku safraninusafraninu aa závěrečnýzávěrečný oplachoplach vodouvodou

stavbastavba bakteriálníbakteriální stěnystěny –– komplexkomplex krystalovékrystalové violetivioleti ss jodem,jodem, uu bakteriíbakteriístavbastavba bakteriálníbakteriální stěnystěny –– komplexkomplex krystalovékrystalové violetivioleti ss jodem,jodem, uu bakteriíbakteriístavbastavba bakteriálníbakteriální stěnystěny komplexkomplex krystalovékrystalové violetivioleti ss jodem,jodem, uu bakteriíbakterií
gramnegativníchgramnegativních snadnosnadno vyplavitelnývyplavitelný alkoholemalkoholem;; snadnosnadno sese dobarvídobarví nana růžovorůžovo
safraninemsafraninem nebonebo zředěnýmzředěným fuchsinemfuchsinem

stavbastavba bakteriálníbakteriální stěnystěny komplexkomplex krystalovékrystalové violetivioleti ss jodem,jodem, uu bakteriíbakterií
gramnegativníchgramnegativních snadnosnadno vyplavitelnývyplavitelný alkoholemalkoholem;; snadnosnadno sese dobarvídobarví nana růžovorůžovo
safraninemsafraninem nebonebo zředěnýmzředěným fuchsinemfuchsinem

diagnostikadiagnostika hnisavýchhnisavých afekcíafekcí (meningitida,(meningitida, kapavka,kapavka, anaerobníanaerobní infekce,infekce,
záněty)záněty)
diagnostikadiagnostika hnisavýchhnisavých afekcíafekcí (meningitida,(meningitida, kapavka,kapavka, anaerobníanaerobní infekce,infekce,
záněty)záněty) 222222222222



barveníbarvení dledle ZiehlaZiehla--NeelsenaNeelsena

bakteriebakterie nebarvitelnénebarvitelné podlepodle GramaGrama ((MycobacteriumMycobacterium tuberculosistuberculosis ))

barveníbarvení dledle ZiehlaZiehla--NeelsenaNeelsena

bakteriebakterie nebarvitelnénebarvitelné podlepodle GramaGrama ((MycobacteriumMycobacterium tuberculosistuberculosis ))

provedeníprovedení:: fixovanýfixovaný preparátpreparát sese barvíbarví zaza horkahorka vv tzvtzv.. karbolfuchsinu,karbolfuchsinu,
odbarvujeodbarvuje sese okyselenýmokyseleným alkoholemalkoholem aa dobarvujedobarvuje napřnapř.. methylenovoumethylenovou modřímodří;;
acidorezistentníacidorezistentní tyčinkytyčinky sese barvíbarví růžověrůžově pozadípozadí preparátupreparátu modřemodře

provedeníprovedení:: fixovanýfixovaný preparátpreparát sese barvíbarví zaza horkahorka vv tzvtzv.. karbolfuchsinu,karbolfuchsinu,
odbarvujeodbarvuje sese okyselenýmokyseleným alkoholemalkoholem aa dobarvujedobarvuje napřnapř.. methylenovoumethylenovou modřímodří;;
acidorezistentníacidorezistentní tyčinkytyčinky sese barvíbarví růžověrůžově pozadípozadí preparátupreparátu modřemodřeacidorezistentníacidorezistentní tyčinkytyčinky sese barvíbarví růžově,růžově, pozadípozadí preparátupreparátu modřemodřeacidorezistentníacidorezistentní tyčinkytyčinky sese barvíbarví růžově,růžově, pozadípozadí preparátupreparátu modřemodře

fluorescenčnífluorescenční barveníbarvenífluorescenčnífluorescenční barveníbarvení

:: citlivějšícitlivější postuppostup důkazudůkazu acidorezistentníchacidorezistentních tyčinektyčinek

provedeníprovedení:: teplemteplem fixovanýfixovaný preparátpreparát sese barvíbarví směsísměsí fluorescenčníchfluorescenčních barvivbarviv
ii h d ih d i dif jdif j tt k lýk lý lk h llk h l d b jd b j

:: citlivějšícitlivější postuppostup důkazudůkazu acidorezistentníchacidorezistentních tyčinektyčinek

provedeníprovedení:: teplemteplem fixovanýfixovaný preparátpreparát sese barvíbarví směsísměsí fluorescenčníchfluorescenčních barvivbarviv
ii h d ih d i dif jdif j tt k lýk lý lk h llk h l d b jd b jauraminuauraminu aa rhodaminu,rhodaminu, diferencujediferencuje sese tzvtzv.. kyselýmkyselým alkoholem,alkoholem, dobarvujedobarvuje sese

fuchsinemfuchsinem;; nana sametověsametově tmavorudémtmavorudém pozadípozadí preparátupreparátu jasnějasně žlutéžluté tyčinkytyčinky

íí éé

auraminuauraminu aa rhodaminu,rhodaminu, diferencujediferencuje sese tzvtzv.. kyselýmkyselým alkoholem,alkoholem, dobarvujedobarvuje sese
fuchsinemfuchsinem;; nana sametověsametově tmavorudémtmavorudém pozadípozadí preparátupreparátu jasnějasně žlutéžluté tyčinkytyčinky

íí éébarveníbarvení dledle GiemsyGiemsy--RomanowskéhoRomanowského

:: vv hematologiihematologii kk barveníbarvení krevníchkrevních nátěrůnátěrů;; vv mikrobiologiimikrobiologii kk důkazudůkazu prvokůprvoků
(malárie(malárie trypanosomytrypanosomy leishmanieleishmanie trichomonády)trichomonády) špatněšpatně sese podlepodle GramaGrama

barveníbarvení dledle GiemsyGiemsy--RomanowskéhoRomanowského

:: vv hematologiihematologii kk barveníbarvení krevníchkrevních nátěrůnátěrů;; vv mikrobiologiimikrobiologii kk důkazudůkazu prvokůprvoků
(malárie(malárie trypanosomytrypanosomy leishmanieleishmanie trichomonády)trichomonády) špatněšpatně sese podlepodle GramaGrama(malárie,(malárie, trypanosomy,trypanosomy, leishmanie,leishmanie, trichomonády),trichomonády), špatněšpatně sese podlepodle GramaGrama
barvícíchbarvících bakteriíbakterií (ehrlichií,(ehrlichií, rickettsiírickettsií atpatp..)) aa keke znázorňováníznázorňování virovýchvirových inkluzíinkluzí

provedeníprovedení:: fixacefixace metanolemmetanolem aa barvíbarví sese 22 hh GiemsovýmGiemsovým barvivembarvivem ((11::1010

(malárie,(malárie, trypanosomy,trypanosomy, leishmanie,leishmanie, trichomonády),trichomonády), špatněšpatně sese podlepodle GramaGrama
barvícíchbarvících bakteriíbakterií (ehrlichií,(ehrlichií, rickettsiírickettsií atpatp..)) aa keke znázorňováníznázorňování virovýchvirových inkluzíinkluzí

provedeníprovedení:: fixacefixace metanolemmetanolem aa barvíbarví sese 22 hh GiemsovýmGiemsovým barvivembarvivem ((11::1010provedeníprovedení:: fixacefixace metanolemmetanolem aa barvíbarví sese 22 hh GiemsovýmGiemsovým barvivembarvivem ((11::1010
ředěnéhoředěného vodou)vodou).. GiemsovoGiemsovo barvivobarvivo –– azurazur ss eosinemeosinem;; bakteriebakterie sese barvíbarví
tmavomodře,tmavomodře, jádrajádra prvokůprvoků karmínově,karmínově, jejichjejich cytoplasmacytoplasma bleděmodřebleděmodře

provedeníprovedení:: fixacefixace metanolemmetanolem aa barvíbarví sese 22 hh GiemsovýmGiemsovým barvivembarvivem ((11::1010
ředěnéhoředěného vodou)vodou).. GiemsovoGiemsovo barvivobarvivo –– azurazur ss eosinemeosinem;; bakteriebakterie sese barvíbarví
tmavomodře,tmavomodře, jádrajádra prvokůprvoků karmínově,karmínově, jejichjejich cytoplasmacytoplasma bleděmodřebleděmodře
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kultivační důkazkultivační důkazkultivační důkazkultivační důkazizolace,izolace, kultivacekultivace mikroorganizmumikroorganizmu ⇒⇒ přímýpřímý důkazdůkazizolace,izolace, kultivacekultivace mikroorganizmumikroorganizmu ⇒⇒ přímýpřímý důkazdůkaz

provedeníprovedení
:: nana kultivačníchkultivačních mediíchmediích :: bakterie,bakterie, kvasinky,kvasinky, plísněplísně aa prvociprvoci
:: vv buněčnýchbuněčných kulturáchkulturách ((inin vitrovitro,, inin vivovivo)) :: prvociprvoci aa intracelulárníintracelulární parazitiparaziti

provedeníprovedení
:: nana kultivačníchkultivačních mediíchmediích :: bakterie,bakterie, kvasinky,kvasinky, plísněplísně aa prvociprvoci
:: vv buněčnýchbuněčných kulturáchkulturách ((inin vitrovitro,, inin vivovivo)) :: prvociprvoci aa intracelulárníintracelulární parazitiparazitiýý (( ,, )) pp ppýý (( ,, )) pp pp

kultivační mediakultivační mediakultivační mediakultivační media

základní půda tekutázákladní půda tekutá (bujon)(bujon)základní půda tekutázákladní půda tekutá (bujon)(bujon)základní půda tekutá základní půda tekutá (bujon)(bujon)
: masový extrakt: masový extrakt
:: očkování kličkou, inkubace v termostatu:: očkování kličkou, inkubace v termostatu

základní půda tekutá základní půda tekutá (bujon)(bujon)
: masový extrakt: masový extrakt
:: očkování kličkou, inkubace v termostatu:: očkování kličkou, inkubace v termostatu

základní půda pevná základní půda pevná (živný agar)(živný agar)
: rozvařené řasy v bujonu : rozvařené řasy v bujonu –– gel (gel (agarózaagaróza, , agaropektinagaropektin))

čk á í kl čkčk á í kl čk kříž ýkříž ý ěě k bk b

základní půda pevná základní půda pevná (živný agar)(živný agar)
: rozvařené řasy v bujonu : rozvařené řasy v bujonu –– gel (gel (agarózaagaróza, , agaropektinagaropektin))

čk á í kl čkčk á í kl čk kříž ýkříž ý ěě k bk b:: očkování kličkou :: očkování kličkou –– křížový křížový roztěrroztěr, inkubace v termostatu, inkubace v termostatu

obohacené půdyobohacené půdy

:: očkování kličkou :: očkování kličkou –– křížový křížový roztěrroztěr, inkubace v termostatu, inkubace v termostatu

obohacené půdyobohacené půdy
: růstové faktory (: růstové faktory (vitamínyvitamíny, AA, nukleotidy), AA, nukleotidy)
: krevní agar, půdy vaječné (: krevní agar, půdy vaječné (M. M. tuberculosistuberculosis))
: růstové faktory (: růstové faktory (vitamínyvitamíny, AA, nukleotidy), AA, nukleotidy)
: krevní agar, půdy vaječné (: krevní agar, půdy vaječné (M. M. tuberculosistuberculosis))

selektivní půdyselektivní půdy
: inhibitory růstu nežádoucích organizmů : inhibitory růstu nežádoucích organizmů –– selekceselekce
selektivní půdyselektivní půdy
: inhibitory růstu nežádoucích organizmů : inhibitory růstu nežádoucích organizmů –– selekceselekce
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éé ůůéé ůůdiagnostickédiagnostické půdypůdy
:: růstovérůstové faktory,faktory, selekčníselekční inhibitory,inhibitory, substrátsubstrát aa indikátorindikátor
diagnostickédiagnostické půdypůdy
:: růstovérůstové faktory,faktory, selekčníselekční inhibitory,inhibitory, substrátsubstrát aa indikátorindikátor

EndovaEndova půdapůda (střevní(střevní tyčinky),tyčinky), MacConkeyhoMacConkeyho půdapůdaEndovaEndova půdapůda (střevní(střevní tyčinky),tyčinky), MacConkeyhoMacConkeyho půdapůda

půdypůdy propro stanovenístanovení citlivosticitlivosti nana antibiotikaantibiotika
:: růstovérůstové faktory,faktory, selekčníselekční inhibitory,inhibitory, substrátsubstrát aa indikátorindikátor
půdypůdy propro stanovenístanovení citlivosticitlivosti nana antibiotikaantibiotika
:: růstovérůstové faktory,faktory, selekčníselekční inhibitory,inhibitory, substrátsubstrát aa indikátorindikátor

agaragar MuellerMueller--HintonovéHintonovéagaragar MuellerMueller--HintonovéHintonové

transportnítransportní půdypůdy
:: bezbez živin,živin, vlhké,vlhké, inhibitoryinhibitory metabolizmumetabolizmu
:::: 2424 hh přežitípřežití

transportnítransportní půdypůdy
:: bezbez živin,živin, vlhké,vlhké, inhibitoryinhibitory metabolizmumetabolizmu
:::: 2424 hh přežitípřežití:::: 2424 hh přežitípřežití

AmiesovoAmiesovo mediummedium –– anorganorg.. soli,soli, thioglykátthioglykát sodný,sodný, aktivníaktivní uhlí,uhlí, 00..44 %% agaruagaru

:::: 2424 hh přežitípřežití

AmiesovoAmiesovo mediummedium –– anorganorg.. soli,soli, thioglykátthioglykát sodný,sodný, aktivníaktivní uhlí,uhlí, 00..44 %% agaruagaru
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buněčné kulturybuněčné kulturybuněčné kulturybuněčné kulturyinin vitrovitro
:: kuřecíkuřecí embryaembrya –– viry,viry, ricketsie,ricketsie, chlamydiechlamydie
inin vitrovitro
:: kuřecíkuřecí embryaembrya –– viry,viry, ricketsie,ricketsie, chlamydiechlamydie

tkáňovétkáňové kultury,kultury, monovrstvymonovrstvy podpod živnýmživným roztokemroztokem (Eaglovo(Eaglovo esenciálníesenciální
minimálníminimální médium)médium)
tkáňovétkáňové kultury,kultury, monovrstvymonovrstvy podpod živnýmživným roztokemroztokem (Eaglovo(Eaglovo esenciálníesenciální
minimálníminimální médium)médium)

inin vivovivo
:: morčata,morčata, myšimyši

zásadazásada 33 R“R“

inin vivovivo
:: morčata,morčata, myšimyši

zásadazásada 33 R“R“zásadazásada „„33 R“R“
:: refinementrefinement (propracování)(propracování) –– pečlivěpečlivě připravenépřipravené pokusy,pokusy, nejlepšínejlepší podmínkypodmínky
:: reductionreduction (omezení)(omezení) –– nana coco nejmenšímnejmenším počtupočtu zvířatzvířat

ll ( h í)( h í) hh h dh d kk ýý řř

zásadazásada „„33 R“R“
:: refinementrefinement (propracování)(propracování) –– pečlivěpečlivě připravenépřipravené pokusy,pokusy, nejlepšínejlepší podmínkypodmínky
:: reductionreduction (omezení)(omezení) –– nana coco nejmenšímnejmenším počtupočtu zvířatzvířat

ll ( h í)( h í) hh h dh d kk ýý řř:: replacementreplacement (nahrazení)(nahrazení) –– snahasnaha nahraditnahradit pokuspokus jinýmjiným postupem,postupem, napřnapř..
tkáňovýmitkáňovými kulturamikulturami nebonebo průkazemprůkazem cílovýchcílových sekvencísekvencí NANA

:: replacementreplacement (nahrazení)(nahrazení) –– snahasnaha nahraditnahradit pokuspokus jinýmjiným postupem,postupem, napřnapř..
tkáňovýmitkáňovými kulturamikulturami nebonebo průkazemprůkazem cílovýchcílových sekvencísekvencí NANA

tuberkulóznítuberkulózní mykobakteriemykobakterie mo čatamo čata ácnéácné aa neopako atelnéneopako atelné o ko ktuberkulóznítuberkulózní mykobakteriemykobakterie mo čatamo čata ácnéácné aa neopako atelnéneopako atelné o ko ktuberkulóznítuberkulózní mykobakteriemykobakterie –– morčatamorčata;; vzácnévzácné aa neopakovatelnéneopakovatelné vzorkyvzorky
(likvor,(likvor, vyňatévyňaté míznímízní uzlinyuzliny apodapod..))

vivisekcevivisekce jeje citlivějšícitlivější nežnež kultivacekultivace –– tularémietularémie nebonebo psitakózapsitakóza

tuberkulóznítuberkulózní mykobakteriemykobakterie –– morčatamorčata;; vzácnévzácné aa neopakovatelnéneopakovatelné vzorkyvzorky
(likvor,(likvor, vyňatévyňaté míznímízní uzlinyuzliny apodapod..))

vivisekcevivisekce jeje citlivějšícitlivější nežnež kultivacekultivace –– tularémietularémie nebonebo psitakózapsitakózavivisekcevivisekce jeje citlivějšícitlivější nežnež kultivacekultivace tularémietularémie nebonebo psitakózapsitakóza

virologievirologie –– laboratornílaboratorní myšimyši;;
izolaceizolace viruviru klíšťovéklíšťové encefalitidyencefalitidy,, coxsakievirůcoxsakievirů (zánětu(zánětu mozkovýchmozkových plenplen aa

vivisekcevivisekce jeje citlivějšícitlivější nežnež kultivacekultivace tularémietularémie nebonebo psitakózapsitakóza

virologievirologie –– laboratornílaboratorní myšimyši;;
izolaceizolace viruviru klíšťovéklíšťové encefalitidyencefalitidy,, coxsakievirůcoxsakievirů (zánětu(zánětu mozkovýchmozkových plenplen aa
srdečníhosrdečního svalu)svalu)

důkazydůkazy mikrobiálníchmikrobiálních toxinůtoxinů –– nejdenejde bezbez vivisekcevivisekce

srdečníhosrdečního svalu)svalu)

důkazydůkazy mikrobiálníchmikrobiálních toxinůtoxinů –– nejdenejde bezbez vivisekcevivisekce 226226226226



biochemický důkazbiochemický důkazbiochemický důkazbiochemický důkaz

půdypůdy cukernécukerné schopnostschopnost mikroorganizmumikroorganizmu štěpitštěpit jistýjistý sacharidsacharidpůdypůdy cukernécukerné schopnostschopnost mikroorganizmumikroorganizmu štěpitštěpit jistýjistý sacharidsacharid

diagnostické půdydiagnostické půdydiagnostické půdydiagnostické půdy

půdypůdy cukernécukerné –– schopnostschopnost mikroorganizmumikroorganizmu štěpitštěpit jistýjistý sacharidsacharid
produktprodukt ⇒⇒ kyselinakyselina ↓↓ pHpH mediamedia –– acidobazickýacidobazický indikátorindikátor

adonitoladonitol arabinózaarabinóza cellobiózacellobióza dulcitdulcit fruktózafruktóza galaktózagalaktóza glukózaglukóza inositolinositol

půdypůdy cukernécukerné –– schopnostschopnost mikroorganizmumikroorganizmu štěpitštěpit jistýjistý sacharidsacharid
produktprodukt ⇒⇒ kyselinakyselina ↓↓ pHpH mediamedia –– acidobazickýacidobazický indikátorindikátor

adonitoladonitol arabinózaarabinóza cellobiózacellobióza dulcitdulcit fruktózafruktóza galaktózagalaktóza glukózaglukóza inositolinositoladonitoladonitol,, arabinóza,arabinóza, cellobiózacellobióza,, dulcit,dulcit, fruktóza,fruktóza, galaktóza,galaktóza, glukóza,glukóza, inositolinositol,,
inulin,inulin, laktóza,laktóza, maltóza,maltóza, mannitolmannitol,, mannózamannóza,, melesitózamelesitóza,, melibiózamelibióza,, rafinóza,rafinóza,
rhamnózarhamnóza,, ribóza,ribóza, sacharóza,sacharóza, sorbitolsorbitol,, škrob,škrob, trehalózatrehalóza aa xylózaxylóza

adonitoladonitol,, arabinóza,arabinóza, cellobiózacellobióza,, dulcit,dulcit, fruktóza,fruktóza, galaktóza,galaktóza, glukóza,glukóza, inositolinositol,,
inulin,inulin, laktóza,laktóza, maltóza,maltóza, mannitolmannitol,, mannózamannóza,, melesitózamelesitóza,, melibiózamelibióza,, rafinóza,rafinóza,
rhamnózarhamnóza,, ribóza,ribóza, sacharóza,sacharóza, sorbitolsorbitol,, škrob,škrob, trehalózatrehalóza aa xylózaxylóza

substrátovésubstrátové půdypůdy –– schopnostschopnost enzymatickyenzymaticky zpracovatzpracovat substrátsubstrát
:: deaminacedeaminace –– fenylalaninfenylalanin aa tryptofantryptofan
substrátovésubstrátové půdypůdy –– schopnostschopnost enzymatickyenzymaticky zpracovatzpracovat substrátsubstrát
:: deaminacedeaminace –– fenylalaninfenylalanin aa tryptofantryptofanyy ypyp
:: dekarboxylacedekarboxylace –– arginin,arginin, lysinlysin aa ornithinornithin
:: hydrolýzahydrolýza –– močovina,močovina, hippuráthippurát aa tributyrintributyrin
:: redukceredukce –– dusičnanydusičnany nana dusitanydusitany

yy ypyp
:: dekarboxylacedekarboxylace –– arginin,arginin, lysinlysin aa ornithinornithin
:: hydrolýzahydrolýza –– močovina,močovina, hippuráthippurát aa tributyrintributyrin
:: redukceredukce –– dusičnanydusičnany nana dusitanydusitany:: redukceredukce dusičnanydusičnany nana dusitanydusitany:: redukceredukce dusičnanydusičnany nana dusitanydusitany

metabolickémetabolické půdypůdy –– využitívyužití některýchněkterých láteklátekmetabolickémetabolické půdypůdy –– využitívyužití některýchněkterých láteklátek

citronan,citronan, octanoctan nebonebo malonanmalonan –– zdrojezdroje uhlíkuuhlíku
:: růstovérůstové faktoryfaktory
citronan,citronan, octanoctan nebonebo malonanmalonan –– zdrojezdroje uhlíkuuhlíku
:: růstovérůstové faktoryfaktory

auxanogramauxanogram –– zjištění,zjištění, zdazda kvasinkakvasinka nerosteneroste lépelépe vv okolíokolí tabletytablety ss určitýmurčitým
sacharidemsacharidem
auxanogramauxanogram –– zjištění,zjištění, zdazda kvasinkakvasinka nerosteneroste lépelépe vv okolíokolí tabletytablety ss určitýmurčitým
sacharidemsacharidem
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využívanévyužívané mikrobiálnímikrobiální enzymyenzymy:: NN--acetylacetyl--ββ--DD--glukosaminidázaglukosaminidáza (NAG),(NAG), CC88--
t át á l kt idál kt idá (( GA)GA) ββ l kt idál kt idá ((ββGA)GA) ββ l k idál k idá ((ββGL)GL)

využívanévyužívané mikrobiálnímikrobiální enzymyenzymy:: NN--acetylacetyl--ββ--DD--glukosaminidázaglukosaminidáza (NAG),(NAG), CC88--
t át á l kt idál kt idá (( GA)GA) ββ l kt idál kt idá ((ββGA)GA) ββ l k idál k idá ((ββGL)GL)esteráza,esteráza, αα--galaktosidázagalaktosidáza ((ααGA),GA), ββ--galaktosidázagalaktosidáza ((ββGA),GA), ββ--glukosidázaglukosidáza ((ββGL),GL),

ββ--glukuronidázaglukuronidáza ((ββGLR),GLR), γγ--glutamyltransferázaglutamyltransferáza (GGT),(GGT), leucinleucin--aminopeptidázaaminopeptidáza
(LAP),(LAP), pyrrolidonylarylamidázapyrrolidonylarylamidáza (PYR),(PYR), ureázaureáza aa ββ--xylosidázaxylosidáza ((ββXY)XY)

esteráza,esteráza, αα--galaktosidázagalaktosidáza ((ααGA),GA), ββ--galaktosidázagalaktosidáza ((ββGA),GA), ββ--glukosidázaglukosidáza ((ββGL),GL),
ββ--glukuronidázaglukuronidáza ((ββGLR),GLR), γγ--glutamyltransferázaglutamyltransferáza (GGT),(GGT), leucinleucin--aminopeptidázaaminopeptidáza
(LAP),(LAP), pyrrolidonylarylamidázapyrrolidonylarylamidáza (PYR),(PYR), ureázaureáza aa ββ--xylosidázaxylosidáza ((ββXY)XY)

imunodetekceimunodetekceimunodetekceimunodetekce

aglutinaceaglutinace nana sklíčkusklíčku
:: antigenyantigeny tělovétělové aa bičíkovébičíkové
aglutinaceaglutinace nana sklíčkusklíčku
:: antigenyantigeny tělovétělové aa bičíkovébičíkové

SalmonellaSalmonella enteridisenteridis,, citrobaktery,citrobaktery, pseudomonády,pseudomonády, cholerovácholerová vibria,vibria, bordetelly,bordetelly,
meningokokovémeningokokové
SalmonellaSalmonella enteridisenteridis,, citrobaktery,citrobaktery, pseudomonády,pseudomonády, cholerovácholerová vibria,vibria, bordetelly,bordetelly,
meningokokovémeningokokové

virová identifikacevirová identifikacevirová identifikacevirová identifikace

virusvirus--neutralizačníneutralizační testtestvirusvirus--neutralizačníneutralizační testtestvirusvirus--neutralizačníneutralizační testtest
:: specifickáspecifická protilátkaprotilátka inhibujeinhibuje některýněkterý biologickýbiologický účinekúčinek viruviru
virusvirus--neutralizačníneutralizační testtest
:: specifickáspecifická protilátkaprotilátka inhibujeinhibuje některýněkterý biologickýbiologický účinekúčinek viruviru

228228228228



citlivost na antibiotikacitlivost na antibiotikacitlivost na antibiotikacitlivost na antibiotika

antibiotika,antibiotika, syntetickásyntetická antimikrobiálníantimikrobiální chemoterapeutikachemoterapeutikaantibiotika,antibiotika, syntetickásyntetická antimikrobiálníantimikrobiální chemoterapeutikachemoterapeutika

k lit ti ík lit ti í důkdůkk lit ti ík lit ti í důkdůkkvalitativníkvalitativní důkazdůkaz
diskovýdiskový difúznídifúzní testtest

principprincip:: kolemkolem diskudisku zz filtračníhofiltračního papírupapíru nasycenéhonasyceného antibiotikemantibiotikem citlivýcitlivý mikrobmikrob

kvalitativníkvalitativní důkazdůkaz
diskovýdiskový difúznídifúzní testtest

principprincip:: kolemkolem diskudisku zz filtračníhofiltračního papírupapíru nasycenéhonasyceného antibiotikemantibiotikem citlivýcitlivý mikrobmikrobprincipprincip:: kolemkolem diskudisku zz filtračníhofiltračního papírupapíru nasycenéhonasyceného antibiotikemantibiotikem citlivýcitlivý mikrobmikrob
nevyrostenevyroste –– vytvořívytvoří sese zónazóna inhibiceinhibice oo určitémurčitém průměruprůměru

kmenkmen citlivýcitlivý vůčivůči danémudanému antibiotikuantibiotiku –– zónazóna stejnoustejnou nebonebo většívětší nežnež uu

principprincip:: kolemkolem diskudisku zz filtračníhofiltračního papírupapíru nasycenéhonasyceného antibiotikemantibiotikem citlivýcitlivý mikrobmikrob
nevyrostenevyroste –– vytvořívytvoří sese zónazóna inhibiceinhibice oo určitémurčitém průměruprůměru

kmenkmen citlivýcitlivý vůčivůči danémudanému antibiotikuantibiotiku –– zónazóna stejnoustejnou nebonebo většívětší nežnež uuýý jj
referenčníhoreferenčního kmenekmene

testovanátestovaná antibiotikaantibiotika –– závisízávisí nana druhudruhu mikroba,mikroba, nana charakterucharakteru onemocněníonemocnění
d hd h kk ěh žěh ž b lb l ik bik b ě t áě t á í t íí t í it iit i ý jiý ji

ýý jj
referenčníhoreferenčního kmenekmene

testovanátestovaná antibiotikaantibiotika –– závisízávisí nana druhudruhu mikroba,mikroba, nana charakterucharakteru onemocněníonemocnění
d hd h kk ěh žěh ž b lb l ik bik b ě t áě t á í t íí t í it iit i ý jiý jiaa nana druhudruhu vzorku,vzorku, zz něhožněhož bylbyl mikrobmikrob vypěstovánvypěstován aa nana místnímístní situacisituaci veve vývojivývoji

rezistencerezistence mikrobůmikrobů nana antibiotikaantibiotika
aa nana druhudruhu vzorku,vzorku, zz něhožněhož bylbyl mikrobmikrob vypěstovánvypěstován aa nana místnímístní situacisituaci veve vývojivývoji
rezistencerezistence mikrobůmikrobů nana antibiotikaantibiotika
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kvantitativní stanoveníkvantitativní stanoveníkvantitativní stanoveníkvantitativní stanovení
diluční postupydiluční postupy (zřeďování antibiotik); (zřeďování antibiotik); minimální inhibiční koncentraceminimální inhibiční koncentrace (MIC) (MIC) 
daného antibiotika pro vyšetřovaný kmen mikrobadaného antibiotika pro vyšetřovaný kmen mikroba

č íč í čč íí č ýč ý

diluční postupydiluční postupy (zřeďování antibiotik); (zřeďování antibiotik); minimální inhibiční koncentraceminimální inhibiční koncentrace (MIC) (MIC) 
daného antibiotika pro vyšetřovaný kmen mikrobadaného antibiotika pro vyšetřovaný kmen mikroba

č íč í čč íí č ýč ý:: mikrotitračnímikrotitrační destičkadestička 88xx1212 ss definovanoudefinovanou koncentracíkoncentrací určitýchurčitých antibiotikantibiotik
klesajícíklesající geometrickougeometrickou řadouřadou

:: popo naočkovánínaočkování aa inkubaciinkubaci sese zjišťujezjišťuje zdazda bujonbujon zůstalzůstal čirýčirý (úplná(úplná inhibiceinhibice

:: mikrotitračnímikrotitrační destičkadestička 88xx1212 ss definovanoudefinovanou koncentracíkoncentrací určitýchurčitých antibiotikantibiotik
klesajícíklesající geometrickougeometrickou řadouřadou

:: popo naočkovánínaočkování aa inkubaciinkubaci sese zjišťujezjišťuje zdazda bujonbujon zůstalzůstal čirýčirý (úplná(úplná inhibiceinhibice:: popo naočkovánínaočkování aa inkubaciinkubaci sese zjišťuje,zjišťuje, zdazda bujonbujon zůstalzůstal čirýčirý (úplná(úplná inhibiceinhibice
růstu),růstu), nebonebo zdazda mámá zákalzákal čiči sedimentsediment

MICMIC –– nejnižšínejnižší koncentracekoncentrace antibiotikaantibiotika schopnáschopná růstrůst zastavitzastavit;; μμg/ml,g/ml, mg/lmg/l

:: popo naočkovánínaočkování aa inkubaciinkubaci sese zjišťuje,zjišťuje, zdazda bujonbujon zůstalzůstal čirýčirý (úplná(úplná inhibiceinhibice
růstu),růstu), nebonebo zdazda mámá zákalzákal čiči sedimentsediment

MICMIC –– nejnižšínejnižší koncentracekoncentrace antibiotikaantibiotika schopnáschopná růstrůst zastavitzastavit;; μμg/ml,g/ml, mg/lmg/lMICMIC nejnižšínejnižší koncentracekoncentrace antibiotikaantibiotika schopnáschopná růstrůst zastavitzastavit;; μμg/ml,g/ml, mg/lmg/l

minimálníminimální baktericidníbaktericidní koncentracekoncentrace –– nejnižšínejnižší koncentracekoncentrace antibiotikaantibiotika
schopnáschopná vyšetřovanývyšetřovaný kmenkmen usmrtitusmrtit

MICMIC nejnižšínejnižší koncentracekoncentrace antibiotikaantibiotika schopnáschopná růstrůst zastavitzastavit;; μμg/ml,g/ml, mg/lmg/l

minimálníminimální baktericidníbaktericidní koncentracekoncentrace –– nejnižšínejnižší koncentracekoncentrace antibiotikaantibiotika
schopnáschopná vyšetřovanývyšetřovaný kmenkmen usmrtitusmrtit
:: vzestupnávzestupná koncentracekoncentrace vv sériisérii

dnesdnes zvláštězvláště –– rezistencerezistence mikrobůmikrobů kk antimikrobiálnímantimikrobiálním látkámlátkám

:: vzestupnávzestupná koncentracekoncentrace vv sériisérii

dnesdnes zvláštězvláště –– rezistencerezistence mikrobůmikrobů kk antimikrobiálnímantimikrobiálním látkámlátkám

rezistencerezistence nana antibiotikumantibiotikum –– změnazměna cílovécílové molekuly,molekuly, zhoršenízhoršení průnikuprůniku dodo
buňky,buňky, zrychlenízrychlení vylučovánívylučování antibiotikaantibiotika zz buňkybuňky nebonebo tvorbatvorba enzymu,enzymu, kterýkterý

ibi ikibi ik i k i ji k i j

rezistencerezistence nana antibiotikumantibiotikum –– změnazměna cílovécílové molekuly,molekuly, zhoršenízhoršení průnikuprůniku dodo
buňky,buňky, zrychlenízrychlení vylučovánívylučování antibiotikaantibiotika zz buňkybuňky nebonebo tvorbatvorba enzymu,enzymu, kterýkterý

ibi ikibi ik i k i ji k i jantibiotikumantibiotikum inaktivujeinaktivujeantibiotikumantibiotikum inaktivujeinaktivuje
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důkaz mikrobiální složkydůkaz mikrobiální složkydůkaz mikrobiální složkydůkaz mikrobiální složky

nepřímýnepřímý důkazdůkaznepřímýnepřímý důkazdůkaz

stopystopy,, kterékteré běhemběhem infekceinfekce zanechalzanechal patogenpatogen vv organizmuorganizmu

:: mikrobiálnímikrobiální antigeny,antigeny, toxiny,toxiny, metabolickémetabolické produktyprodukty aa typickétypické sekvencesekvence NANA

stopystopy,, kterékteré běhemběhem infekceinfekce zanechalzanechal patogenpatogen vv organizmuorganizmu

:: mikrobiálnímikrobiální antigeny,antigeny, toxiny,toxiny, metabolickémetabolické produktyprodukty aa typickétypické sekvencesekvence NANA:: mikrobiálnímikrobiální antigeny,antigeny, toxiny,toxiny, metabolickémetabolické produktyprodukty aa typickétypické sekvencesekvence NANA

naprosténaprosté většiněvětšině jdejde oo stanovenístanovení množstvímnožství protilátekprotilátek (Ab)(Ab)

:: mikrobiálnímikrobiální antigeny,antigeny, toxiny,toxiny, metabolickémetabolické produktyprodukty aa typickétypické sekvencesekvence NANA

naprosténaprosté většiněvětšině jdejde oo stanovenístanovení množstvímnožství protilátekprotilátek (Ab)(Ab)

sérologický testsérologický test

imunostanoveníimunostanovení

sérologický testsérologický test

imunostanoveníimunostanovení

syfilis,syfilis, mononukleóza,mononukleóza, infekceinfekce HIVHIV apodapod..
:: důkazdůkaz signifikantníhosignifikantního nárůstunárůstu množstvímnožství AbAb;; množstvímnožství AbAb sese nazývánazývá titrtitr
syfilis,syfilis, mononukleóza,mononukleóza, infekceinfekce HIVHIV apodapod..
:: důkazdůkaz signifikantníhosignifikantního nárůstunárůstu množstvímnožství AbAb;; množstvímnožství AbAb sese nazývánazývá titrtitr:: důkazdůkaz signifikantníhosignifikantního nárůstunárůstu množstvímnožství AbAb;; množstvímnožství AbAb sese nazývánazývá titrtitr:: důkazdůkaz signifikantníhosignifikantního nárůstunárůstu množstvímnožství AbAb;; množstvímnožství AbAb sese nazývánazývá titrtitr
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případová studiepřípadová studie
ýý

případová studiepřípadová studie
ýý

X.X.X.X.

vývoj metody pro klinickou diagnostikuvývoj metody pro klinickou diagnostikuvývoj metody pro klinickou diagnostikuvývoj metody pro klinickou diagnostiku

stanovenístanovení alkalickéalkalické fosfatázyfosfatázystanovenístanovení alkalickéalkalické fosfatázyfosfatázy

alkalickáalkalická fosfatázafosfatáza (ALP)(ALP) –– analytanalyt souvisejícísouvisející ss funkcífunkcí jater,jater, růstemrůstem kostníhokostníhoalkalickáalkalická fosfatázafosfatáza (ALP)(ALP) –– analytanalyt souvisejícísouvisející ss funkcífunkcí jater,jater, růstemrůstem kostníhokostníhoalkalickáalkalická fosfatázafosfatáza (ALP)(ALP) analytanalyt souvisejícísouvisející ss funkcífunkcí jater,jater, růstemrůstem kostníhokostního
aparátu,aparátu, placentyplacenty ajaj..

44 hlavníhlavní izoenzymyizoenzymy:: kostníkostní jaterníjaterní střevnístřevní aa placentálníplacentální

alkalickáalkalická fosfatázafosfatáza (ALP)(ALP) analytanalyt souvisejícísouvisející ss funkcífunkcí jater,jater, růstemrůstem kostníhokostního
aparátu,aparátu, placentyplacenty ajaj..

44 hlavníhlavní izoenzymyizoenzymy:: kostníkostní jaterníjaterní střevnístřevní aa placentálníplacentální44 hlavníhlavní izoenzymyizoenzymy:: kostní,kostní, jaterní,jaterní, střevnístřevní aa placentálníplacentální

případovápřípadová studiestudie –– typickýtypický příkladpříklad propro vývojvývoj analytickéanalytické metodymetody

44 hlavníhlavní izoenzymyizoenzymy:: kostní,kostní, jaterní,jaterní, střevnístřevní aa placentálníplacentální

případovápřípadová studiestudie –– typickýtypický příkladpříklad propro vývojvývoj analytickéanalytické metodymetody

:: vlivyvlivy metody,metody, vlivvliv teploty,teploty, pufru,pufru, modifikátorů,modifikátorů, určeníurčení optimálníoptimální koncentracekoncentrace
substrátu,substrátu, postuppostup zjištěnízjištění referenčníhoreferenčního intervaluintervalu
:: vlivyvlivy metody,metody, vlivvliv teploty,teploty, pufru,pufru, modifikátorů,modifikátorů, určeníurčení optimálníoptimální koncentracekoncentrace
substrátu,substrátu, postuppostup zjištěnízjištění referenčníhoreferenčního intervaluintervalu

++ výrobavýroba soupravysoupravy aa způsobyzpůsoby stabilizacestabilizace jednotlivýchjednotlivých činidelčinidel++ výrobavýroba soupravysoupravy aa způsobyzpůsoby stabilizacestabilizace jednotlivýchjednotlivých činidelčinidel
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základnízákladní vlastnostivlastnosti ALPALPzákladnízákladní vlastnostivlastnosti ALPALP

EE..CC..33..11..33..11..
fosfohydrolázafosfohydroláza monoesterůmonoesterů kyselinykyseliny ortofosforečnéortofosforečné ss alkalickýmalkalickým
optimemoptimem

EE..CC..33..11..33..11..
fosfohydrolázafosfohydroláza monoesterůmonoesterů kyselinykyseliny ortofosforečnéortofosforečné ss alkalickýmalkalickým
optimemoptimempp

:: katalyzujekatalyzuje hydrolýzuhydrolýzu fosforečnanovýchfosforečnanových monoesterůmonoesterů nana anorganickýanorganický
fosforečnanfosforečnan aa odpovídajícíodpovídající alkoholalkohol

pp

:: katalyzujekatalyzuje hydrolýzuhydrolýzu fosforečnanovýchfosforečnanových monoesterůmonoesterů nana anorganickýanorganický
fosforečnanfosforečnan aa odpovídajícíodpovídající alkoholalkoholfosforečnanfosforečnan aa odpovídajícíodpovídající alkoholalkohol

:: můžemůže takétaké hydrolyzovathydrolyzovat všechnyvšechny typytypy sloučeninsloučenin ss vazbamivazbami typutypu PP--OO--CC,, PP--OO--
PP PP--SS aa PP--NN ss výjimkouvýjimkou sloučeninsloučenin typutypu PP--CC

fosforečnanfosforečnan aa odpovídajícíodpovídající alkoholalkohol

:: můžemůže takétaké hydrolyzovathydrolyzovat všechnyvšechny typytypy sloučeninsloučenin ss vazbamivazbami typutypu PP--OO--CC,, PP--OO--
PP PP--SS aa PP--NN ss výjimkouvýjimkou sloučeninsloučenin typutypu PP--CCPP,, PP--SS aa PP--NN,, ss výjimkouvýjimkou sloučeninsloučenin typutypu PP CC

:: vv případěpřípadě fosforečnanovýchfosforečnanových monoesterůmonoesterů můžemůže ii přenospřenos fosforečnanovéfosforečnanové
skupinyskupiny

PP,, PP--SS aa PP--NN,, ss výjimkouvýjimkou sloučeninsloučenin typutypu PP CC

:: vv případěpřípadě fosforečnanovýchfosforečnanových monoesterůmonoesterů můžemůže ii přenospřenos fosforečnanovéfosforečnanové
skupinyskupinyp yp yp yp y

hydrolýzahydrolýza

RR––OO––POPO––(OH)(OH)22 +  H+  H22O O ALPALP>> RR––OH  + HOH  + H33POPO44

hydrolýzahydrolýza

RR––OO––POPO––(OH)(OH)22 +  H+  H22O O ALPALP>> RR––OH  + HOH  + H33POPO44

transfosforylacetransfosforylace

RR11––OO––POPO––(OH)(OH)22 +  R+  R22––OH OH ALPALP>> RR11––OH  + ROH  + R22––OO––POPO––(OH)(OH)22

transfosforylacetransfosforylace

RR11––OO––POPO––(OH)(OH)22 +  R+  R22––OH OH ALPALP>> RR11––OH  + ROH  + R22––OO––POPO––(OH)(OH)2211 ( )( )22 22 11 22 ( )( )2211 ( )( )22 22 11 22 ( )( )22

účinnostúčinnost transfosforylacetransfosforylace závisízávisí značněznačně nana typutypu aa koncentracikoncentraci akceptoruakceptoruúčinnostúčinnost transfosforylacetransfosforylace závisízávisí značněznačně nana typutypu aa koncentracikoncentraci akceptoruakceptoru
233233233233



ALPALP :: metaloproteinmetaloprotein;; kofaktorkofaktor ZnZn22++ ((44 atomy)atomy)

ZZ 22++ h jh j ýý lili řiři t f f l č í ht f f l č í h k í hk í h ALPALP

ALPALP :: metaloproteinmetaloprotein;; kofaktorkofaktor ZnZn22++ ((44 atomy)atomy)

ZZ 22++ h jh j ýý lili řiři t f f l č í ht f f l č í h k í hk í h ALPALP:: ZnZn22++ hrajehraje významnouvýznamnou roliroli připři transfosforylačníchtransfosforylačních reakcíchreakcích ALPALP
:: CoCo22++ hydrolyzuje,hydrolyzuje, netransfosforylujenetransfosforyluje
:: ZnZn22++ hrajehraje významnouvýznamnou roliroli připři transfosforylačníchtransfosforylačních reakcíchreakcích ALPALP
:: CoCo22++ hydrolyzuje,hydrolyzuje, netransfosforylujenetransfosforyluje

nespecifickénespecifické inhibitoryinhibitory:: EDTA,EDTA, KCN,KCN, cystein,cystein, oo--fenantrolinfenantrolin,, kyselinakyselina 88--
hydroxychinolinhydroxychinolin--55--sulfonovásulfonová ajaj..
nespecifickénespecifické inhibitoryinhibitory:: EDTA,EDTA, KCN,KCN, cystein,cystein, oo--fenantrolinfenantrolin,, kyselinakyselina 88--
hydroxychinolinhydroxychinolin--55--sulfonovásulfonová ajaj..

:: odstraněnímodstraněním prvýchprvých 22 atomůatomů ZnZn klesáklesá aktivitaaktivita enzymuenzymu asiasi oo 9090%%:: odstraněnímodstraněním prvýchprvých 22 atomůatomů ZnZn klesáklesá aktivitaaktivita enzymuenzymu asiasi oo 9090%%
:: zbylézbylé 22 atomyatomy lzelze odstranitodstranit obtížněji,obtížněji, pakpak aleale vznikávzniká zcelazcela neaktivníneaktivní apoenzymapoenzym

specifickýspecifický inhibitorinhibitor –– LL--fenylalaninfenylalanin

:: zbylézbylé 22 atomyatomy lzelze odstranitodstranit obtížněji,obtížněji, pakpak aleale vznikávzniká zcelazcela neaktivníneaktivní apoenzymapoenzym

specifickýspecifický inhibitorinhibitor –– LL--fenylalaninfenylalaninp ýp ý yy

aktivátoryaktivátory:: iontyionty CoCo22++,, MgMg22++ aa MnMn22++,, zatímcozatímco inhibičněinhibičně působípůsobí BeBe22++ aa ZnZn22++

p ýp ý yy

aktivátoryaktivátory:: iontyionty CoCo22++,, MgMg22++ aa MnMn22++,, zatímcozatímco inhibičněinhibičně působípůsobí BeBe22++ aa ZnZn22++
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aktivní místoaktivní místo
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významvýznam ALPALPvýznamvýznam ALPALP

objevobjev:: 19071907 vv rýžovýchrýžových klíčcíchklíčcích

l i kél i ké íí ži íži í dd

objevobjev:: 19071907 vv rýžovýchrýžových klíčcíchklíčcích

l i kél i ké íí ži íži í ddanalytickéanalytické stanovenístanovení aa využitívyužití vv diagnosticediagnostice
:: 19261926 –– diagnostikadiagnostika kostníchkostních nemocínemocí

:: 19301930 obstrukčníobstrukční žloutenkažloutenka

analytickéanalytické stanovenístanovení aa využitívyužití vv diagnosticediagnostice
:: 19261926 –– diagnostikadiagnostika kostníchkostních nemocínemocí

:: 19301930 obstrukčníobstrukční žloutenkažloutenka:: 19301930 –– obstrukčníobstrukční žloutenkažloutenka

sérumsérum zdravýchzdravých obsahujeobsahuje hlavněhlavně kostníkostní aa jaterníjaterní izoenzymyizoenzymy

↑↑

:: 19301930 –– obstrukčníobstrukční žloutenkažloutenka

sérumsérum zdravýchzdravých obsahujeobsahuje hlavněhlavně kostníkostní aa jaterníjaterní izoenzymyizoenzymy

↑↑↑↑ aktivitaaktivita ALPALP
:: poruchyporuchy růsturůstu aa uu některéněkteré kostníkostní nádorynádory (kostní(kostní izoenzym)izoenzym)

:: nemocinemoci hepatobiliárníhohepatobiliárního systémusystému ((cholestázacholestáza aa nádorovénádorové metastázymetastázy dodo jater)jater)

↑↑ aktivitaaktivita ALPALP
:: poruchyporuchy růsturůstu aa uu některéněkteré kostníkostní nádorynádory (kostní(kostní izoenzym)izoenzym)

:: nemocinemoci hepatobiliárníhohepatobiliárního systémusystému ((cholestázacholestáza aa nádorovénádorové metastázymetastázy dodo jater)jater):: nemocinemoci hepatobiliárníhohepatobiliárního systémusystému ((cholestázacholestáza aa nádorovénádorové metastázymetastázy dodo jater)jater)

↓↓ aktivitaaktivita ALPALP
:: hypothyreózahypothyreóza (kretenizmus)(kretenizmus) skorbutskorbut nemocinemoci zz ozářeníozáření těžkátěžká anemieanemie aa připři

:: nemocinemoci hepatobiliárníhohepatobiliárního systémusystému ((cholestázacholestáza aa nádorovénádorové metastázymetastázy dodo jater)jater)

↓↓ aktivitaaktivita ALPALP
:: hypothyreózahypothyreóza (kretenizmus)(kretenizmus) skorbutskorbut nemocinemoci zz ozářeníozáření těžkátěžká anemieanemie aa připři:: hypothyreózahypothyreóza (kretenizmus),(kretenizmus), skorbut,skorbut, nemocinemoci zz ozáření,ozáření, těžkátěžká anemieanemie aa připři
léčběléčbě imunosupresivyimunosupresivy

sezónnísezónní variacevariace:: vlivvliv UVUV--zářenízáření;; vv zimězimě (nižší(nižší slunečnísluneční svit)svit) ↑↑ ALPALP vv

:: hypothyreózahypothyreóza (kretenizmus),(kretenizmus), skorbut,skorbut, nemocinemoci zz ozáření,ozáření, těžkátěžká anemieanemie aa připři
léčběléčbě imunosupresivyimunosupresivy

sezónnísezónní variacevariace:: vlivvliv UVUV--zářenízáření;; vv zimězimě (nižší(nižší slunečnísluneční svit)svit) ↑↑ ALPALP vv;; (( ))
těhotenstvítěhotenství ↑↑ ALPALP oo 1212 ažaž 5050 %% (placentární(placentární izoenzym)izoenzym)

;; (( ))
těhotenstvítěhotenství ↑↑ ALPALP oo 1212 ažaž 5050 %% (placentární(placentární izoenzym)izoenzym)

236236236236



metodymetody stanovenístanovení ALPALPmetodymetody stanovenístanovení ALPALP

katalytickákatalytická aktivitaaktivita:: závisízávisí nana substrátusubstrátu aa reakčníchreakčních podmínkáchpodmínkách druhudruhu pHpHkatalytickákatalytická aktivitaaktivita:: závisízávisí nana substrátusubstrátu aa reakčníchreakčních podmínkáchpodmínkách druhudruhu pHpHkatalytickákatalytická aktivitaaktivita:: závisízávisí nana substrátusubstrátu aa reakčníchreakčních podmínkáchpodmínkách –– druhu,druhu, pHpH
aa koncentracikoncentraci pufru,pufru, teplotě,teplotě, přítomnostipřítomnosti modifikátorůmodifikátorů
katalytickákatalytická aktivitaaktivita:: závisízávisí nana substrátusubstrátu aa reakčníchreakčních podmínkáchpodmínkách –– druhu,druhu, pHpH
aa koncentracikoncentraci pufru,pufru, teplotě,teplotě, přítomnostipřítomnosti modifikátorůmodifikátorů

historiehistorie::historiehistorie::historiehistorie::historiehistorie::

19261926 –– substrátsubstrát hexafosforečnanhexafosforečnan

19291929 KK b t átb t át ββ l f fátl f fát bb ff t ít í i kéhi kéh

19261926 –– substrátsubstrát hexafosforečnanhexafosforečnan

19291929 KK b t átb t át ββ l f fátl f fát bb ff t ít í i kéhi kéh19291929 KayKay –– substrátsubstrát ββ--glycerofosfátglycerofosfát,, bezbez pufrupufru;; stanovenístanovení anorganickéhoanorganického
fosforufosforu ((4848 h!!!)h!!!)

pozdějipozději –– glycinovýglycinový pufrpufr pHpH 88 88 fosforfosfor pomocípomocí fosfomolybdenovéfosfomolybdenové modřimodři ((33 h)h)

19291929 KayKay –– substrátsubstrát ββ--glycerofosfátglycerofosfát,, bezbez pufrupufru;; stanovenístanovení anorganickéhoanorganického
fosforufosforu ((4848 h!!!)h!!!)

pozdějipozději –– glycinovýglycinový pufrpufr pHpH 88 88 fosforfosfor pomocípomocí fosfomolybdenovéfosfomolybdenové modřimodři ((33 h)h)pozdějipozději –– glycinovýglycinový pufrpufr pHpH 88..88,, fosforfosfor pomocípomocí fosfomolybdenovéfosfomolybdenové modřimodři ((33 h)h)

–– barbitalovýbarbitalový pufrpufr pHpH 1010..88

novénové substrátysubstráty:: fenylfosfátfenylfosfát aa 44 nitrofenylfosfátnitrofenylfosfát fenolftaleinmonofenolftaleinmono aa difosfátydifosfáty

pozdějipozději –– glycinovýglycinový pufrpufr pHpH 88..88,, fosforfosfor pomocípomocí fosfomolybdenovéfosfomolybdenové modřimodři ((33 h)h)

–– barbitalovýbarbitalový pufrpufr pHpH 1010..88

novénové substrátysubstráty:: fenylfosfátfenylfosfát aa 44 nitrofenylfosfátnitrofenylfosfát fenolftaleinmonofenolftaleinmono aa difosfátydifosfátynovénové substrátysubstráty:: fenylfosfátfenylfosfát aa 44--nitrofenylfosfátnitrofenylfosfát,, fenolftaleinmonofenolftaleinmono-- aa difosfátydifosfáty,,
thymolftaleinmonofosfátthymolftaleinmonofosfát,, 33--OO--metylfluoresceinfosfátmetylfluoresceinfosfát,, naftylnaftyl--ASAS--MXMX--fosfát,fosfát,
metylumbelliferylfosfátmetylumbelliferylfosfát,, indoxylfosfátindoxylfosfát apodapod..

novénové substrátysubstráty:: fenylfosfátfenylfosfát aa 44--nitrofenylfosfátnitrofenylfosfát,, fenolftaleinmonofenolftaleinmono-- aa difosfátydifosfáty,,
thymolftaleinmonofosfátthymolftaleinmonofosfát,, 33--OO--metylfluoresceinfosfátmetylfluoresceinfosfát,, naftylnaftyl--ASAS--MXMX--fosfát,fosfát,
metylumbelliferylfosfátmetylumbelliferylfosfát,, indoxylfosfátindoxylfosfát apodapod..

zvýšenízvýšení citlivosticitlivosti –– fenylfosfátemfenylfosfátem,, stanovenístanovení uvolněnéhouvolněného fenolufenolu oxidačníoxidační
kopulacíkopulací sese 44--aminoantipyrinemaminoantipyrinem aa ferrikyanidemferrikyanidem
zvýšenízvýšení citlivosticitlivosti –– fenylfosfátemfenylfosfátem,, stanovenístanovení uvolněnéhouvolněného fenolufenolu oxidačníoxidační
kopulacíkopulací sese 44--aminoantipyrinemaminoantipyrinem aa ferrikyanidemferrikyanidem

nověnově –– chromogenníchromogenní substrátysubstráty –– fenoftaleinfosfátfenoftaleinfosfát ((⇒⇒ fenolftalein)fenolftalein)
–– thymolftaleinfosfátthymolftaleinfosfát

nověnově –– chromogenníchromogenní substrátysubstráty –– fenoftaleinfosfátfenoftaleinfosfát ((⇒⇒ fenolftalein)fenolftalein)
–– thymolftaleinfosfátthymolftaleinfosfát
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substrátsubstrát

:: jednoznačnějednoznačně definovaný,definovaný, chemickychemicky dostatečnědostatečně čistýčistý;; ss produktemproduktem hydrolýzyhydrolýzy ss

substrátsubstrát

:: jednoznačnějednoznačně definovaný,definovaný, chemickychemicky dostatečnědostatečně čistýčistý;; ss produktemproduktem hydrolýzyhydrolýzy ssjj ý,ý, yy ýý;; pp y ý yy ý y
autoindikačnímiautoindikačními vlastnostmivlastnostmi

dnesdnes –– 44--nitrofenylfosforečnannitrofenylfosforečnan (NPP(NPP 11),), štěpíštěpí sese nana fosforečnanfosforečnan aa 44--nitrofenolnitrofenol

jj ý,ý, yy ýý;; pp y ý yy ý y
autoindikačnímiautoindikačními vlastnostmivlastnostmi

dnesdnes –– 44--nitrofenylfosforečnannitrofenylfosforečnan (NPP(NPP 11),), štěpíštěpí sese nana fosforečnanfosforečnan aa 44--nitrofenolnitrofenoldnesdnes 44 nitrofenylfosforečnannitrofenylfosforečnan (NPP(NPP 11),), štěpíštěpí sese nana fosforečnanfosforečnan aa 44 nitrofenolnitrofenol
(NP(NP 22))

NPNP jeje acidobazickýmacidobazickým indikátoremindikátorem ss disociačnídisociační konstantoukonstantou pKpK == 77 1616

dnesdnes 44 nitrofenylfosforečnannitrofenylfosforečnan (NPP(NPP 11),), štěpíštěpí sese nana fosforečnanfosforečnan aa 44 nitrofenolnitrofenol
(NP(NP 22))

NPNP jeje acidobazickýmacidobazickým indikátoremindikátorem ss disociačnídisociační konstantoukonstantou pKpK == 77 1616NPNP jeje acidobazickýmacidobazickým indikátoremindikátorem ss disociačnídisociační konstantoukonstantou pKpKaa == 77..1616

koncentracekoncentrace NPPNPP:: 55 –– 2020 mmol/lmmol/l

NPNP jeje acidobazickýmacidobazickým indikátoremindikátorem ss disociačnídisociační konstantoukonstantou pKpKaa == 77..1616

koncentracekoncentrace NPPNPP:: 55 –– 2020 mmol/lmmol/l

teplotateplota

ALP ALP –– při 37 při 37 °°C rychleji inaktivovánaC rychleji inaktivována

teplotateplota

ALP ALP –– při 37 při 37 °°C rychleji inaktivovánaC rychleji inaktivována

absorbanceabsorbance

pp y jy jpp y jy j

ak
ti

vi
ta

ak
ti

vi
ta

37 °C37 °C

vlnová délka [nm]vlnová délka [nm]

aa

30 °C30 °C

čas [min]čas [min] 238238238238



pH a pufrpH a pufrpH a pufrpH a pufr

jižjiž nepoužívanénepoužívané pufrypufry:: barbitalovýbarbitalový,, glycinový,glycinový, hydrogenuhličitanový,hydrogenuhličitanový, 22--aminoamino--22--jižjiž nepoužívanénepoužívané pufrypufry:: barbitalovýbarbitalový,, glycinový,glycinový, hydrogenuhličitanový,hydrogenuhličitanový, 22--aminoamino--22--
metylmetyl--11--propanolovýpropanolový ajaj..

aktivitaaktivita ALPALP jeje pufrempufrem výrazněvýrazně ovlivněnaovlivněna

metylmetyl--11--propanolovýpropanolový ajaj..

aktivitaaktivita ALPALP jeje pufrempufrem výrazněvýrazně ovlivněnaovlivněnajj pp ýý
:: pufrpufr současněsoučasně ii druhýmdruhým substrátemsubstrátem (akceptorem(akceptorem fosforečnanu)fosforečnanu) připři
transfosforylacitransfosforylaci

li ě íli ě í k i ik i i ff

jj pp ýý
:: pufrpufr současněsoučasně ii druhýmdruhým substrátemsubstrátem (akceptorem(akceptorem fosforečnanu)fosforečnanu) připři
transfosforylacitransfosforylaci

li ě íli ě í k i ik i i ffovlivněníovlivnění aktivityaktivity pufrempufrem
:: neutrálníneutrální // inertníinertní (uhličitanový,(uhličitanový, barbitalovýbarbitalový apodapod..))
:: inhibujícíinhibující (glycinový,(glycinový, propylaminovýpropylaminový ajaj..))

ovlivněníovlivnění aktivityaktivity pufrempufrem
:: neutrálníneutrální // inertníinertní (uhličitanový,(uhličitanový, barbitalovýbarbitalový apodapod..))
:: inhibujícíinhibující (glycinový,(glycinový, propylaminovýpropylaminový ajaj..))
:: aktivujícíaktivující ((transfosforylujícítransfosforylující pufry)pufry):: aktivujícíaktivující ((transfosforylujícítransfosforylující pufry)pufry)

pufrpufr propro ALPALP
:: akceptorakceptor fosforečnanu,fosforečnanu,
:: dostatečnědostatečně stálýstálý

pufrpufr propro ALPALP
:: akceptorakceptor fosforečnanu,fosforečnanu,
:: dostatečnědostatečně stálýstálýýý
:: dostupnýdostupný veve vhodnévhodné analytickéanalytické čistotěčistotě
:: disociačnídisociační konstantakonstanta pKpKaa ~~ 1010

ýý
:: dostupnýdostupný veve vhodnévhodné analytickéanalytické čistotěčistotě
:: disociačnídisociační konstantakonstanta pKpKaa ~~ 1010

AMPAMP bylbyl doporučendoporučen IFCCIFCCAMPAMP bylbyl doporučendoporučen IFCCIFCC
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způsobyzpůsoby měřeníměřenízpůsobyzpůsoby měřeníměření

kdysikdysi:: aktivitaaktivita enzymůenzymů kineticky,kineticky, manuálněmanuálně aa diskontinuálnědiskontinuálně (dvoubodově)(dvoubodově)
dnesdnes:: rychlýrychlý kinetickýkinetický kontinuálníkontinuální postuppostup
kdysikdysi:: aktivitaaktivita enzymůenzymů kineticky,kineticky, manuálněmanuálně aa diskontinuálnědiskontinuálně (dvoubodově)(dvoubodově)
dnesdnes:: rychlýrychlý kinetickýkinetický kontinuálníkontinuální postuppostup

modifikátorymodifikátory ALPALP

inhibitoryinhibitory:: sloučeninysloučeniny arsenuarsenu fosforečnanyfosforečnany látkylátky schopnéschopné vázatvázat iontyionty zinkuzinku

modifikátorymodifikátory ALPALP

inhibitoryinhibitory:: sloučeninysloučeniny arsenuarsenu fosforečnanyfosforečnany látkylátky schopnéschopné vázatvázat iontyionty zinkuzinkuinhibitoryinhibitory:: sloučeninysloučeniny arsenu,arsenu, fosforečnany,fosforečnany, látkylátky schopnéschopné vázatvázat iontyionty zinkuzinku
silnějisilněji nežnež sámsám enzymenzym

éé éé

inhibitoryinhibitory:: sloučeninysloučeniny arsenu,arsenu, fosforečnany,fosforečnany, látkylátky schopnéschopné vázatvázat iontyionty zinkuzinku
silnějisilněji nežnež sámsám enzymenzym

éé éé:: nespecifickénespecifické chelatotvornéchelatotvorné inhibitoryinhibitory:: EDTAEDTA aa KCNKCN

specifickýspecifický aktivátoraktivátor:: vv pufrupufru MEGMEG iontyionty sodíkusodíku

:: nespecifickénespecifické chelatotvornéchelatotvorné inhibitoryinhibitory:: EDTAEDTA aa KCNKCN

specifickýspecifický aktivátoraktivátor:: vv pufrupufru MEGMEG iontyionty sodíkusodíku
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stanovenístanovení ALPALP vv MEGMEG pufrupufrustanovenístanovení ALPALP vv MEGMEG pufrupufrustanovenístanovení ALPALP vv MEGMEG pufrupufrustanovenístanovení ALPALP vv MEGMEG pufrupufru

optimalizaceoptimalizace stanovenístanovení ALPALPoptimalizaceoptimalizace stanovenístanovení ALPALP

:: literárníliterární rešeršerešerše (vlastnosti,(vlastnosti, metodymetody stanovenístanovení apodapod..))

:: vymezenívymezení orientačníchorientačních podmínekpodmínek analytickéhoanalytického postupupostupu (typ(typ pufrupufru aa jehojeho pHpH aa
áá

:: literárníliterární rešeršerešerše (vlastnosti,(vlastnosti, metodymetody stanovenístanovení apodapod..))

:: vymezenívymezení orientačníchorientačních podmínekpodmínek analytickéhoanalytického postupupostupu (typ(typ pufrupufru aa jehojeho pHpH aa
áákoncentrace,koncentrace, typtyp aa koncentracekoncentrace substrátu)substrátu)

:: optimalizaceoptimalizace složenísložení inkubačníinkubační směsisměsi

koncentrace,koncentrace, typtyp aa koncentracekoncentrace substrátu)substrátu)

:: optimalizaceoptimalizace složenísložení inkubačníinkubační směsisměsi

výhradněvýhradně sese substrátemsubstrátem NPPNPP

ff

výhradněvýhradně sese substrátemsubstrátem NPPNPP

ffpufrpufr
:: MEGMEG –– dobrédobré transfosforylačnítransfosforylační vlastnosti,vlastnosti, nízkánízká reaktivita,reaktivita, vysokávysoká čistotačistota aa
snadnásnadná dostupnostdostupnost

pufrpufr
:: MEGMEG –– dobrédobré transfosforylačnítransfosforylační vlastnosti,vlastnosti, nízkánízká reaktivita,reaktivita, vysokávysoká čistotačistota aa
snadnásnadná dostupnostdostupnost
:: DEADEA ii AMPAMP vyřazenyvyřazeny propro obsahobsah inhibujícíchinhibujících nečistotnečistot:: DEADEA ii AMPAMP vyřazenyvyřazeny propro obsahobsah inhibujícíchinhibujících nečistotnečistot

241241241241



reakční podmínky a pracovní postupreakční podmínky a pracovní postupreakční podmínky a pracovní postupreakční podmínky a pracovní postup

teplotateplota 37 37 °°CC vlnová délkavlnová délka 420 nm420 nm

pH (37 pH (37 °°C)C) 10.1 10.1 ±± 0.10.1 délka opt. dráhydélka opt. dráhy 1 cm1 cmp (p ( )) p yp y

MEG pufrMEG pufr 0.35 mmol0.35 mmol teplotateplota (37.0 (37.0 ±± 0.1) 0.1) °°CC

NPP substrátNPP substrát 15 mmol/l15 mmol/l signálsignál ΔΔAANPP substrátNPP substrát 15 mmol/l15 mmol/l signálsignál ΔΔAA

chlorid sodnýchlorid sodný 70 mmol/l70 mmol/l interval měřeníinterval měření 30 30 –– 120 s120 s

chlorid hořečnatýchlorid hořečnatý 0.5 mmol/l0.5 mmol/l sérum/inkub. směs (v/v)sérum/inkub. směs (v/v) 1:61 (0.0164)1:61 (0.0164)

čistotačistota chemikáliíchemikálií

NPPNPP:: << 00..0505 %% volnéhovolného 44--nitrofenolunitrofenolu,, << 00..2525 %% volnéhovolného anorganorg.. POPO44
33––

lá ílá í b bb b ll/l/l λλ l/ ll/ l

čistotačistota chemikáliíchemikálií

NPPNPP:: << 00..0505 %% volnéhovolného 44--nitrofenolunitrofenolu,, << 00..2525 %% volnéhovolného anorganorg.. POPO44
33––

lá ílá í b bb b ll/l/l λλ l/ ll/ lmolárnímolární absorbanceabsorbance vv 1010 mmolmmol/l/l NaOHNaOH λλ == 311311 nmnm –– 99 867867 ±± 761761 l/moll/mol..cmcm

MEGMEG:: bodbod tánítání 129129 –– 131131 °°CC

molárnímolární absorbanceabsorbance vv 1010 mmolmmol/l/l NaOHNaOH λλ == 311311 nmnm –– 99 867867 ±± 761761 l/moll/mol..cmcm

MEGMEG:: bodbod tánítání 129129 –– 131131 °°CC

NPNP:: molárnímolární absorbanceabsorbance vv 1010 mmolmmol/l/l NaOHNaOH λλ == 401401 nmnm –– 1818 380380 l/moll/mol..cmcmNPNP:: molárnímolární absorbanceabsorbance vv 1010 mmolmmol/l/l NaOHNaOH λλ == 401401 nmnm –– 1818 380380 l/moll/mol..cmcm
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stáloststálost činidelčinidelstáloststálost činidelčinidel

pufrpufr –– nejméněnejméně 11 měsícměsíc připři teplotěteplotě ++55 °°CC (bez(bez bakteriálníbakteriální kontaminace)kontaminace)

substrátsubstrát –– připravitpřipravit těsnětěsně předpřed použitímpoužitím;; vv temnutemnu aa chladuchladu připři teplotěteplotě ++55 °°CC

pufrpufr –– nejméněnejméně 11 měsícměsíc připři teplotěteplotě ++55 °°CC (bez(bez bakteriálníbakteriální kontaminace)kontaminace)

substrátsubstrát –– připravitpřipravit těsnětěsně předpřed použitímpoužitím;; vv temnutemnu aa chladuchladu připři teplotěteplotě ++55 °°CCp pp p pp pp ;; pp pp
stálýstálý nejméněnejméně 2424 hodinhodin

standardnístandardní roztokroztok NPNP –– vv temnutemnu aa chladuchladu stálýstálý nejméněnejméně 11 měsícměsíc

p pp p pp pp ;; pp pp
stálýstálý nejméněnejméně 2424 hodinhodin

standardnístandardní roztokroztok NPNP –– vv temnutemnu aa chladuchladu stálýstálý nejméněnejméně 11 měsícměsícstandardnístandardní roztokroztok NPNP vv temnutemnu aa chladuchladu stálýstálý nejméněnejméně 11 měsícměsíc

výpočetvýpočet koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity

standardnístandardní roztokroztok NPNP vv temnutemnu aa chladuchladu stálýstálý nejméněnejméně 11 měsícměsíc

výpočetvýpočet koncentracekoncentrace katalytickékatalytické aktivityaktivity

fSfS--ALP [ALP [μμkatkat/l] = /l] = ΔΔAA420420 * * FF

FF jeje faktor,faktor, ΔΔAA420420 == ((ΔΔAA11 –– ΔΔAA22))

fSfS--ALP [ALP [μμkatkat/l] = /l] = ΔΔAA420420 * * FF

FF jeje faktor,faktor, ΔΔAA420420 == ((ΔΔAA11 –– ΔΔAA22))

absorbanceabsorbance kontrolníhokontrolního roztokuroztoku ((ΔΔAA22)) –– kompenzujekompenzuje absorbanciabsorbanci NPNP
vzniklouvzniklou spontánním,spontánním, neenzymovýmneenzymovým rozklademrozkladem substrátusubstrátu vlivemvlivem alkalickéhoalkalického
absorbanceabsorbance kontrolníhokontrolního roztokuroztoku ((ΔΔAA22)) –– kompenzujekompenzuje absorbanciabsorbanci NPNP
vzniklouvzniklou spontánním,spontánním, neenzymovýmneenzymovým rozklademrozkladem substrátusubstrátu vlivemvlivem alkalickéhoalkalického
prostředíprostředí

faktorfaktor FF ::

prostředíprostředí

faktorfaktor FF ::
11)) zz kalibračníhokalibračního roztokuroztoku bezbez ALPALP
22)) pomocípomocí molárnímolární absorbanceabsorbance 44--nitrofenolunitrofenolu
11)) zz kalibračníhokalibračního roztokuroztoku bezbez ALPALP
22)) pomocípomocí molárnímolární absorbanceabsorbance 44--nitrofenolunitrofenolu
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optimálníoptimální podmínkypodmínky stanovenístanovení ALPALPoptimálníoptimální podmínkypodmínky stanovenístanovení ALPALP
aktivitaaktivita aktivitaaktivitaaktivitaaktivitaaktivitaaktivita aktivitaaktivita

kostníkostní

jaterníjaterní

kostníkostní

jaterníjaterní

kostníkostní
jaterníjaterní

střevnístřevní

střevnístřevní střevnístřevní
NPP + sérumNPP + sérum

vlivvliv pHpHvlivvliv pHpH vlivvliv
koncentracekoncentrace MEGMEG
vlivvliv
koncentracekoncentrace MEGMEG

vlivvliv
koncentracekoncentrace NPPNPP
vlivvliv
koncentracekoncentrace NPPNPP

pHpH koncentrace MEG [mol.l-1]koncentrace MEG [mol.l-1] koncentrace NPP [mol.l-1]koncentrace NPP [mol.l-1]

koncentracekoncentrace MEGMEGkoncentracekoncentrace MEGMEG koncentracekoncentrace NPPNPPkoncentracekoncentrace NPPNPP
referenčníreferenční intervalinterval

fSfS--ALPALP [[μμkat/l]kat/l]:: mužimuži 00..9090 –– 22..2020,, ženyženy 00..7474 –– 22..1010,, dětiděti 11..2020 –– 66..3030

referenčníreferenční intervalinterval

fSfS--ALPALP [[μμkat/l]kat/l]:: mužimuži 00..9090 –– 22..2020,, ženyženy 00..7474 –– 22..1010,, dětiděti 11..2020 –– 66..3030
200200 dospělých,dospělých, 112112 chlapcůchlapců aa 152152 dívekdívek

opakovatelnostopakovatelnost aa reprodukovatelnostreprodukovatelnost

200200 dospělých,dospělých, 112112 chlapcůchlapců aa 152152 dívekdívek

opakovatelnostopakovatelnost aa reprodukovatelnostreprodukovatelnostpp pp

opakovatelnostopakovatelnost:: ověřenaověřena nana 1010 externíchexterních pracovištích,pracovištích, přesnostpřesnost vv sériisérii aa zeze
dnedne nana denden;;

ě éě é á íá í ýý áá

pp pp

opakovatelnostopakovatelnost:: ověřenaověřena nana 1010 externíchexterních pracovištích,pracovištích, přesnostpřesnost vv sériisérii aa zeze
dnedne nana denden;;

ě éě é á íá í ýý ááNN == 2020;; øø relrel.. směrodatnésměrodatné odchylkyodchylky:: 33..55 %% manuálnímanuální analýzaanalýza;; 22..55 %% analyzátoranalyzátor

reprodukovatelnostreprodukovatelnost:: nana 55 pracovištíchpracovištích;; 11..44 –– 44..22 %%

NN == 2020;; øø relrel.. směrodatnésměrodatné odchylkyodchylky:: 33..55 %% manuálnímanuální analýzaanalýza;; 22..55 %% analyzátoranalyzátor

reprodukovatelnostreprodukovatelnost:: nana 55 pracovištíchpracovištích;; 11..44 –– 44..22 %% 244244244244



soupravasouprava propro stanovenístanovení ALPALPsoupravasouprava propro stanovenístanovení ALPALP

činidločinidlo 11 ((66 lahviček)lahviček)
:: pevnápevná navážkanavážka substrátusubstrátu obsahujeobsahuje NPPNPP 11 1212 mmolmmol/lahvičku/lahvičku
činidločinidlo 11 ((66 lahviček)lahviček)
:: pevnápevná navážkanavážka substrátusubstrátu obsahujeobsahuje NPPNPP 11 1212 mmolmmol/lahvičku/lahvičku:: pevnápevná navážkanavážka substrátusubstrátu obsahujeobsahuje NPPNPP 11..1212 mmolmmol/lahvičku/lahvičku
:: roztokroztok substrátusubstrátu sese připravípřipraví rozpuštěnímrozpuštěním obsahuobsahu jednéjedné lahvičkylahvičky vv 55..00 mlml
destilovanédestilované vodyvody;; vv temnutemnu aa chladuchladu připři ++55 °°CC jeje roztokroztok stálýstálý asiasi 11 týdentýden

:: pevnápevná navážkanavážka substrátusubstrátu obsahujeobsahuje NPPNPP 11..1212 mmolmmol/lahvičku/lahvičku
:: roztokroztok substrátusubstrátu sese připravípřipraví rozpuštěnímrozpuštěním obsahuobsahu jednéjedné lahvičkylahvičky vv 55..00 mlml
destilovanédestilované vodyvody;; vv temnutemnu aa chladuchladu připři ++55 °°CC jeje roztokroztok stálýstálý asiasi 11 týdentýden

činidločinidlo 22 ((300300 ml)ml)
:: MEGMEG pufrpufr vv kapalnémkapalném stavustavu oo koncentracikoncentraci 00..5656 mol/l,mol/l, kterýkterý obsahujeobsahuje propro
činidločinidlo 22 ((300300 ml)ml)
:: MEGMEG pufrpufr vv kapalnémkapalném stavustavu oo koncentracikoncentraci 00..5656 mol/l,mol/l, kterýkterý obsahujeobsahuje propro
konzervacikonzervaci 55--brombrom--55--nitronitro--11,,33--dioxandioxan 00..33 mg/lmg/l aa NN--metylizothiazolonmetylizothiazolon 11 mg/lmg/l

činidločinidlo 33 ((22 ml)ml)

konzervacikonzervaci 55--brombrom--55--nitronitro--11,,33--dioxandioxan 00..33 mg/lmg/l aa NN--metylizothiazolonmetylizothiazolon 11 mg/lmg/l

činidločinidlo 33 ((22 ml)ml)(( ))
:: standardnístandardní roztokroztok NPNP vv ampuliampuli podpod NN22 obsahujícíobsahující NPNP 22..44 mmolmmol/l/l aa NaNa22EDTAEDTA
00..0505 g/lg/l

(( ))
:: standardnístandardní roztokroztok NPNP vv ampuliampuli podpod NN22 obsahujícíobsahující NPNP 22..44 mmolmmol/l/l aa NaNa22EDTAEDTA
00..0505 g/lg/l

skladsklad:: vv temnutemnu aa chladuchladu připři 22 –– 88 °°C,C, stálástálá 2424 měsícůměsícůskladsklad:: vv temnutemnu aa chladuchladu připři 22 –– 88 °°C,C, stálástálá 2424 měsícůměsíců

pracovnípracovní postuppostup:: vzájemnévzájemné objemovéobjemové poměrypoměry séra,séra, pufrupufru aa substrátusubstrátu jsoujsou
11::5050::55,, tedytedy 00..0202 ++ 11..0000 ++ 00..1010 mlml
pracovnípracovní postuppostup:: vzájemnévzájemné objemovéobjemové poměrypoměry séra,séra, pufrupufru aa substrátusubstrátu jsoujsou
11::5050::55,, tedytedy 00..0202 ++ 11..0000 ++ 00..1010 mlml
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význam pufru v význam pufru v bioanalýzebioanalýzevýznam pufru v význam pufru v bioanalýzebioanalýze

pufrpufr –– reakčníreakční prostředíprostředípufrpufr –– reakčníreakční prostředíprostředí

:: udrženíudržení pHpH (optimum)(optimum)
:: druhotnýdruhotný substrátsubstrát (enzymové(enzymové reakce)reakce)
:: modifikátorymodifikátory –– inhibitoryinhibitory aktivátoryaktivátory

:: udrženíudržení pHpH (optimum)(optimum)
:: druhotnýdruhotný substrátsubstrát (enzymové(enzymové reakce)reakce)
:: modifikátorymodifikátory –– inhibitoryinhibitory aktivátoryaktivátory:: modifikátorymodifikátory –– inhibitory,inhibitory, aktivátoryaktivátory:: modifikátorymodifikátory –– inhibitory,inhibitory, aktivátoryaktivátory

19001900,, FernbachFernbach aa HubertHubert:: částečněčástečně neutralizovanýneutralizovaný roztokroztok kyselinykyseliny fosforečnéfosforečné
působípůsobí jakojako ochranaochrana protiproti náhlýmnáhlým změnámzměnám kyselostikyselosti nebonebo alkalityalkality připři studiustudiu
19001900,, FernbachFernbach aa HubertHubert:: částečněčástečně neutralizovanýneutralizovaný roztokroztok kyselinykyseliny fosforečnéfosforečné
působípůsobí jakojako ochranaochrana protiproti náhlýmnáhlým změnámzměnám kyselostikyselosti nebonebo alkalityalkality připři studiustudiupůsobípůsobí jakojako ochranaochrana protiproti náhlýmnáhlým změnámzměnám kyselostikyselosti nebonebo alkalityalkality připři studiustudiu
enzymuenzymu amylázyamylázy
působípůsobí jakojako ochranaochrana protiproti náhlýmnáhlým změnámzměnám kyselostikyselosti nebonebo alkalityalkality připři studiustudiu
enzymuenzymu amylázyamylázy

výběr pufruvýběr pufruvýběr pufruvýběr pufruvýběr pufruvýběr pufruvýběr pufruvýběr pufru

základnízákladní charakteristikycharakteristiky:: disociačnídisociační konstantakonstanta kyselinykyseliny (složka)(složka);; pKpKaa
vlivuvlivu ředěníředění iontovéiontové sílysíly pufračnípufrační kapacitykapacity aa vlivuvlivu teplotyteploty nana pHpH
základnízákladní charakteristikycharakteristiky:: disociačnídisociační konstantakonstanta kyselinykyseliny (složka)(složka);; pKpKaa
vlivuvlivu ředěníředění iontovéiontové sílysíly pufračnípufrační kapacitykapacity aa vlivuvlivu teplotyteploty nana pHpHvlivuvlivu ředění,ředění, iontovéiontové síly,síly, pufračnípufrační kapacitykapacity aa vlivuvlivu teplotyteploty nana pHpH

rozsahrozsah pHpH :: pHpH == pKpKaa ±± 11,, přičemžpřičemž nejefektivnějšínejefektivnější jeje pufrpufr připři pHpH == pKpKaa

vlivuvlivu ředění,ředění, iontovéiontové síly,síly, pufračnípufrační kapacitykapacity aa vlivuvlivu teplotyteploty nana pHpH

rozsahrozsah pHpH :: pHpH == pKpKaa ±± 11,, přičemžpřičemž nejefektivnějšínejefektivnější jeje pufrpufr připři pHpH == pKpKaa
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kompatibilitakompatibilitakompatibilitakompatibilita

kompatibilita a synergický vliv pufrukompatibilita a synergický vliv pufrukompatibilita a synergický vliv pufrukompatibilita a synergický vliv pufru

pp

chemickáchemická
:: dobrádobrá rozpustnostrozpustnost veve voděvodě (nemají(nemají jiji barbiturany)barbiturany)

ůů 22 22 22 22 22 33

pp

chemickáchemická
:: dobrádobrá rozpustnostrozpustnost veve voděvodě (nemají(nemají jiji barbiturany)barbiturany)

ůů 22 22 22 22 22 33:: nekomplexovatnekomplexovat iontyionty kovůkovů (Ca(Ca22++,, MgMg22++,, MnMn22++,, ZnZn22++,, FeFe22++//33++ ajaj..))
:: netvořitnetvořit nerozpustnénerozpustné sloučeninysloučeniny (tedy(tedy nene uhličitany,uhličitany, fosforečnany,fosforečnany, citronany)citronany)
:: nereagovatnereagovat ss dalšímidalšími složkamisložkami systémusystému (bílkoviny,(bílkoviny, sacharidysacharidy ++ boritany)boritany)

:: nekomplexovatnekomplexovat iontyionty kovůkovů (Ca(Ca22++,, MgMg22++,, MnMn22++,, ZnZn22++,, FeFe22++//33++ ajaj..))
:: netvořitnetvořit nerozpustnénerozpustné sloučeninysloučeniny (tedy(tedy nene uhličitany,uhličitany, fosforečnany,fosforečnany, citronany)citronany)
:: nereagovatnereagovat ss dalšímidalšími složkamisložkami systémusystému (bílkoviny,(bílkoviny, sacharidysacharidy ++ boritany)boritany)gg yy ( y( y yy y)y)
:: nenáchylnýnenáchylný kk bakteriálníbakteriální kontaminacikontaminaci (tedy(tedy nene fosforečnany,fosforečnany, citronanycitronany ajaj..))

biochemickábiochemická

gg yy ( y( y yy y)y)
:: nenáchylnýnenáchylný kk bakteriálníbakteriální kontaminacikontaminaci (tedy(tedy nene fosforečnany,fosforečnany, citronanycitronany ajaj..))

biochemickábiochemickábiochemickábiochemická
:: ovlivňováníovlivňování aktivityaktivity některýchněkterých enzymůenzymů (fosforečnany(fosforečnany inhibujíinhibují fosfatázy,fosfatázy,
karboxylázy,karboxylázy, fosfoglukomutázyfosfoglukomutázy ajaj..))
:: interferenceinterference vv procesechprocesech oxidačníoxidační fosforylacefosforylace (barbiturany)(barbiturany)

biochemickábiochemická
:: ovlivňováníovlivňování aktivityaktivity některýchněkterých enzymůenzymů (fosforečnany(fosforečnany inhibujíinhibují fosfatázy,fosfatázy,
karboxylázy,karboxylázy, fosfoglukomutázyfosfoglukomutázy ajaj..))
:: interferenceinterference vv procesechprocesech oxidačníoxidační fosforylacefosforylace (barbiturany)(barbiturany):: interferenceinterference vv procesechprocesech oxidačníoxidační fosforylacefosforylace (barbiturany)(barbiturany)
:: antisepticitaantisepticita;; blokaceblokace aktivityaktivity většinyvětšiny enzymůenzymů (fenoly)(fenoly)
:: amfolytyamfolyty (obojetné(obojetné ionty)ionty) oxidoványoxidovány flavinovýmiflavinovými mononukleotidymononukleotidy (BICIN,(BICIN,
TRIS)TRIS)

:: interferenceinterference vv procesechprocesech oxidačníoxidační fosforylacefosforylace (barbiturany)(barbiturany)
:: antisepticitaantisepticita;; blokaceblokace aktivityaktivity většinyvětšiny enzymůenzymů (fenoly)(fenoly)
:: amfolytyamfolyty (obojetné(obojetné ionty)ionty) oxidoványoxidovány flavinovýmiflavinovými mononukleotidymononukleotidy (BICIN,(BICIN,
TRIS)TRIS)TRIS)TRIS)
:: reaktivníreaktivní aa inhibujícíinhibující pufrypufry (TRIS)(TRIS)
TRIS)TRIS)
:: reaktivníreaktivní aa inhibujícíinhibující pufrypufry (TRIS)(TRIS)

synergicitasynergicitasynergicitasynergicitasynergicitasynergicita

modifikacemodifikace –– aktivátor (GlyGly; fibrinogen) nebo sekundární substrát (MEG)aktivátor (GlyGly; fibrinogen) nebo sekundární substrát (MEG)

synergicitasynergicita

modifikacemodifikace –– aktivátor (GlyGly; fibrinogen) nebo sekundární substrát (MEG)aktivátor (GlyGly; fibrinogen) nebo sekundární substrát (MEG)
247247247247



íí ééíí ééhlavníhlavní bioanalytickébioanalytické pufrypufryhlavníhlavní bioanalytickébioanalytické pufrypufry

zkratkazkratka složenísložení ppKKaa

MESMES 22--(N(N--morfolin)etansulfonová kys.morfolin)etansulfonová kys. 6.16.1

BISBIS--TRISTRIS 22--bis(2bis(2--hydroxyetyl)aminohydroxyetyl)amino--22--(hydroxymetyl)(hydroxymetyl)--1,31,3--propandiolpropandiol 6.56.5

BESBES N,NN,N--bis(2bis(2--hydroxyetyl)hydroxyetyl)--22--aminoetansulfonová kys.aminoetansulfonová kys. 7.17.1

HEPESHEPES NN--(2(2--hydroxyetyl)piperazinhydroxyetyl)piperazin--NN´́--(2(2--etansulfonová kys )etansulfonová kys ) 7 57 5HEPESHEPES NN--(2(2--hydroxyetyl)piperazinhydroxyetyl)piperazin--NN --(2(2--etansulfonová kys.)etansulfonová kys.) 7.57.5

TRICINTRICIN NN--(2(2--hydroxy)hydroxy)--1,11,1--bis(hydroxymetyl)etylglycinbis(hydroxymetyl)etylglycin 8.18.1

BICINBICIN N,NN,N--bis(2bis(2--hydroxyetyl)glycinhydroxyetyl)glycin 8.38.3(( y y y )g yy y y )g y

AMPSOAMPSO 33--[(1,1[(1,1--dimetyldimetyl--22--hydroxyetyl)amino]hydroxyetyl)amino]--22--hydroxypropansulfonová k.hydroxypropansulfonová k. 9.09.0

CAPSOCAPSO 33--(cyklohexylamino)(cyklohexylamino)--22--hydroxyhydroxy--11--propansulfonová kys.propansulfonová kys. 9.69.6

CABSCABS 44--(cyklohexylamino)(cyklohexylamino)--11--butansulfonová kys.butansulfonová kys. 10.710.7
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analýza vybraných analytůanalýza vybraných analytů
é éé é

analýza vybraných analytůanalýza vybraných analytů
é éé é

XI.XI.XI.XI.

anorganické, organické analyty a bioanalytyanorganické, organické analyty a bioanalytyanorganické, organické analyty a bioanalytyanorganické, organické analyty a bioanalyty

amoniakamoniakamoniakamoniak

obsahobsah:: degradacedegradace aminokyselinaminokyselin vv játrechjátrech;; toxickýtoxický (CNS)(CNS) ⇒⇒ močovinamočovina
stanovenístanovení:: vv plazměplazmě;; referenčníreferenční intervalinterval 1111 –– 3535 μμMM
obsahobsah:: degradacedegradace aminokyselinaminokyselin vv játrechjátrech;; toxickýtoxický (CNS)(CNS) ⇒⇒ močovinamočovina
stanovenístanovení:: vv plazměplazmě;; referenčníreferenční intervalinterval 1111 –– 3535 μμMM

chemickéchemické metodymetody
provedeníprovedení:: amoniakamoniak alkalizován,alkalizován, vydělenvydělen aa absorbovánabsorbován dodo kyseléhokyselého roztokuroztoku ((ConwayovaConwayova
technika)technika)

chemickéchemické metodymetody
provedeníprovedení:: amoniakamoniak alkalizován,alkalizován, vydělenvydělen aa absorbovánabsorbován dodo kyseléhokyselého roztokuroztoku ((ConwayovaConwayova
technika)technika)
:: titrace,titrace, konduktometrie,konduktometrie, ISE,ISE, NesslerovoNesslerovo činidločinidlo (žluté)(žluté) nebonebo BerthelotovaBerthelotova reakcíreakcí
(reakce(reakce ss fenolemfenolem aa ss alkalk.. chlornanemchlornanem nana modrémodré chinoniminovéchinoniminové barvivo)barvivo)
pracnépracné aa neautomatizovatelnéneautomatizovatelné

:: titrace,titrace, konduktometrie,konduktometrie, ISE,ISE, NesslerovoNesslerovo činidločinidlo (žluté)(žluté) nebonebo BerthelotovaBerthelotova reakcíreakcí
(reakce(reakce ss fenolemfenolem aa ss alkalk.. chlornanemchlornanem nana modrémodré chinoniminovéchinoniminové barvivo)barvivo)
pracnépracné aa neautomatizovatelnéneautomatizovatelné

enzymovéenzymové metodymetody
enzymenzym: : glutamátdehydrogenázaglutamátdehydrogenáza (GLD)(GLD)
enzymovéenzymové metodymetody
enzymenzym: : glutamátdehydrogenázaglutamátdehydrogenáza (GLD)(GLD)

22--oxoglutarátoxoglutarát +  NH+  NH44
++ +  NADPH  +  NADPH  GLDGLD>> LL--glutamátglutamát +  NADP+  NADP++ +  H+  H22OO

:: poklespokles absorbanceabsorbance NADPHNADPH připři 340340 nebonebo 365365 nmnm

22--oxoglutarátoxoglutarát +  NH+  NH44
++ +  NADPH  +  NADPH  GLDGLD>> LL--glutamátglutamát +  NADP+  NADP++ +  H+  H22OO

:: poklespokles absorbanceabsorbance NADPHNADPH připři 340340 nebonebo 365365 nmnm

249249249249

provedeníprovedení:: TEATEA 150150 mMmM,, pHpH 88..66 ++ 22--oxoglutarátoxoglutarát 1515 mMmM,, ADPADP 11..55 mMmM,, GLDGLD minmin 800800
U/mlU/ml aa NADPHNADPH 00..1212 mMmM
provedeníprovedení:: TEATEA 150150 mMmM,, pHpH 88..66 ++ 22--oxoglutarátoxoglutarát 1515 mMmM,, ADPADP 11..55 mMmM,, GLDGLD minmin 800800
U/mlU/ml aa NADPHNADPH 00..1212 mMmM



fosfor, fosforečnanyfosfor, fosforečnany
obsahobsah:: anorganickéanorganické aa organickýchorganických fosforečnanyfosforečnany;; kostníkostní tkáň,tkáň, nukleovénukleové kyseliny,kyseliny,
fosfolipidyfosfolipidy koenzymykoenzymy ATPATP apodapod
obsahobsah:: anorganickéanorganické aa organickýchorganických fosforečnanyfosforečnany;; kostníkostní tkáň,tkáň, nukleovénukleové kyseliny,kyseliny,
fosfolipidyfosfolipidy koenzymykoenzymy ATPATP apodapodfosfolipidy,fosfolipidy, koenzymy,koenzymy, ATPATP apodapod
stanovenístanovení:: vv séruséru;; referenčníreferenční intervalinterval 00..77 –– 11..66 mMmM

chemickéchemické metodymetody

fosfolipidy,fosfolipidy, koenzymy,koenzymy, ATPATP apodapod
stanovenístanovení:: vv séruséru;; referenčníreferenční intervalinterval 00..77 –– 11..66 mMmM

chemickéchemické metodymetodyyy
anorganickéanorganické fosforečnanyfosforečnany::
:: reakcereakce ss molybdenanemmolybdenanem amonnýmamonným (bezbarvý(bezbarvý fosfomolybdenanovýfosfomolybdenanový komplex)komplex)
:: ss molybdenanemmolybdenanem aa vanadičnanemvanadičnanem amonnýmamonným (žlutý(žlutý komplexkomplex kyselinykyseliny

yy
anorganickéanorganické fosforečnanyfosforečnany::
:: reakcereakce ss molybdenanemmolybdenanem amonnýmamonným (bezbarvý(bezbarvý fosfomolybdenanovýfosfomolybdenanový komplex)komplex)
:: ss molybdenanemmolybdenanem aa vanadičnanemvanadičnanem amonnýmamonným (žlutý(žlutý komplexkomplex kyselinykyseliny
molybdátovanadátofosforečné)molybdátovanadátofosforečné);; hydrolyzujehydrolyzuje částečněčástečně ii organickéorganické esteryestery fosforufosforu aa tímtím
nadhodnocujenadhodnocuje stanovenístanovení anorganickéhoanorganického fosforečnanufosforečnanu

organickéorganické fosforečnanyfosforečnany:: popo mineralizacimineralizaci sraženýchsražených bílkovinbílkovin;; závisízávisí nana pHpH (silně(silně kyselékyselé

molybdátovanadátofosforečné)molybdátovanadátofosforečné);; hydrolyzujehydrolyzuje částečněčástečně ii organickéorganické esteryestery fosforufosforu aa tímtím
nadhodnocujenadhodnocuje stanovenístanovení anorganickéhoanorganického fosforečnanufosforečnanu

organickéorganické fosforečnanyfosforečnany:: popo mineralizacimineralizaci sraženýchsražených bílkovinbílkovin;; závisízávisí nana pHpH (silně(silně kyselékyseléorganickéorganické fosforečnanyfosforečnany:: popo mineralizacimineralizaci sraženýchsražených bílkovinbílkovin;; závisízávisí nana pHpH (silně(silně kyselékyselé
prostředí)prostředí)

provedeníprovedení:: deproteinacedeproteinace séraséra (silná(silná kyselina),kyselina), analýzaanalýza supernatantusupernatantu:: měřeníměření připři 340340 nmnm;;

organickéorganické fosforečnanyfosforečnany:: popo mineralizacimineralizaci sraženýchsražených bílkovinbílkovin;; závisízávisí nana pHpH (silně(silně kyselékyselé
prostředí)prostředí)

provedeníprovedení:: deproteinacedeproteinace séraséra (silná(silná kyselina),kyselina), analýzaanalýza supernatantusupernatantu:: měřeníměření připři 340340 nmnm;;pp pp (( y )y ) ýý pp pp
fosfomolybdenováfosfomolybdenová modřmodř (po(po redukciredukci chloridchlorid cínatý,cínatý, kyskys.. aminonaftalensulfonová,aminonaftalensulfonová, metylmetyl--
pp--aminofenolsulfát,aminofenolsulfát, síransíran železnatoželeznato--amonný,amonný, kyskys.. askorbováaskorbová ajaj.. )) připři 882882 nmnm;; kyselinakyselina
molybdátovanadátofosforečnámolybdátovanadátofosforečná připři 420420 nmnm

pp pp (( y )y ) ýý pp pp
fosfomolybdenováfosfomolybdenová modřmodř (po(po redukciredukci chloridchlorid cínatý,cínatý, kyskys.. aminonaftalensulfonová,aminonaftalensulfonová, metylmetyl--
pp--aminofenolsulfát,aminofenolsulfát, síransíran železnatoželeznato--amonný,amonný, kyskys.. askorbováaskorbová ajaj.. )) připři 882882 nmnm;; kyselinakyselina
molybdátovanadátofosforečnámolybdátovanadátofosforečná připři 420420 nmnm

enzymovéenzymové metodymetody
nekatalyzujínekatalyzují hydrolýzuhydrolýzu organickýchorganických esterůesterů fosforufosforu aa tímtím odpadáodpadá deproteinacedeproteinace vzorkuvzorku
:: glykogenfosforylázaglykogenfosforyláza fosfoglukomutázafosfoglukomutáza aa glukózaglukóza--66--fosfátdehydrogenázafosfátdehydrogenáza –– NADPHNADPH

enzymovéenzymové metodymetody
nekatalyzujínekatalyzují hydrolýzuhydrolýzu organickýchorganických esterůesterů fosforufosforu aa tímtím odpadáodpadá deproteinacedeproteinace vzorkuvzorku
:: glykogenfosforylázaglykogenfosforyláza fosfoglukomutázafosfoglukomutáza aa glukózaglukóza--66--fosfátdehydrogenázafosfátdehydrogenáza –– NADPHNADPH:: glykogenfosforyláza,glykogenfosforyláza, fosfoglukomutázafosfoglukomutáza aa glukózaglukóza--66--fosfátdehydrogenázafosfátdehydrogenáza –– NADPHNADPH
:: purinnukleosidfosforyláza,purinnukleosidfosforyláza, xanthinoxidázaxanthinoxidáza (peroxidázy)(peroxidázy) –– oxidačníoxidační kopulacekopulace
:: sacharózafosforylázasacharózafosforyláza –– NADHNADH

:: glykogenfosforyláza,glykogenfosforyláza, fosfoglukomutázafosfoglukomutáza aa glukózaglukóza--66--fosfátdehydrogenázafosfátdehydrogenáza –– NADPHNADPH
:: purinnukleosidfosforyláza,purinnukleosidfosforyláza, xanthinoxidázaxanthinoxidáza (peroxidázy)(peroxidázy) –– oxidačníoxidační kopulacekopulace
:: sacharózafosforylázasacharózafosforyláza –– NADHNADH
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hořčíkhořčík

obsahobsah:: 2121 –– 2828 gg nana ccacca 7070 kgkg ((6060 %% kostikosti 2020 %% svalysvaly 1919 %% jinéjiné tkánětkáně asiasi 11 %%

hořčíkhořčík

obsahobsah:: 2121 –– 2828 gg nana ccacca 7070 kgkg ((6060 %% kostikosti 2020 %% svalysvaly 1919 %% jinéjiné tkánětkáně asiasi 11 %%obsahobsah:: 2121 2828 gg nana ccacca 7070 kgkg ((6060 %% kosti,kosti, 2020 %% svaly,svaly, 1919 %% jinéjiné tkáně,tkáně, asiasi 11 %%
extracelulárníextracelulární tekutina)tekutina);; kofaktorkofaktor asiasi 300300 enzymůenzymů
stanovenístanovení:: vv séru/plazměséru/plazmě;; referenčníreferenční intervalinterval 00..6565 –– 11..0505 mMmM

obsahobsah:: 2121 2828 gg nana ccacca 7070 kgkg ((6060 %% kosti,kosti, 2020 %% svaly,svaly, 1919 %% jinéjiné tkáně,tkáně, asiasi 11 %%
extracelulárníextracelulární tekutina)tekutina);; kofaktorkofaktor asiasi 300300 enzymůenzymů
stanovenístanovení:: vv séru/plazměséru/plazmě;; referenčníreferenční intervalinterval 00..6565 –– 11..0505 mMmM

chemickéchemické metodymetody
AASAAS –– optimálníoptimální;; volnývolný MgMg22++ –– ISEISE
:: vv analyzátorechanalyzátorech –– fotometrickéfotometrické metodymetody ss calmagitemcalmagitem,, magonemmagonem......

chemickéchemické metodymetody
AASAAS –– optimálníoptimální;; volnývolný MgMg22++ –– ISEISE
:: vv analyzátorechanalyzátorech –– fotometrickéfotometrické metodymetody ss calmagitemcalmagitem,, magonemmagonem......

AASAAS::
provedeníprovedení:: roztokroztok LaClLaCl33 (spektrální(spektrální pufr,pufr, uvolňujeuvolňuje MgMg22++ zz fosforečnanovýchfosforečnanových komplexůkomplexů aa
ředíředí viskózníviskózní bílkoviny)bílkoviny) mámá koncentracikoncentraci 44 33 g/lg/l ss 1010 mlml konckonc HClHCl;; vzorekvzorek :: pufrupufru 11::5050 dodo

AASAAS::
provedeníprovedení:: roztokroztok LaClLaCl33 (spektrální(spektrální pufr,pufr, uvolňujeuvolňuje MgMg22++ zz fosforečnanovýchfosforečnanových komplexůkomplexů aa
ředíředí viskózníviskózní bílkoviny)bílkoviny) mámá koncentracikoncentraci 44 33 g/lg/l ss 1010 mlml konckonc HClHCl;; vzorekvzorek :: pufrupufru 11::5050 dodoředíředí viskózníviskózní bílkoviny)bílkoviny) mámá koncentracikoncentraci 44..33 g/lg/l ss 1010 mlml konckonc.. HClHCl;; vzorekvzorek :: pufrupufru 11::5050 dodo
plameneplamene (acetylén(acetylén--vzduch),vzduch), MgMg--výbojkavýbojka připři 285285..22 nmnm;; kalibračníkalibrační roztokyroztoky obsahujíobsahují
interferentyinterferenty NaNa++ aa KK++

eakceeakce ss magonemmagonem

ředíředí viskózníviskózní bílkoviny)bílkoviny) mámá koncentracikoncentraci 44..33 g/lg/l ss 1010 mlml konckonc.. HClHCl;; vzorekvzorek :: pufrupufru 11::5050 dodo
plameneplamene (acetylén(acetylén--vzduch),vzduch), MgMg--výbojkavýbojka připři 285285..22 nmnm;; kalibračníkalibrační roztokyroztoky obsahujíobsahují
interferentyinterferenty NaNa++ aa KK++

eakceeakce ss magonemmagonemreakcereakce ss magonemmagonem::
provedeníprovedení:: 1010 μμll séraséra ss 22 mlml pracovníhopracovního roztokuroztoku ((2020 mMmM borátovéhoborátového pufrupufru oo pHpH 99..55 aa
magonumagonu 00..2828 mMmM rozpuštěnéhorozpuštěného veve směsisměsi DMFDMF ss etanolemetanolem 55++100100),), výslednévýsledné pHpH ccacca 1111;;
jeje ovlivněnoovlivněno CaCa22++ aa těžkýmitěžkými kovykovy maskovánímaskování kyanidemkyanidem ++ fyziologickéfyziologické koncentracekoncentrace

reakcereakce ss magonemmagonem::
provedeníprovedení:: 1010 μμll séraséra ss 22 mlml pracovníhopracovního roztokuroztoku ((2020 mMmM borátovéhoborátového pufrupufru oo pHpH 99..55 aa
magonumagonu 00..2828 mMmM rozpuštěnéhorozpuštěného veve směsisměsi DMFDMF ss etanolemetanolem 55++100100),), výslednévýsledné pHpH ccacca 1111;;
jeje ovlivněnoovlivněno CaCa22++ aa těžkýmitěžkými kovykovy maskovánímaskování kyanidemkyanidem ++ fyziologickéfyziologické koncentracekoncentracejeje ovlivněnoovlivněno CaCa22++ aa těžkýmitěžkými kovykovy –– maskovánímaskování kyanidemkyanidem ++ fyziologickéfyziologické koncentracekoncentrace
iontůiontů CaCa22++,, NaNa++ aa KK++;; poklespokles absorbanceabsorbance modřemodře zbarvenéhozbarveného komplexukomplexu okolookolo 500500 nmnm

reakcereakce ss calmagitemcalmagitem::

jeje ovlivněnoovlivněno CaCa22++ aa těžkýmitěžkými kovykovy –– maskovánímaskování kyanidemkyanidem ++ fyziologickéfyziologické koncentracekoncentrace
iontůiontů CaCa22++,, NaNa++ aa KK++;; poklespokles absorbanceabsorbance modřemodře zbarvenéhozbarveného komplexukomplexu okolookolo 500500 nmnm

reakcereakce ss calmagitemcalmagitem::gg
provedeníprovedení:: vv částečněčástečně nevodnémnevodném prostředíprostředí ss 22--metylmetyl--22--aminoamino--11--propanolempropanolem;; maskovánímaskování
CaCa22++ EGTA,EGTA, měříměří sese připři 540540 nmnm

gg
provedeníprovedení:: vv částečněčástečně nevodnémnevodném prostředíprostředí ss 22--metylmetyl--22--aminoamino--11--propanolempropanolem;; maskovánímaskování
CaCa22++ EGTA,EGTA, měříměří sese připři 540540 nmnm

251251251251



hydrogenuhličitanyhydrogenuhličitanyhydrogenuhličitanyhydrogenuhličitany

obsahobsah:: krevkrev;; určeníurčení poruchporuch acidobazickéacidobazické rovnováhyrovnováhy
stanovenístanovení:: vv celécelé krvi,krvi, plazměplazmě ii séruséru jakojako COCO22 (po(po okyselení)okyselení);; referenčníreferenční intervalinterval závisízávisí
nana instrumentaci,instrumentaci, obvykleobvykle COCO22 vv kapilárníkapilární plazměplazmě asiasi 2222 –– 3131 mMmM

obsahobsah:: krevkrev;; určeníurčení poruchporuch acidobazickéacidobazické rovnováhyrovnováhy
stanovenístanovení:: vv celécelé krvi,krvi, plazměplazmě ii séruséru jakojako COCO22 (po(po okyselení)okyselení);; referenčníreferenční intervalinterval závisízávisí
nana instrumentaci,instrumentaci, obvykleobvykle COCO22 vv kapilárníkapilární plazměplazmě asiasi 2222 –– 3131 mMmM22

fyzikálnífyzikální metodymetody
plynnýplynný oxidoxid uhličitýuhličitý manometrickymanometricky;; pracnépracné aa nelzenelze automatizovatautomatizovat

22

fyzikálnífyzikální metodymetody
plynnýplynný oxidoxid uhličitýuhličitý manometrickymanometricky;; pracnépracné aa nelzenelze automatizovatautomatizovat

chemickéchemické metodymetody
kontinuálníkontinuální měřeníměření –– difúzedifúze COCO22 SiSi--membránoumembránou aa sorbcesorbce jakojako HCOHCO33

–– vv alkalickémalkalickém pufru,pufru,
pHpH 99..22 ss fenolftaleinemfenolftaleinem;; poklespokles zbarvenízbarvení (okyselení)(okyselení) fotometrickyfotometricky

chemickéchemické metodymetody
kontinuálníkontinuální měřeníměření –– difúzedifúze COCO22 SiSi--membránoumembránou aa sorbcesorbce jakojako HCOHCO33

–– vv alkalickémalkalickém pufru,pufru,
pHpH 99..22 ss fenolftaleinemfenolftaleinem;; poklespokles zbarvenízbarvení (okyselení)(okyselení) fotometrickyfotometrickypp ;; pp ( y )( y ) yy
elektrochemickéelektrochemické měřeníměření –– COCO22 elektroda,elektroda, parciálníparciální tlaktlak rozpuštěnéhorozpuštěného plynuplynu vv krvikrvi

enzymovéenzymové metodymetody
alkalizacealkalizace převedenípřevedení nana HCOHCO ––

pp ;; pp ( y )( y ) yy
elektrochemickéelektrochemické měřeníměření –– COCO22 elektroda,elektroda, parciálníparciální tlaktlak rozpuštěnéhorozpuštěného plynuplynu vv krvikrvi

enzymovéenzymové metodymetody
alkalizacealkalizace převedenípřevedení nana HCOHCO ––alkalizacealkalizace –– převedenípřevedení nana HCOHCO33

––

enzymyenzymy:: fosfoenolpyruvátkarboxylázoufosfoenolpyruvátkarboxylázou (PEPC),(PEPC), malátdehydrogenázamalátdehydrogenáza (MDH)(MDH)::

HCOHCO33
–– +  +  fosfoenolpyruvátfosfoenolpyruvát PEPCPEPC>> oxalacetátoxalacetát +  PO+  PO44

33––

alkalizacealkalizace –– převedenípřevedení nana HCOHCO33
––

enzymyenzymy:: fosfoenolpyruvátkarboxylázoufosfoenolpyruvátkarboxylázou (PEPC),(PEPC), malátdehydrogenázamalátdehydrogenáza (MDH)(MDH)::

HCOHCO33
–– +  +  fosfoenolpyruvátfosfoenolpyruvát PEPCPEPC>> oxalacetátoxalacetát +  PO+  PO44

33––
33 pypy 44

oxalacetátoxalacetát +  NADH  +  H+  NADH  +  H++ MDHMDH>> malátmalát +  NAD+  NAD++

provedeníprovedení:: alkalickýalkalický pufrpufr ccacca 7070 mMmM,, pHpH 88 ++ fosfoenolpyruvátfosfoenolpyruvát 88 mMmM,, NADHNADH 11..66 mMmM,,
ik biál íik biál í PEPCPEPC ii 1717 k tk t/l/l ik biál íik biál í MDHMDH ii 44 k tk t/l/l

33 pypy 44
oxalacetátoxalacetát +  NADH  +  H+  NADH  +  H++ MDHMDH>> malátmalát +  NAD+  NAD++

provedeníprovedení:: alkalickýalkalický pufrpufr ccacca 7070 mMmM,, pHpH 88 ++ fosfoenolpyruvátfosfoenolpyruvát 88 mMmM,, NADHNADH 11..66 mMmM,,
ik biál íik biál í PEPCPEPC ii 1717 k tk t/l/l ik biál íik biál í MDHMDH ii 44 k tk t/l/lmikrobiálnímikrobiální PEPCPEPC minmin 1717 μkatμkat/l/l aa mikrobiálnímikrobiální MDHMDH minmin 44 μkatμkat/l/l

1010 μlμl séra/plazmyséra/plazmy (temperovaná(temperovaná kyveta)kyveta) ++ 11 mlml činidla,činidla, inkubaceinkubace 55 minmin připři 3737 °°C,C,
absorbanceabsorbance připři 340340 nmnm

mikrobiálnímikrobiální PEPCPEPC minmin 1717 μkatμkat/l/l aa mikrobiálnímikrobiální MDHMDH minmin 44 μkatμkat/l/l
1010 μlμl séra/plazmyséra/plazmy (temperovaná(temperovaná kyveta)kyveta) ++ 11 mlml činidla,činidla, inkubaceinkubace 55 minmin připři 3737 °°C,C,
absorbanceabsorbance připři 340340 nmnm 252252252252



chloridychloridychloridychloridy

obsahobsah: hlavní extracelulární aniont (67 %) : hlavní extracelulární aniont (67 %) 
stanovenístanovení: v séru i plazmě; referenční interval v séru je 98 : v séru i plazmě; referenční interval v séru je 98 –– 107 107 mMmM
titracetitrace: : 

obsahobsah: hlavní extracelulární aniont (67 %) : hlavní extracelulární aniont (67 %) 
stanovenístanovení: v séru i plazmě; referenční interval v séru je 98 : v séru i plazmě; referenční interval v séru je 98 –– 107 107 mMmM
titracetitrace: : 

2 Cl2 Cl–– + + HgHg(NO(NO33))22 ⇒⇒ HgClHgCl22 +  2 NO+  2 NO33
––

provedeníprovedení:: vv kyselémkyselém prostředí,prostředí, roztokemroztokem dusičnanudusičnanu rtuťnatéhortuťnatého 55 mMmM,, vzorkemvzorkem jeje 00..2020

2 Cl2 Cl–– + + HgHg(NO(NO33))22 ⇒⇒ HgClHgCl22 +  2 NO+  2 NO33
––

provedeníprovedení:: vv kyselémkyselém prostředí,prostředí, roztokemroztokem dusičnanudusičnanu rtuťnatéhortuťnatého 55 mMmM,, vzorkemvzorkem jeje 00..2020
mlml séra,séra, indikátoremindikátorem jeje difenylkarbazondifenylkarbazon 2020 mMmM vv etanoluetanolu

spektrofotometriespektrofotometrie: : 

mlml séra,séra, indikátoremindikátorem jeje difenylkarbazondifenylkarbazon 2020 mMmM vv etanoluetanolu

spektrofotometriespektrofotometrie: : 
2 Cl2 Cl–– +  +  HgHg(SCN)(SCN)22 ⇒⇒ HgClHgCl22 +  2 SCN+  2 SCN––

SCNSCN–– +  Fe+  Fe3+3+ ⇒⇒ FeFe(SCN)(SCN)2+2+

provedeníprovedení:: měříměří sese kolemkolem 500500 nmnm (červený(červený produkt),produkt), rozsahrozsah 8080 –– 125125 mMmM,, kalibracekalibrace

2 Cl2 Cl–– +  +  HgHg(SCN)(SCN)22 ⇒⇒ HgClHgCl22 +  2 SCN+  2 SCN––

SCNSCN–– +  Fe+  Fe3+3+ ⇒⇒ FeFe(SCN)(SCN)2+2+

provedeníprovedení:: měříměří sese kolemkolem 500500 nmnm (červený(červený produkt),produkt), rozsahrozsah 8080 –– 125125 mMmM,, kalibracekalibrace
nenínení lineární,lineární, linearitalinearita konstantnímkonstantním množstvímmnožstvím HgHg(NO(NO33))22 kterýkterý váževáže ccacca 6060 mmolmmol ClCl–– nana
11 LL chloridůchloridů

coulometriecoulometrie::

nenínení lineární,lineární, linearitalinearita konstantnímkonstantním množstvímmnožstvím HgHg(NO(NO33))22 kterýkterý váževáže ccacca 6060 mmolmmol ClCl–– nana
11 LL chloridůchloridů

coulometriecoulometrie::coulometriecoulometrie::
AgAg++ +  Cl+  Cl–– ⇒⇒ AgClAgCl

provedeníprovedení:: generovánígenerování AgAg++ konstantníkonstantní rychlostírychlostí zz anodyanody ažaž dodo ekvivalenceekvivalence.. obsahobsah
chloridůchloridů jeje protoproto přímopřímo úměrnýúměrný měřenémuměřenému časučasu;; kyselékyselé prostředíprostředí (lepší(lepší vodivost)vodivost) zaza

coulometriecoulometrie::
AgAg++ +  Cl+  Cl–– ⇒⇒ AgClAgCl

provedeníprovedení:: generovánígenerování AgAg++ konstantníkonstantní rychlostírychlostí zz anodyanody ažaž dodo ekvivalenceekvivalence.. obsahobsah
chloridůchloridů jeje protoproto přímopřímo úměrnýúměrný měřenémuměřenému časučasu;; kyselékyselé prostředíprostředí (lepší(lepší vodivost)vodivost) zazachloridůchloridů jeje protoproto přímopřímo úměrnýúměrný měřenémuměřenému časučasu;; kyselékyselé prostředíprostředí (lepší(lepší vodivost)vodivost) zaza
přítomnostipřítomnosti želatinyželatiny nebonebo polyvinylalkoholupolyvinylalkoholu ((reprodukovatenostreprodukovatenost))
chloridůchloridů jeje protoproto přímopřímo úměrnýúměrný měřenémuměřenému časučasu;; kyselékyselé prostředíprostředí (lepší(lepší vodivost)vodivost) zaza
přítomnostipřítomnosti želatinyželatiny nebonebo polyvinylalkoholupolyvinylalkoholu ((reprodukovatenostreprodukovatenost))
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měďměď

obsahobsah: metaloenzymy, v plazmě z 95 % na ceruloplasmin: metaloenzymy, v plazmě z 95 % na ceruloplasmin
íí é č íé č í žž žž

měďměď

obsahobsah: metaloenzymy, v plazmě z 95 % na ceruloplasmin: metaloenzymy, v plazmě z 95 % na ceruloplasmin
íí é č íé č í žž žžstanovenístanovení: v séru; referenční interval (: v séru; referenční interval (μμmol/l) 10.1 mol/l) 10.1 –– 18.4 (muži), 11.3 18.4 (muži), 11.3 –– 25.2 (ženy)25.2 (ženy)

AASAAS::
: stačí pouze zředění vzorku: stačí pouze zředění vzorku

stanovenístanovení: v séru; referenční interval (: v séru; referenční interval (μμmol/l) 10.1 mol/l) 10.1 –– 18.4 (muži), 11.3 18.4 (muži), 11.3 –– 25.2 (ženy)25.2 (ženy)

AASAAS::
: stačí pouze zředění vzorku: stačí pouze zředění vzorku: stačí pouze zředění vzorku: stačí pouze zředění vzorku

reakce s bathocuproinemreakce s bathocuproinem::
provedeníprovedení:: deproteinacedeproteinace ++ redukčníredukční činidločinidlo (hydroxylamin(hydroxylamin nebonebo pyrosiřičitanpyrosiřičitan vv kombinacikombinaci

: stačí pouze zředění vzorku: stačí pouze zředění vzorku

reakce s bathocuproinemreakce s bathocuproinem::
provedeníprovedení:: deproteinacedeproteinace ++ redukčníredukční činidločinidlo (hydroxylamin(hydroxylamin nebonebo pyrosiřičitanpyrosiřičitan vv kombinacikombinaci
ss pp--(N(N--metyl)aminofenolem),metyl)aminofenolem), odstředíodstředí se,se, supernatantsupernatant sese odměříodměří dodo dalšídalší zkumavkyzkumavky aa
přidápřidá sese roztokroztok bathocuproinubathocuproinu;; vv silněsilně kyselémkyselém prostředíprostředí oranžověoranžově zbarvenýzbarvený komplexkomplex sese
měříměří kolemkolem 480480 nmnm

č ěč ě á i íá i í či ěči ě klkl EDTAEDTA éé dd i ki k

ss pp--(N(N--metyl)aminofenolem),metyl)aminofenolem), odstředíodstředí se,se, supernatantsupernatant sese odměříodměří dodo dalšídalší zkumavkyzkumavky aa
přidápřidá sese roztokroztok bathocuproinubathocuproinu;; vv silněsilně kyselémkyselém prostředíprostředí oranžověoranžově zbarvenýzbarvený komplexkomplex sese
měříměří kolemkolem 480480 nmnm

č ěč ě á i íá i í či ěči ě klkl EDTAEDTA éé dd i ki k:: značněznačně závisízávisí nana čistotěčistotě sklaskla;; EDTA,EDTA, promytépromyté vodouvodou ss amoniakemamoniakem:: značněznačně závisízávisí nana čistotěčistotě sklaskla;; EDTA,EDTA, promytépromyté vodouvodou ss amoniakemamoniakem

zinekzinek
obsahobsah:: metaloenzymymetaloenzymy

zinekzinek
obsahobsah:: metaloenzymymetaloenzymyobsahobsah:: metaloenzymymetaloenzymy
stanovenístanovení:: vv plazmě,plazmě, séru,séru, slináchslinách aa močimoči;; referenčníreferenční intervalinterval (sérum)(sérum) 1010 –– 2020 μμMM

spektrofotometriespektrofotometrie ss 55--BrBr--PAPSPAPS

obsahobsah:: metaloenzymymetaloenzymy
stanovenístanovení:: vv plazmě,plazmě, séru,séru, slináchslinách aa močimoči;; referenčníreferenční intervalinterval (sérum)(sérum) 1010 –– 2020 μμMM

spektrofotometriespektrofotometrie ss 55--BrBr--PAPSPAPSpp
provedeníprovedení:: 22--((55--brombrom--22--pyridylazo)pyridylazo)--55--(N(N--nn--propylpropyl--NN--33--sulfopropylamino)fenolsulfopropylamino)fenol připři pHpH 88..66
++ maskovadlamaskovadla (další(další endogenníendogenní kovy),kovy), měříměří sese připři 560560 nm,nm, málomálo citlivécitlivé

pp
provedeníprovedení:: 22--((55--brombrom--22--pyridylazo)pyridylazo)--55--(N(N--nn--propylpropyl--NN--33--sulfopropylamino)fenolsulfopropylamino)fenol připři pHpH 88..66
++ maskovadlamaskovadla (další(další endogenníendogenní kovy),kovy), měříměří sese připři 560560 nm,nm, málomálo citlivécitlivé

AASAAS
provedeníprovedení:: vzorekvzorek sese ředíředí 55xx 55%% glycerolem,glycerolem, měříměří sese připři 213213..88 nmnm;; močmoč jenjen zeze 2424 hh
sběru,sběru, močmoč jeje lzelze dodo plameneplamene přímopřímo;; komplikacekomplikace vysokývysoký obsahobsah solísolí vv močimoči

AASAAS
provedeníprovedení:: vzorekvzorek sese ředíředí 55xx 55%% glycerolem,glycerolem, měříměří sese připři 213213..88 nmnm;; močmoč jenjen zeze 2424 hh
sběru,sběru, močmoč jeje lzelze dodo plameneplamene přímopřímo;; komplikacekomplikace vysokývysoký obsahobsah solísolí vv močimoči 254254254254



vápníkvápník
obsahobsah:: kostníkostní tkáňtkáň ((9999 %%),), extracelulárníextracelulární tekutina,tekutina, aktivníaktivní pouzepouze volnývolný CaCa22++

stanovenístanovení:: vv séruséru jenjen volnývolný nebonebo ii vázanývázaný;; referenčníreferenční intervalinterval 22 11 –– 22 66 mMmM

vápníkvápník
obsahobsah:: kostníkostní tkáňtkáň ((9999 %%),), extracelulárníextracelulární tekutina,tekutina, aktivníaktivní pouzepouze volnývolný CaCa22++

stanovenístanovení:: vv séruséru jenjen volnývolný nebonebo ii vázanývázaný;; referenčníreferenční intervalinterval 22 11 –– 22 66 mMmMstanovenístanovení:: vv séru,séru, jenjen volnývolný nebonebo ii vázanývázaný;; referenčníreferenční intervalinterval 22..11 22..66 mMmM

reakcereakce ss oo--kresolftaleinkomplexonemkresolftaleinkomplexonem::
provedeníprovedení:: pHpH 1212 vv prostředíprostředí organickéorganické bázebáze ((22--aminoamino--22--metylmetyl--11--propanol,propanol, 22--

stanovenístanovení:: vv séru,séru, jenjen volnývolný nebonebo ii vázanývázaný;; referenčníreferenční intervalinterval 22..11 22..66 mMmM

reakcereakce ss oo--kresolftaleinkomplexonemkresolftaleinkomplexonem::
provedeníprovedení:: pHpH 1212 vv prostředíprostředí organickéorganické bázebáze ((22--aminoamino--22--metylmetyl--11--propanol,propanol, 22--provedeníprovedení:: pHpH 1212 vv prostředíprostředí organickéorganické bázebáze ((22 aminoamino 22 metylmetyl 11 propanol,propanol, 22
etylaminoetanol)etylaminoetanol);; měříměří sese připři 580580 nm,nm, 88--hydroxychinolinhydroxychinolin potlačujepotlačuje interferenceinterference hořčíkuhořčíku

reakcereakce ss arsenazemarsenazem IIIIII::

provedeníprovedení:: pHpH 1212 vv prostředíprostředí organickéorganické bázebáze ((22 aminoamino 22 metylmetyl 11 propanol,propanol, 22
etylaminoetanol)etylaminoetanol);; měříměří sese připři 580580 nm,nm, 88--hydroxychinolinhydroxychinolin potlačujepotlačuje interferenceinterference hořčíkuhořčíku

reakcereakce ss arsenazemarsenazem IIIIII::
provedeníprovedení:: imidazolovýimidazolový pufrpufr pHpH 66,, modrýmodrý komplex,komplex, měříměří sese kolemkolem 650650 nmnm;; specifickéspecifické
detergentydetergenty potlačujípotlačují interferenceinterference bílkovinbílkovin
provedeníprovedení:: imidazolovýimidazolový pufrpufr pHpH 66,, modrýmodrý komplex,komplex, měříměří sese kolemkolem 650650 nmnm;; specifickéspecifické
detergentydetergenty potlačujípotlačují interferenceinterference bílkovinbílkovin

AASAAS::
provedeníprovedení:: podobněpodobně jakojako hořčík,hořčík, měříměří sese CaCa--lampoulampou připři 422422..77 nm,nm, drahé,drahé, vyššívyšší přesnostpřesnost
ii správnostsprávnost

AASAAS::
provedeníprovedení:: podobněpodobně jakojako hořčík,hořčík, měříměří sese CaCa--lampoulampou připři 422422..77 nm,nm, drahé,drahé, vyššívyšší přesnostpřesnost
ii správnostsprávnost

ISEISE::
:: měříměří sese aktivitaaktivita CaCa22++,, závisízávisí hlavněhlavně nana iontovéiontové silesile (Na(Na++ aa ClCl––)) –– kalibrátorykalibrátory
ISEISE::
:: měříměří sese aktivitaaktivita CaCa22++,, závisízávisí hlavněhlavně nana iontovéiontové silesile (Na(Na++ aa ClCl––)) –– kalibrátorykalibrátory

255255255255



draslíkdraslík

obsahobsah:: KK++ hlavnímhlavním intracelulárnímintracelulárním kationtemkationtem ((44..66 mMmM))

draslíkdraslík

obsahobsah:: KK++ hlavnímhlavním intracelulárnímintracelulárním kationtemkationtem ((44..66 mMmM))(( ))
stanovenístanovení:: veve všechvšech tělníchtělních tekutinách,tekutinách, nejčastějinejčastěji vv plazměplazmě aa vv séru,séru, silněsilně rušíruší hemolýzahemolýza;;
referenčníreferenční hodnotyhodnoty vv séruséru jsoujsou 33..88 –– 55..22 mMmM

éé t dt d

(( ))
stanovenístanovení:: veve všechvšech tělníchtělních tekutinách,tekutinách, nejčastějinejčastěji vv plazměplazmě aa vv séru,séru, silněsilně rušíruší hemolýzahemolýza;;
referenčníreferenční hodnotyhodnoty vv séruséru jsoujsou 33..88 –– 55..22 mMmM

éé t dt denzymovéenzymové metodymetody
enzymyenzymy:: tryptofanázatryptofanáza (TR),(TR), glutamátdehydrogenázaglutamátdehydrogenáza (GLD)(GLD)

tryptofan + pyridoxaltryptofan + pyridoxal--55--fosfátfosfát TRTR;; >> indolindol ++ pyruvátpyruvát + NH+ NH44
++

enzymovéenzymové metodymetody
enzymyenzymy:: tryptofanázatryptofanáza (TR),(TR), glutamátdehydrogenázaglutamátdehydrogenáza (GLD)(GLD)

tryptofan + pyridoxaltryptofan + pyridoxal--55--fosfátfosfát TRTR;; >> indolindol ++ pyruvátpyruvát + NH+ NH44
++KK++KK++tryptofan + pyridoxaltryptofan + pyridoxal 55 fosfát  fosfát  >> indol indol + + pyruvátpyruvát + NH+ NH44

NHNH44
++ + 2+ 2--oxoglutarátoxoglutarát + NADPH + H+ NADPH + H++ GLDGLD>> glutamátglutamát + NADP+ NADP++

enzymyenzymy: : pyruvátkinázapyruvátkináza (PK), (PK), laktátdehydrogenázalaktátdehydrogenáza (LDH)(LDH)

tryptofan + pyridoxaltryptofan + pyridoxal 55 fosfát  fosfát  >> indol indol + + pyruvátpyruvát + NH+ NH44
NHNH44

++ + 2+ 2--oxoglutarátoxoglutarát + NADPH + H+ NADPH + H++ GLDGLD>> glutamátglutamát + NADP+ NADP++

enzymyenzymy: : pyruvátkinázapyruvátkináza (PK), (PK), laktátdehydrogenázalaktátdehydrogenáza (LDH)(LDH)

fosfoenolpyruvátfosfoenolpyruvát + ADP + ADP PKPK;; >> pyruvátpyruvát + ATP+ ATP
pyruvátpyruvát + NADH + H+ NADH + H++ LDHLDH>> laktát + NADlaktát + NAD++

íž ííž í kk NN k dk d

fosfoenolpyruvátfosfoenolpyruvát + ADP + ADP PKPK;; >> pyruvátpyruvát + ATP+ ATP
pyruvátpyruvát + NADH + H+ NADH + H++ LDHLDH>> laktát + NADlaktát + NAD++

íž ííž í kk NN k dk d

KK++KK++

:: sníženísnížení koncentracekoncentrace NaNa++ kryptandemkryptandem

chemickéchemické metodymetody
stanovenístanovení AESAES::

:: sníženísnížení koncentracekoncentrace NaNa++ kryptandemkryptandem

chemickéchemické metodymetody
stanovenístanovení AESAES::stanovenístanovení AESAES::
provedeníprovedení:: sérumsérum sese ředíředí spektrálnímspektrálním pufrempufrem (lithiovým(lithiovým nebonebo cesiovým,cesiovým, stabilizujestabilizuje
efektivníefektivní teplotuteplotu plameneplamene;; aniontovéaniontové tenzidytenzidy BrijBrij 3535 nebonebo SteroxSterox SESE propro lepšílepší atomizaci)atomizaci);;
plamenplamen propanpropan--vzduchvzduch;; Na,Na, K,K, LiLi aa CsCs ss ostrýmiostrými čaramičarami připři 589589 nmnm,, 768768,, 671671 aa 852852 nmnm

stanovenístanovení AESAES::
provedeníprovedení:: sérumsérum sese ředíředí spektrálnímspektrálním pufrempufrem (lithiovým(lithiovým nebonebo cesiovým,cesiovým, stabilizujestabilizuje
efektivníefektivní teplotuteplotu plameneplamene;; aniontovéaniontové tenzidytenzidy BrijBrij 3535 nebonebo SteroxSterox SESE propro lepšílepší atomizaci)atomizaci);;
plamenplamen propanpropan--vzduchvzduch;; Na,Na, K,K, LiLi aa CsCs ss ostrýmiostrými čaramičarami připři 589589 nmnm,, 768768,, 671671 aa 852852 nmnmplamenplamen propanpropan vzduchvzduch;; Na,Na, K,K, LiLi aa CsCs ss ostrýmiostrými čaramičarami připři 589589 nmnm,, 768768,, 671671 aa 852852 nmnm

stanovenístanovení pomocípomocí ISEISE::
:: elektrodaelektroda ss kapalnoukapalnou membránoumembránou

plamenplamen propanpropan vzduchvzduch;; Na,Na, K,K, LiLi aa CsCs ss ostrýmiostrými čaramičarami připři 589589 nmnm,, 768768,, 671671 aa 852852 nmnm

stanovenístanovení pomocípomocí ISEISE::
:: elektrodaelektroda ss kapalnoukapalnou membránoumembránou 256256256256



sodíksodíksodíksodík

obsahobsah: Na: Na++ hlavním extracelulárním kationtem (hlavním extracelulárním kationtem (ccacca 142 142 mMmM))
stanovenístanovení:: veve všechvšech tělníchtělních tekutinách,tekutinách, nejčastějinejčastěji vv plazměplazmě aa vv séru,séru, silněsilně rušíruší hemolýzahemolýza;;
referenčníreferenční hodnotyhodnoty vv séruséru 132132 142142 mMmM

obsahobsah: Na: Na++ hlavním extracelulárním kationtem (hlavním extracelulárním kationtem (ccacca 142 142 mMmM))
stanovenístanovení:: veve všechvšech tělníchtělních tekutinách,tekutinách, nejčastějinejčastěji vv plazměplazmě aa vv séru,séru, silněsilně rušíruší hemolýzahemolýza;;
referenčníreferenční hodnotyhodnoty vv séruséru 132132 142142 mMmMreferenčníreferenční hodnotyhodnoty vv séruséru 132132 –– 142142 mMmM

enzymové metodyenzymové metody
enzymyenzymy:: ββ--galaktosidázagalaktosidáza ((ββGD)GD)

referenčníreferenční hodnotyhodnoty vv séruséru 132132 –– 142142 mMmM

enzymové metodyenzymové metody
enzymyenzymy:: ββ--galaktosidázagalaktosidáza ((ββGD)GD)enzymyenzymy: : ββ galaktosidázagalaktosidáza ((ββGD)GD)

22--nitrofenylnitrofenyl--ββ--DD--galaktopyranosidgalaktopyranosid βGCβGC;; >> galaktóza galaktóza + 2+ 2--nitrofenolnitrofenol

enzymyenzymy: : ββ galaktosidázagalaktosidáza ((ββGD)GD)

22--nitrofenylnitrofenyl--ββ--DD--galaktopyranosidgalaktopyranosid βGCβGC;; >> galaktóza galaktóza + 2+ 2--nitrofenolnitrofenolNaNa++NaNa++

22--nitrofenolnitrofenol (chromofor)(chromofor) sese měříměří kinetickykineticky připři 420420 nmnm,, sníženísnížení obsahuobsahu NaNa++ nana měřitelnéměřitelné
hodnotyhodnoty sese používápoužívá kryptandkryptand,, napřnapř.. KryptofixKryptofix 221221
22--nitrofenolnitrofenol (chromofor)(chromofor) sese měříměří kinetickykineticky připři 420420 nmnm,, sníženísnížení obsahuobsahu NaNa++ nana měřitelnéměřitelné
hodnotyhodnoty sese používápoužívá kryptandkryptand,, napřnapř.. KryptofixKryptofix 221221

chemické metodychemické metody
AESAES: : 
jako draslíkjako draslík

chemické metodychemické metody
AESAES: : 
jako draslíkjako draslíkjj

ISEISE: : 
elektroda se skleněnou membránouelektroda se skleněnou membránou

jj

ISEISE: : 
elektroda se skleněnou membránouelektroda se skleněnou membránou

257257257257



barbituranybarbiturany

obsahobsah:: léčivaléčiva (sedativa)(sedativa)
íí éé čč ž č íž č í

barbituranybarbiturany

obsahobsah:: léčivaléčiva (sedativa)(sedativa)
íí éé čč ž č íž č ístanovenístanovení:: vv séruséru (kontrola(kontrola medikace),medikace), vv močimoči nebonebo vv žaludečnímžaludečním obsahuobsahu (otrava)(otrava)

chemickéchemické metodymetody
l ál á h t fih t fi

stanovenístanovení:: vv séruséru (kontrola(kontrola medikace),medikace), vv močimoči nebonebo vv žaludečnímžaludečním obsahuobsahu (otrava)(otrava)

chemickéchemické metodymetody
l ál á h t fih t fiplynováplynová chromatografiechromatografie::

provedeníprovedení:: kk séruséru sese přidápřidá aprobarbitalaprobarbital (vnitřní(vnitřní standard),standard), dvojitádvojitá extrakceextrakce dietyleteremdietyleterem,,
odvodněníodvodnění síranemsíranem sodnýmsodným aa odpařeníodpaření dosuchadosucha;; odparekodparek sese rozpustírozpustí vv etylacetátuetylacetátu;; GCGC
separaceseparace kapilárníkapilární kolonakolona ss kotvenoukotvenou fázífází (WCOT)(WCOT) plamenovýplamenový ionizačníionizační detektordetektor

plynováplynová chromatografiechromatografie::
provedeníprovedení:: kk séruséru sese přidápřidá aprobarbitalaprobarbital (vnitřní(vnitřní standard),standard), dvojitádvojitá extrakceextrakce dietyleteremdietyleterem,,
odvodněníodvodnění síranemsíranem sodnýmsodným aa odpařeníodpaření dosuchadosucha;; odparekodparek sese rozpustírozpustí vv etylacetátuetylacetátu;; GCGC
separaceseparace kapilárníkapilární kolonakolona ss kotvenoukotvenou fázífází (WCOT)(WCOT) plamenovýplamenový ionizačníionizační detektordetektorseparaceseparace –– kapilárníkapilární kolonakolona ss kotvenoukotvenou fázífází (WCOT),(WCOT), plamenovýplamenový ionizačníionizační detektor,detektor,
nosnýnosný plynplyn ArAr nebonebo HeHe;; analýzaanalýza různýchrůzných typůtypů barbituranůbarbituranů (tzv(tzv.. rychle,rychle, středněstředně aa
dlouhodobědlouhodobě působící)působící)

separaceseparace –– kapilárníkapilární kolonakolona ss kotvenoukotvenou fázífází (WCOT),(WCOT), plamenovýplamenový ionizačníionizační detektor,detektor,
nosnýnosný plynplyn ArAr nebonebo HeHe;; analýzaanalýza různýchrůzných typůtypů barbituranůbarbituranů (tzv(tzv.. rychle,rychle, středněstředně aa
dlouhodobědlouhodobě působící)působící)

titračnítitrační analýzaanalýza::
provedeníprovedení:: extrakceextrakce směsísměsí fosforečnanovéhofosforečnanového pufrupufru pHpH 77 aa chloroformuchloroformu;; kk organickéorganické fázifázi
sese přidápřidá opětopět pufrpufr aa chloridchlorid rtuťnatýrtuťnatý znovuznovu sese protřepeprotřepe aa odstředíodstředí sese;; organickáorganická fázefáze sese

titračnítitrační analýzaanalýza::
provedeníprovedení:: extrakceextrakce směsísměsí fosforečnanovéhofosforečnanového pufrupufru pHpH 77 aa chloroformuchloroformu;; kk organickéorganické fázifázi
sese přidápřidá opětopět pufrpufr aa chloridchlorid rtuťnatýrtuťnatý znovuznovu sese protřepeprotřepe aa odstředíodstředí sese;; organickáorganická fázefáze sesesese přidápřidá opětopět pufrpufr aa chloridchlorid rtuťnatý,rtuťnatý, znovuznovu sese protřepeprotřepe aa odstředíodstředí sese;; organickáorganická fázefáze sese
titrujetitruje roztokemroztokem difenylthiokarbazonudifenylthiokarbazonu ((dithizondithizon),), přechodpřechod zz fialovéfialové (komplex(komplex [Hg[Hg22++--
barbituranbarbituran])]) dodo oranžovéoranžové (komplex(komplex [Hg[Hg22++--dithizondithizon])]);; interferujíinterferují zejménazejména hydantoinyhydantoiny aa
cyklickécyklické imidyimidy kyselinykyseliny glutarovéglutarové

sese přidápřidá opětopět pufrpufr aa chloridchlorid rtuťnatý,rtuťnatý, znovuznovu sese protřepeprotřepe aa odstředíodstředí sese;; organickáorganická fázefáze sese
titrujetitruje roztokemroztokem difenylthiokarbazonudifenylthiokarbazonu ((dithizondithizon),), přechodpřechod zz fialovéfialové (komplex(komplex [Hg[Hg22++--
barbituranbarbituran])]) dodo oranžovéoranžové (komplex(komplex [Hg[Hg22++--dithizondithizon])]);; interferujíinterferují zejménazejména hydantoinyhydantoiny aa
cyklickécyklické imidyimidy kyselinykyseliny glutarovéglutarovécyklickécyklické imidyimidy kyselinykyseliny glutarovéglutarovécyklickécyklické imidyimidy kyselinykyseliny glutarovéglutarové
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bilirubin a jeho esterybilirubin a jeho esterybilirubin a jeho esterybilirubin a jeho estery

obsahobsah:: metabolizmusmetabolizmus hemuhemu přespřes biliverdinbiliverdin nana bilirubinbilirubin aa konjugátykonjugáty (estery(estery monomono-- aa
diglukuronidy)diglukuronidy)

íí éé čiči f č íf č í i li l lk ýlk ý bili bibili bi éé (( M)M)

obsahobsah:: metabolizmusmetabolizmus hemuhemu přespřes biliverdinbiliverdin nana bilirubinbilirubin aa konjugátykonjugáty (estery(estery monomono-- aa
diglukuronidy)diglukuronidy)

íí éé čiči f č íf č í i li l lk ýlk ý bili bibili bi éé (( M)M)stanovenístanovení:: vv séruséru aa vv močimoči;; referenčníreferenční intervalinterval propro celkovýcelkový bilirubinbilirubin vv séruséru ((μμM)M)::
novorozencinovorozenci 6868 –– 138138,, dětiděti aa dospělídospělí 33..44 –– 1717..11,, zz tohotoho konjugovaný,konjugovaný, tzvtzv.. přímýpřímý bilirubinbilirubin
00 –– 33..44

stanovenístanovení:: vv séruséru aa vv močimoči;; referenčníreferenční intervalinterval propro celkovýcelkový bilirubinbilirubin vv séruséru ((μμM)M)::
novorozencinovorozenci 6868 –– 138138,, dětiděti aa dospělídospělí 33..44 –– 1717..11,, zz tohotoho konjugovaný,konjugovaný, tzvtzv.. přímýpřímý bilirubinbilirubin
00 –– 33..44

chemickéchemické metodymetody
stanovenístanovení bilirubinubilirubinu aa jehojeho konjugátůkonjugátů (a(a částičásti bilirubinubilirubinu kovalentněkovalentně navázanéhonavázaného nana
albumin)albumin) jeje založenozaloženo nana vznikuvzniku azobilirubinuazobilirubinu (acidobazický(acidobazický indikátor)indikátor):: červenýčervený veve slaběslabě

chemickéchemické metodymetody
stanovenístanovení bilirubinubilirubinu aa jehojeho konjugátůkonjugátů (a(a částičásti bilirubinubilirubinu kovalentněkovalentně navázanéhonavázaného nana
albumin)albumin) jeje založenozaloženo nana vznikuvzniku azobilirubinuazobilirubinu (acidobazický(acidobazický indikátor)indikátor):: červenýčervený veve slaběslaběalbumin)albumin) jeje založenozaloženo nana vznikuvzniku azobilirubinuazobilirubinu (acidobazický(acidobazický indikátor)indikátor):: červenýčervený veve slaběslabě
kyselémkyselém aa neutrálnímneutrálním pH,pH, vv silněsilně kyselékyselé aa alkalickéalkalické oblastioblasti jeje modrýmodrý;; konjugátykonjugáty (tzv(tzv..
přímýpřímý bilirubin)bilirubin) reagujíreagují bezbez akcelerátorůakcelerátorů;; nekonjugovanýnekonjugovaný bilirubinbilirubin (tzv(tzv.. volný)volný)
nereagujenereaguje jenjen vv přítomnostipřítomnosti akcelerátorůakcelerátorů (alkohol(alkohol kofeinkofein ajaj )) kterékteré uvolňujíuvolňují aa

albumin)albumin) jeje založenozaloženo nana vznikuvzniku azobilirubinuazobilirubinu (acidobazický(acidobazický indikátor)indikátor):: červenýčervený veve slaběslabě
kyselémkyselém aa neutrálnímneutrálním pH,pH, vv silněsilně kyselékyselé aa alkalickéalkalické oblastioblasti jeje modrýmodrý;; konjugátykonjugáty (tzv(tzv..
přímýpřímý bilirubin)bilirubin) reagujíreagují bezbez akcelerátorůakcelerátorů;; nekonjugovanýnekonjugovaný bilirubinbilirubin (tzv(tzv.. volný)volný)
nereagujenereaguje jenjen vv přítomnostipřítomnosti akcelerátorůakcelerátorů (alkohol(alkohol kofeinkofein ajaj )) kterékteré uvolňujíuvolňují aanereaguje,nereaguje, jenjen vv přítomnostipřítomnosti akcelerátorůakcelerátorů (alkohol,(alkohol, kofeinkofein ajaj..),), kterékteré uvolňujíuvolňují aa
solubilizujísolubilizují bilirubinbilirubin zz jehojeho vazebvazeb nana albuminalbumin

stanovenístanovení celkovéhocelkového bilirubinubilirubinu zaza přítomnostipřítomnosti akcelerátorůakcelerátorů;; připři zvýšenémzvýšeném obsahuobsahu sese

nereaguje,nereaguje, jenjen vv přítomnostipřítomnosti akcelerátorůakcelerátorů (alkohol,(alkohol, kofeinkofein ajaj..),), kterékteré uvolňujíuvolňují aa
solubilizujísolubilizují bilirubinbilirubin zz jehojeho vazebvazeb nana albuminalbumin

stanovenístanovení celkovéhocelkového bilirubinubilirubinu zaza přítomnostipřítomnosti akcelerátorůakcelerátorů;; připři zvýšenémzvýšeném obsahuobsahu sese
stanovujestanovuje ii tzvtzv.. přímýpřímý bilirubinbilirubin bezbez akcelerátorůakcelerátorů;; připři novorozeneckénovorozenecké žloutencežloutence aa
ozařováníozařování novorozencůnovorozenců UVUV--světlem,světlem, kterékteré sloužíslouží kk rozkladurozkladu aa odstraněníodstranění volného,volného,
nekonjugovanéhonekonjugovaného bilirubinu,bilirubinu, bylbyl pozorovánpozorován vznikvznik tzvtzv.. fotobilirubinů,fotobilirubinů, kterékteré majímají nana rozdílrozdíl

éé ú ěú ě č íč í ýý

stanovujestanovuje ii tzvtzv.. přímýpřímý bilirubinbilirubin bezbez akcelerátorůakcelerátorů;; připři novorozeneckénovorozenecké žloutencežloutence aa
ozařováníozařování novorozencůnovorozenců UVUV--světlem,světlem, kterékteré sloužíslouží kk rozkladurozkladu aa odstraněníodstranění volného,volného,
nekonjugovanéhonekonjugovaného bilirubinu,bilirubinu, bylbyl pozorovánpozorován vznikvznik tzvtzv.. fotobilirubinů,fotobilirubinů, kterékteré majímají nana rozdílrozdíl

éé ú ěú ě č íč í ýýodod popisovanéhopopisovaného bilirubinubilirubinu údajněúdajně jinoujinou reakčníreakční kinetikukinetiku aa mohoumohou zkreslovatzkreslovat výsledkyvýsledky
jehojeho stanovenístanovení
odod popisovanéhopopisovaného bilirubinubilirubinu údajněúdajně jinoujinou reakčníreakční kinetikukinetiku aa mohoumohou zkreslovatzkreslovat výsledkyvýsledky
jehojeho stanovenístanovení
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spektrofotometriespektrofotometrie ss diazotovanoudiazotovanou kyselinoukyselinou sulfanilovousulfanilovou::
provedeníprovedení:: IFCCIFCC metodametoda stanovenístanovení celkovéhocelkového bilirubinubilirubinu;; vv kyvetěkyvetě vzorekvzorek ++ roztokroztok
spektrofotometriespektrofotometrie ss diazotovanoudiazotovanou kyselinoukyselinou sulfanilovousulfanilovou::
provedeníprovedení:: IFCCIFCC metodametoda stanovenístanovení celkovéhocelkového bilirubinubilirubinu;; vv kyvetěkyvetě vzorekvzorek ++ roztokroztok
kyselinykyseliny sulfanilovésulfanilové vv HClHCl (štěpí(štěpí bilirubinbilirubin vv místěmístě metylenovéhometylenového můstku)můstku) ss roztokemroztokem
akcelerátoruakcelerátoru (směs(směs kofeinu,kofeinu, octanuoctanu sodnéhosodného aa benzoanubenzoanu sodného)sodného) ++ sese roztokroztok NaNONaNO22
(diazoniová(diazoniová soli)soli);; popo asiasi 1010 minutáchminutách sese změřízměří veve slaběslabě kyselémkyselém prostředíprostředí absorbanceabsorbance

kyselinykyseliny sulfanilovésulfanilové vv HClHCl (štěpí(štěpí bilirubinbilirubin vv místěmístě metylenovéhometylenového můstku)můstku) ss roztokemroztokem
akcelerátoruakcelerátoru (směs(směs kofeinu,kofeinu, octanuoctanu sodnéhosodného aa benzoanubenzoanu sodného)sodného) ++ sese roztokroztok NaNONaNO22
(diazoniová(diazoniová soli)soli);; popo asiasi 1010 minutáchminutách sese změřízměří veve slaběslabě kyselémkyselém prostředíprostředí absorbanceabsorbance
červeněčerveně zbarvenéhozbarveného azobilirubinuazobilirubinu připři 430430 –– 460460 nmnm;; stanovenístanovení přespřes modroumodrou formu,formu,
přidápřidá sese popo reakcireakci alkalickýalkalický roztokroztok pufrupufru (směs(směs NaOHNaOH aa vínanuvínanu sodnosodno--draselného)draselného) aa vv pHpH
1212 sese měříměří připři 580580 –– 620620 nmnm
t ít í ří éhří éh bili bibili bi ádíádí bb k l átk l át t ít í di kdi k

červeněčerveně zbarvenéhozbarveného azobilirubinuazobilirubinu připři 430430 –– 460460 nmnm;; stanovenístanovení přespřes modroumodrou formu,formu,
přidápřidá sese popo reakcireakci alkalickýalkalický roztokroztok pufrupufru (směs(směs NaOHNaOH aa vínanuvínanu sodnosodno--draselného)draselného) aa vv pHpH
1212 sese měříměří připři 580580 –– 620620 nmnm
t ít í ří éhří éh bili bibili bi ádíádí bb k l átk l át t ít í di kdi kstanovenístanovení příméhopřímého bilirubinubilirubinu sese provádíprovádí bezbez akcelerátoruakcelerátoru zastavenímzastavením diazoreakcediazoreakce

kyselinoukyselinou askorbovouaskorbovou (ukončení(ukončení rozloženímrozložením diazočinídladiazočinídla),), tata sese přidávápřidává obvykleobvykle zaza 55
nebonebo 1010 minutminut;; celkovýcelkový bilirubinbilirubin sese stanovujestanovuje ss kationaktivnímkationaktivním detergentemdetergentem jakojako
akcelerátoremakcelerátorem ((cetyltrimetylamoniumcetyltrimetylamonium bromid)bromid)

stanovenístanovení příméhopřímého bilirubinubilirubinu sese provádíprovádí bezbez akcelerátoruakcelerátoru zastavenímzastavením diazoreakcediazoreakce
kyselinoukyselinou askorbovouaskorbovou (ukončení(ukončení rozloženímrozložením diazočinídladiazočinídla),), tata sese přidávápřidává obvykleobvykle zaza 55
nebonebo 1010 minutminut;; celkovýcelkový bilirubinbilirubin sese stanovujestanovuje ss kationaktivnímkationaktivním detergentemdetergentem jakojako
akcelerátoremakcelerátorem ((cetyltrimetylamoniumcetyltrimetylamonium bromid)bromid)akcelerátoremakcelerátorem ((cetyltrimetylamoniumcetyltrimetylamonium bromid)bromid)

spektrofotometriespektrofotometrie popo oxidacioxidaci::
provedeníprovedení:: oxidaceoxidace bilirubinubilirubinu (žlutý)(žlutý) kyselinoukyselinou vanadičnouvanadičnou nana biliverdinbiliverdin (zelený)(zelený);;

akcelerátoremakcelerátorem ((cetyltrimetylamoniumcetyltrimetylamonium bromid)bromid)

spektrofotometriespektrofotometrie popo oxidacioxidaci::
provedeníprovedení:: oxidaceoxidace bilirubinubilirubinu (žlutý)(žlutý) kyselinoukyselinou vanadičnouvanadičnou nana biliverdinbiliverdin (zelený)(zelený);;provedeníprovedení:: oxidaceoxidace bilirubinubilirubinu (žlutý)(žlutý) kyselinoukyselinou vanadičnouvanadičnou nana biliverdinbiliverdin (zelený)(zelený);;
dvoubodovýdvoubodový způsobzpůsob měřeníměření absorbanceabsorbance předpřed aa popo oxidacioxidaci ((33 min)min);; lzelze stanovovatstanovovat
celkovýcelkový ii přímýpřímý bilirubinbilirubin

provedeníprovedení:: oxidaceoxidace bilirubinubilirubinu (žlutý)(žlutý) kyselinoukyselinou vanadičnouvanadičnou nana biliverdinbiliverdin (zelený)(zelený);;
dvoubodovýdvoubodový způsobzpůsob měřeníměření absorbanceabsorbance předpřed aa popo oxidacioxidaci ((33 min)min);; lzelze stanovovatstanovovat
celkovýcelkový ii přímýpřímý bilirubinbilirubin

enzymovéenzymové metodymetody
enzymenzym:: bilirubinoxidázabilirubinoxidáza (BOX)(BOX)

bilirubin (žlutý)bilirubin (žlutý) BOXBOX>> biliverdin (zelený)biliverdin (zelený)

enzymovéenzymové metodymetody
enzymenzym:: bilirubinoxidázabilirubinoxidáza (BOX)(BOX)

bilirubin (žlutý)bilirubin (žlutý) BOXBOX>> biliverdin (zelený)biliverdin (zelený)bilirubin (žlutý) bilirubin (žlutý) >> biliverdin (zelený)biliverdin (zelený)

provedeníprovedení:: pHpH 44..55,, měříměří sese vv pásupásu 424424 –– 465465 nmnm kinetickykineticky vv časovémčasovém intervaluintervalu asiasi 55
minmin;; celkovýcelkový bilirubinbilirubin sese stanovujestanovuje připři pHpH 88..55 zaza přítomnostipřítomnosti akcelerátorůakcelerátorů

bilirubin (žlutý) bilirubin (žlutý) >> biliverdin (zelený)biliverdin (zelený)

provedeníprovedení:: pHpH 44..55,, měříměří sese vv pásupásu 424424 –– 465465 nmnm kinetickykineticky vv časovémčasovém intervaluintervalu asiasi 55
minmin;; celkovýcelkový bilirubinbilirubin sese stanovujestanovuje připři pHpH 88..55 zaza přítomnostipřítomnosti akcelerátorůakcelerátorů 260260260260



etanoletanoletanoletanol
obsahobsah:: intoxikaciintoxikaci alkoholemalkoholem

chemickéchemické metodymetody

obsahobsah:: intoxikaciintoxikaci alkoholemalkoholem

chemickéchemické metodymetodyyy
WidmarkovaWidmarkova metodametoda;; destilacedestilace alkoholualkoholu zeze vzorku,vzorku, oxidaceoxidace dvojchromanemdvojchromanem vv
kyseliněkyselině sírovésírové nana kyselinukyselinu octovou,octovou, přebytekpřebytek dvojchromanudvojchromanu jeje stanovovánstanovován titračnětitračně
jodometrickyjodometricky;; propro účelyúčely soudnísoudní jeje využívánovyužíváno stanovenístanovení plynovouplynovou chromatografiíchromatografií

yy
WidmarkovaWidmarkova metodametoda;; destilacedestilace alkoholualkoholu zeze vzorku,vzorku, oxidaceoxidace dvojchromanemdvojchromanem vv
kyseliněkyselině sírovésírové nana kyselinukyselinu octovou,octovou, přebytekpřebytek dvojchromanudvojchromanu jeje stanovovánstanovován titračnětitračně
jodometrickyjodometricky;; propro účelyúčely soudnísoudní jeje využívánovyužíváno stanovenístanovení plynovouplynovou chromatografiíchromatografií

:: kk průkazuprůkazu těžkéhotěžkého alkoholizmualkoholizmu bylbyl vyvinutvyvinut testtest nana tzvtzv.. karbohydrátovoukarbohydrátovou deficiencideficienci
transferinutransferinu (CDT)(CDT) nana bázibázi heterogenníheterogenní imunoanalýzyimunoanalýzy
:: kk průkazuprůkazu těžkéhotěžkého alkoholizmualkoholizmu bylbyl vyvinutvyvinut testtest nana tzvtzv.. karbohydrátovoukarbohydrátovou deficiencideficienci
transferinutransferinu (CDT)(CDT) nana bázibázi heterogenníheterogenní imunoanalýzyimunoanalýzy

enzymovéenzymové metodymetody
enzymenzym:: alkoholdehydrogenázaalkoholdehydrogenáza (ADH)(ADH)
enzymovéenzymové metodymetody
enzymenzym:: alkoholdehydrogenázaalkoholdehydrogenáza (ADH)(ADH)

CHCH33CHCH22OH   +  NADOH   +  NAD++ ADHADH>> CHCH33CHO  +  NADH  +  HCHO  +  NADH  +  H++

provedeníprovedení:: deproteinacedeproteinace vzorkuvzorku kyselinoukyselinou chloristou,chloristou, alkoholalkohol sese stanovujestanovuje zeze

CHCH33CHCH22OH   +  NADOH   +  NAD++ ADHADH>> CHCH33CHO  +  NADH  +  HCHO  +  NADH  +  H++

provedeníprovedení:: deproteinacedeproteinace vzorkuvzorku kyselinoukyselinou chloristou,chloristou, alkoholalkohol sese stanovujestanovuje zezeprovedeníprovedení:: deproteinacedeproteinace vzorkuvzorku kyselinoukyselinou chloristou,chloristou, alkoholalkohol sese stanovujestanovuje zeze
supernatantusupernatantu vv alkalickémalkalickém pufrupufru pHpH 88..77 (pyrofosfát,(pyrofosfát, semikarbazidsemikarbazid aa glycin),glycin), absorbanceabsorbance
sese měříměří připři 3737 °°CC připři 340340 nmnm popo inkubaciinkubaci 2525 minutminut

provedeníprovedení:: deproteinacedeproteinace vzorkuvzorku kyselinoukyselinou chloristou,chloristou, alkoholalkohol sese stanovujestanovuje zeze
supernatantusupernatantu vv alkalickémalkalickém pufrupufru pHpH 88..77 (pyrofosfát,(pyrofosfát, semikarbazidsemikarbazid aa glycin),glycin), absorbanceabsorbance
sese měříměří připři 3737 °°CC připři 340340 nmnm popo inkubaciinkubaci 2525 minutminut

261261261261



drogydrogy

b hb h ží áží á léčléč ( h f k )( h f k ) hh kk lk h llk h l ff

drogydrogy

b hb h ží áží á léčléč ( h f k )( h f k ) hh kk lk h llk h l ffobsahobsah:: zneužívanázneužívaná léčivaléčiva (psychofarmaka)(psychofarmaka) aa jejichjejich prekurzoryprekurzory –– alkohol,alkohol, amfetamin,amfetamin,
barbiturany,barbiturany, benzodiazepiny,benzodiazepiny, kannabinoidy,kannabinoidy, kokain,kokain, methadon,methadon, opiáty,opiáty, antidepresiva,antidepresiva,
anabolickéanabolické steroidysteroidy ajaj..
t ít í řř ii kli i kkli i k h iih ii k t í hk t í h t ůt ů (POCT)(POCT)

obsahobsah:: zneužívanázneužívaná léčivaléčiva (psychofarmaka)(psychofarmaka) aa jejichjejich prekurzoryprekurzory –– alkohol,alkohol, amfetamin,amfetamin,
barbiturany,barbiturany, benzodiazepiny,benzodiazepiny, kannabinoidy,kannabinoidy, kokain,kokain, methadon,methadon, opiáty,opiáty, antidepresiva,antidepresiva,
anabolickéanabolické steroidysteroidy ajaj..
t ít í řř ii kli i kkli i k h iih ii k t í hk t í h t ůt ů (POCT)(POCT)stanovenístanovení:: řazenořazeno mezimezi klinickouklinickou chemiichemii akutníchakutních stavůstavů (POCT)(POCT)

chemickéchemické metodymetody
kompetitivníkompetitivní imunochemieimunochemie rychlérychlé statimovéstatimové orientačníorientační stanovenístanovení nejobvyklejšíchnejobvyklejších drogdrog

stanovenístanovení:: řazenořazeno mezimezi klinickouklinickou chemiichemii akutníchakutních stavůstavů (POCT)(POCT)

chemickéchemické metodymetody
kompetitivníkompetitivní imunochemieimunochemie rychlérychlé statimovéstatimové orientačníorientační stanovenístanovení nejobvyklejšíchnejobvyklejších drogdrogkompetitivníkompetitivní imunochemieimunochemie –– rychlérychlé statimovéstatimové orientačníorientační stanovenístanovení nejobvyklejšíchnejobvyklejších drog,drog,
screeningscreening močimoči nana diagnostickéhodiagnostického proužkuproužku

instrumentálníinstrumentální technikytechniky –– GCGC--MSMS nebonebo HPLCHPLC sloužíslouží většinouvětšinou propro následnounáslednou kvantitativníkvantitativní

kompetitivníkompetitivní imunochemieimunochemie –– rychlérychlé statimovéstatimové orientačníorientační stanovenístanovení nejobvyklejšíchnejobvyklejších drog,drog,
screeningscreening močimoči nana diagnostickéhodiagnostického proužkuproužku

instrumentálníinstrumentální technikytechniky –– GCGC--MSMS nebonebo HPLCHPLC sloužíslouží většinouvětšinou propro následnounáslednou kvantitativníkvantitativníinstrumentálníinstrumentální technikytechniky –– GCGC--MSMS nebonebo HPLC,HPLC, sloužíslouží většinouvětšinou propro následnounáslednou kvantitativníkvantitativní
analýzuanalýzu popo pozitivnímpozitivním screeningovémscreeningovém testutestu

screeningovéscreeningové imunostanoveníimunostanovení

instrumentálníinstrumentální technikytechniky –– GCGC--MSMS nebonebo HPLC,HPLC, sloužíslouží většinouvětšinou propro následnounáslednou kvantitativníkvantitativní
analýzuanalýzu popo pozitivnímpozitivním screeningovémscreeningovém testutestu

screeningovéscreeningové imunostanoveníimunostanoveníscreeningovéscreeningové imunostanoveníimunostanovení
multifunkčnímultifunkční (až(až 99--zónový)zónový) proužkovýproužkový test,test, nejčastějinejčastěji:: amfetamin,amfetamin, barbituráty,barbituráty,
benzodiazepiny,benzodiazepiny, kokain,kokain, metamfetamin,metamfetamin, morfin,morfin, fencyklidinfencyklidin aa tricyklickátricyklická antidepresivaantidepresiva
(popř(popř.. nana jejichjejich metabolity)metabolity)

screeningovéscreeningové imunostanoveníimunostanovení
multifunkčnímultifunkční (až(až 99--zónový)zónový) proužkovýproužkový test,test, nejčastějinejčastěji:: amfetamin,amfetamin, barbituráty,barbituráty,
benzodiazepiny,benzodiazepiny, kokain,kokain, metamfetamin,metamfetamin, morfin,morfin, fencyklidinfencyklidin aa tricyklickátricyklická antidepresivaantidepresiva
(popř(popř.. nana jejichjejich metabolity)metabolity)(pop(pop aa jej cjej c etabo ty)etabo ty)(pop(pop aa jej cjej c etabo ty)etabo ty)
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provedeníprovedení:: drogadroga zz močimoči ((mAgmAg)) soutěžísoutěží oo vazebnávazebná místamísta ss (obvykle)(obvykle) myšímyší monoklonálnímonoklonální
protilátkouprotilátkou protiproti níní ((AbAb11**),), fixovanoufixovanou nana povrchupovrchu mikročástic,mikročástic, kterékteré jsoujsou jenjen sorboványsorbovány
provedeníprovedení:: drogadroga zz močimoči ((mAgmAg)) soutěžísoutěží oo vazebnávazebná místamísta ss (obvykle)(obvykle) myšímyší monoklonálnímonoklonální
protilátkouprotilátkou protiproti níní ((AbAb11**),), fixovanoufixovanou nana povrchupovrchu mikročástic,mikročástic, kterékteré jsoujsou jenjen sorboványsorbovány11
(nekotveny)(nekotveny) vv dolnídolní částičásti proužkuproužku;; vv horníhorní částičásti proužkuproužku jeje kotvenakotvena jakojako dalšídalší (druhá)(druhá)
protilátkaprotilátka AbAb22 protiproti myšímmyším imunoglobulinůmimunoglobulinům tvořícímtvořícím AbAb11**

11
(nekotveny)(nekotveny) vv dolnídolní částičásti proužkuproužku;; vv horníhorní částičásti proužkuproužku jeje kotvenakotvena jakojako dalšídalší (druhá)(druhá)
protilátkaprotilátka AbAb22 protiproti myšímmyším imunoglobulinůmimunoglobulinům tvořícímtvořícím AbAb11**

popo ponořeníponoření multiproužkumultiproužku dodo vzorkuvzorku močimoči obsahujícíobsahující některouněkterou zz testovanýchtestovaných drogdrog
zreagujezreaguje nana počátkupočátku příslušnéhopříslušného proužkuproužku protilátkaprotilátka aa vytvořívytvoří barevnýbarevný imunokompleximunokomplex
[[AbAb11**--mAgmAg]] aa vzlínávzlíná nahorunahoru

popo ponořeníponoření multiproužkumultiproužku dodo vzorkuvzorku močimoči obsahujícíobsahující některouněkterou zz testovanýchtestovaných drogdrog
zreagujezreaguje nana počátkupočátku příslušnéhopříslušného proužkuproužku protilátkaprotilátka aa vytvořívytvoří barevnýbarevný imunokompleximunokomplex
[[AbAb11**--mAgmAg]] aa vzlínávzlíná nahorunahoru

močmoč bezbez drogydrogy:: komplexkomplex nevzniknenevznikne aa barevnébarevné mikročásticemikročástice ss fixovanoufixovanou protilátkouprotilátkou
vzlínajívzlínají nahorunahoru aa veve střednístřední částičásti zreagujezreaguje AbAb11** sese zdezde imobilizovanouimobilizovanou
drogou/metabolitemdrogou/metabolitem aa vytvořívytvoří tamtam kotvenýkotvený barevnýbarevný imunokompleximunokomplex [[AgAg AbAb **]] jakojako

močmoč bezbez drogydrogy:: komplexkomplex nevzniknenevznikne aa barevnébarevné mikročásticemikročástice ss fixovanoufixovanou protilátkouprotilátkou
vzlínajívzlínají nahorunahoru aa veve střednístřední částičásti zreagujezreaguje AbAb11** sese zdezde imobilizovanouimobilizovanou
drogou/metabolitemdrogou/metabolitem aa vytvořívytvoří tamtam kotvenýkotvený barevnýbarevný imunokompleximunokomplex [[AgAg AbAb **]] jakojakodrogou/metabolitemdrogou/metabolitem aa vytvořívytvoří tamtam kotvenýkotvený barevnýbarevný imunokompleximunokomplex [[AgAg--AbAb11**]] jakojako
negativnínegativní kontrolukontrolu

močmoč ss drogoudrogou:: vzlínávzlíná sese vzorkemvzorkem vytvořenývytvořený barevnýbarevný imunokompleximunokomplex [[AbAb **--mAgmAg]] dáldál aa

drogou/metabolitemdrogou/metabolitem aa vytvořívytvoří tamtam kotvenýkotvený barevnýbarevný imunokompleximunokomplex [[AgAg--AbAb11**]] jakojako
negativnínegativní kontrolukontrolu

močmoč ss drogoudrogou:: vzlínávzlíná sese vzorkemvzorkem vytvořenývytvořený barevnýbarevný imunokompleximunokomplex [[AbAb **--mAgmAg]] dáldál aamočmoč ss drogoudrogou:: vzlínávzlíná sese vzorkemvzorkem vytvořenývytvořený barevnýbarevný imunokompleximunokomplex [[AbAb11**--mAgmAg]] dáldál aa
zachytízachytí sese ažaž nahoře,nahoře, kdekde zreagujezreaguje ss AbAb22 aa vytvořívytvoří silněsilně zbarvenýzbarvený proužekproužek jakojako
pozitivnípozitivní testtest [[AbAb22--AbAb11**--mAgmAg]];; protilátkaprotilátka AbAb11** jeje vv tomtotomto případěpřípadě antigenemantigenem propro
druhoudruhou kotvenoukotvenou protilátkuprotilátku AbAb22

močmoč ss drogoudrogou:: vzlínávzlíná sese vzorkemvzorkem vytvořenývytvořený barevnýbarevný imunokompleximunokomplex [[AbAb11**--mAgmAg]] dáldál aa
zachytízachytí sese ažaž nahoře,nahoře, kdekde zreagujezreaguje ss AbAb22 aa vytvořívytvoří silněsilně zbarvenýzbarvený proužekproužek jakojako
pozitivnípozitivní testtest [[AbAb22--AbAb11**--mAgmAg]];; protilátkaprotilátka AbAb11** jeje vv tomtotomto případěpřípadě antigenemantigenem propro
druhoudruhou kotvenoukotvenou protilátkuprotilátku AbAb22druhoudruhou kotvenoukotvenou protilátkuprotilátku AbAb22

citlivostcitlivost:: 1010 –– 100100 ngng/ml/ml
užívajíužívají sese mikročásticemikročástice zz koloidníhokoloidního zlatazlata (Au),(Au), výslednévýsledné zbarvenízbarvení negativnínegativní kontrolykontroly ii

druhoudruhou kotvenoukotvenou protilátkuprotilátku AbAb22

citlivostcitlivost:: 1010 –– 100100 ngng/ml/ml
užívajíužívají sese mikročásticemikročástice zz koloidníhokoloidního zlatazlata (Au),(Au), výslednévýsledné zbarvenízbarvení negativnínegativní kontrolykontroly iiužívajíužívají sese mikročásticemikročástice zz koloidníhokoloidního zlatazlata (Au),(Au), výslednévýsledné zbarvenízbarvení negativnínegativní kontrolykontroly ii
pozitivníhopozitivního testutestu červenéčervené nebonebo modrémodré (na(na povrchupovrchu modřemodře zbarvenézbarvené mikročástice)mikročástice)
užívajíužívají sese mikročásticemikročástice zz koloidníhokoloidního zlatazlata (Au),(Au), výslednévýsledné zbarvenízbarvení negativnínegativní kontrolykontroly ii
pozitivníhopozitivního testutestu červenéčervené nebonebo modrémodré (na(na povrchupovrchu modřemodře zbarvenézbarvené mikročástice)mikročástice)
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glukózaglukózaglukózaglukóza

obsahobsah:: reprezentujereprezentuje metabolizmusmetabolizmus cukrůcukrů
stanovenístanovení:: vv séru,séru, plazměplazmě aa vv močimoči (nejčastěji(nejčastěji stanovovanýstanovovaný analyt)analyt);; referenčníreferenční intervalinterval
(mM)(mM) propro sérumsérum jeje 33..99 –– 66..11,, propro plazmuplazmu 33..33 –– 55..66 aa veve sbíranésbírané močimoči zaza 2424 hh jeje dodo 11..3939

obsahobsah:: reprezentujereprezentuje metabolizmusmetabolizmus cukrůcukrů
stanovenístanovení:: vv séru,séru, plazměplazmě aa vv močimoči (nejčastěji(nejčastěji stanovovanýstanovovaný analyt)analyt);; referenčníreferenční intervalinterval
(mM)(mM) propro sérumsérum jeje 33..99 –– 66..11,, propro plazmuplazmu 33..33 –– 55..66 aa veve sbíranésbírané močimoči zaza 2424 hh jeje dodo 11..3939

chemickéchemické metodymetody
reakcereakce ss oo--aminotoluenemaminotoluenem

éé žž óó óó éé

chemickéchemické metodymetody
reakcereakce ss oo--aminotoluenemaminotoluenem

éé žž óó óó ééspecifickéspecifické (už(už jenjen galaktózagalaktóza aa manóza),manóza), supernatantsupernatant deproteinovanéhodeproteinovaného vzorkuvzorku vv
prostředíprostředí ledovéledové kyselinykyseliny octové,octové, kdykdy oo--aminotoluenaminotoluen ((66 %% oo--toluidinutoluidinu vv 8080 %% kyseliněkyselině
octovéoctové obsahujícíobsahující 00..55 %% kyskys.. šťavelové)šťavelové) kondenzujekondenzuje ss GluGlu zaza zvýšenézvýšené teplotyteploty nana
l k l il k l i t bili ýt bili ý S hiffS hiff b íb í ěříěří l ýl ý d ktd kt řiři 630630

specifickéspecifické (už(už jenjen galaktózagalaktóza aa manóza),manóza), supernatantsupernatant deproteinovanéhodeproteinovaného vzorkuvzorku vv
prostředíprostředí ledovéledové kyselinykyseliny octové,octové, kdykdy oo--aminotoluenaminotoluen ((66 %% oo--toluidinutoluidinu vv 8080 %% kyseliněkyselině
octovéoctové obsahujícíobsahující 00..55 %% kyskys.. šťavelové)šťavelové) kondenzujekondenzuje ss GluGlu zaza zvýšenézvýšené teplotyteploty nana
l k l il k l i t bili ýt bili ý S hiffS hiff b íb í ěříěří l ýl ý d ktd kt řiři 630630glykosylamin,glykosylamin, stabilizovanýstabilizovaný SchiffovouSchiffovou bazí,bazí, měříměří sese zelenýzelený produktprodukt připři ccacca 630630 nmnm

:: agresivníagresivní chemikáliechemikálie,, nutnostnutnost varuvaru aa deproteinacedeproteinace vzorkuvzorku

enzymovéenzymové metodymetody

glykosylamin,glykosylamin, stabilizovanýstabilizovaný SchiffovouSchiffovou bazí,bazí, měříměří sese zelenýzelený produktprodukt připři ccacca 630630 nmnm
:: agresivníagresivní chemikáliechemikálie,, nutnostnutnost varuvaru aa deproteinacedeproteinace vzorkuvzorku

enzymovéenzymové metodymetodyenzymovéenzymové metodymetody
enzymyenzymy:: hexokinázahexokináza (HK),(HK), glukózaglukóza--66--fosfátdehydrogenázafosfátdehydrogenáza (G(G66PD),PD), glukózaoxidázaglukózaoxidáza
(GOD),(GOD), glukózadehydrogenázaglukózadehydrogenáza (GDH),(GDH), peroxidázaperoxidáza (POD)(POD)

enzymovéenzymové metodymetody
enzymyenzymy:: hexokinázahexokináza (HK),(HK), glukózaglukóza--66--fosfátdehydrogenázafosfátdehydrogenáza (G(G66PD),PD), glukózaoxidázaglukózaoxidáza
(GOD),(GOD), glukózadehydrogenázaglukózadehydrogenáza (GDH),(GDH), peroxidázaperoxidáza (POD)(POD)

stanovenístanovení ss GDHGDH
RR--CH=O + HCH=O + H22O + NADO + NAD++ GDHGDH>> RR--COOH + NADH + HCOOH + NADH + H++

provedeníprovedení:: vzorekvzorek sese smíchásmíchá ss pracovnímpracovním roztokemroztokem (fosforečnanový(fosforečnanový pufrpufr pHpH 77 66 GDHGDH

stanovenístanovení ss GDHGDH
RR--CH=O + HCH=O + H22O + NADO + NAD++ GDHGDH>> RR--COOH + NADH + HCOOH + NADH + H++

provedeníprovedení:: vzorekvzorek sese smíchásmíchá ss pracovnímpracovním roztokemroztokem (fosforečnanový(fosforečnanový pufrpufr pHpH 77 66 GDHGDHprovedeníprovedení:: vzorekvzorek sese smíchásmíchá ss pracovnímpracovním roztokemroztokem (fosforečnanový(fosforečnanový pufrpufr pHpH 77..66,, GDHGDH
ccacca 44..55 kU/lkU/l aa NADNAD++ ccacca 22..22 mM),mM), inkubujeinkubuje 77 minmin připři 3737 °°C,C, měříměří sese nárůstnárůst absorbanceabsorbance
připři 340340 nmnm

provedeníprovedení:: vzorekvzorek sese smíchásmíchá ss pracovnímpracovním roztokemroztokem (fosforečnanový(fosforečnanový pufrpufr pHpH 77..66,, GDHGDH
ccacca 44..55 kU/lkU/l aa NADNAD++ ccacca 22..22 mM),mM), inkubujeinkubuje 77 minmin připři 3737 °°C,C, měříměří sese nárůstnárůst absorbanceabsorbance
připři 340340 nmnm

264264264264



stanovení s HK a G6PDstanovení s HK a G6PD
glukóza  +  ATP glukóza  +  ATP HKHK>> glukózaglukóza--66--fosfát  +  ADPfosfát  +  ADP

glukózaglukóza--66--fosfát  +  NADPfosfát  +  NADP++ G6PDG6PD>> glukonolaktonglukonolakton--66--fosfát  +  NADPH  +  Hfosfát  +  NADPH  +  H++

stanovení s HK a G6PDstanovení s HK a G6PD
glukóza  +  ATP glukóza  +  ATP HKHK>> glukózaglukóza--66--fosfát  +  ADPfosfát  +  ADP

glukózaglukóza--66--fosfát  +  NADPfosfát  +  NADP++ G6PDG6PD>> glukonolaktonglukonolakton--66--fosfát  +  NADPH  +  Hfosfát  +  NADPH  +  H++gg gg

provedeníprovedení:: vzorekvzorek ss pracovnímpracovním roztokemroztokem (TRIS(TRIS 5050 mMmM pHpH 77..55,, ATPATP 11 mM,mM, NADNAD++ 22 mM,mM,
HKHK ccacca 33 kU/lkU/l aa GG66PDPD 22 kU/l)kU/l) připři 3737 °°C,C, popo 55 minmin sese měříměří absorbanceabsorbance připři 340340 nmnm;; HKHK jeje

gg gg

provedeníprovedení:: vzorekvzorek ss pracovnímpracovním roztokemroztokem (TRIS(TRIS 5050 mMmM pHpH 77..55,, ATPATP 11 mM,mM, NADNAD++ 22 mM,mM,
HKHK ccacca 33 kU/lkU/l aa GG66PDPD 22 kU/l)kU/l) připři 3737 °°C,C, popo 55 minmin sese měříměří absorbanceabsorbance připři 340340 nmnm;; HKHK jeje
propro glukózuglukózu nespecifickýnespecifický enzymem,enzymem, specifitaspecifita jeje vv následnénásledné reakcireakci

stanovení oxidační kopulací s GOD a PODstanovení oxidační kopulací s GOD a POD
i j šíř ějšíi j šíř ější

propro glukózuglukózu nespecifickýnespecifický enzymem,enzymem, specifitaspecifita jeje vv následnénásledné reakcireakci

stanovení oxidační kopulací s GOD a PODstanovení oxidační kopulací s GOD a POD
i j šíř ějšíi j šíř ějšív praxi nejrozšířenějšív praxi nejrozšířenější

RR--CH=O  +  OCH=O  +  O22 +  H+  H22O  O  GODGOD>> RR--COOH  +  HCOOH  +  H22OO22
RR--NHNH22 +  C+  C66HH55--OH  +  2 HOH  +  2 H22OO22

PODPOD>> RR--N=CN=C66HH44=O  +  4 H=O  +  4 H22OO

v praxi nejrozšířenějšív praxi nejrozšířenější
RR--CH=O  +  OCH=O  +  O22 +  H+  H22O  O  GODGOD>> RR--COOH  +  HCOOH  +  H22OO22

RR--NHNH22 +  C+  C66HH55--OH  +  2 HOH  +  2 H22OO22
PODPOD>> RR--N=CN=C66HH44=O  +  4 H=O  +  4 H22OO

provedeníprovedení:: vzorekvzorek ss pracovnímpracovním roztokemroztokem (fosforečnan(fosforečnan ccacca 00..1515 mMmM pHpH 88..00,, GODGOD 1010
kU/l,kU/l, PODPOD 11 kU/l,kU/l, AAPAAP 11 mMmM aa 33--metylfenolmetylfenol 1010 mM)mM) připři 3737 °°C,C, měříměří sese změnazměna
absorbanceabsorbance připři 500500 nmnm vv intervaluintervalu 3030 9090 sekundsekund nebonebo výslednévýsledné zbarvenízbarvení popo 1515 minmin;;

provedeníprovedení:: vzorekvzorek ss pracovnímpracovním roztokemroztokem (fosforečnan(fosforečnan ccacca 00..1515 mMmM pHpH 88..00,, GODGOD 1010
kU/l,kU/l, PODPOD 11 kU/l,kU/l, AAPAAP 11 mMmM aa 33--metylfenolmetylfenol 1010 mM)mM) připři 3737 °°C,C, měříměří sese změnazměna
absorbanceabsorbance připři 500500 nmnm vv intervaluintervalu 3030 9090 sekundsekund nebonebo výslednévýsledné zbarvenízbarvení popo 1515 minmin;;absorbanceabsorbance připři 500500 nmnm vv intervaluintervalu 3030 –– 9090 sekundsekund nebonebo výslednévýsledné zbarvenízbarvení popo 1515 minmin;;
druhádruhá reakcereakce nespecifická,nespecifická, rušenarušena redukujícímiredukujícími látkamilátkami (vitamín(vitamín C)C)

speciální analyzátoryspeciální analyzátory

absorbanceabsorbance připři 500500 nmnm vv intervaluintervalu 3030 –– 9090 sekundsekund nebonebo výslednévýsledné zbarvenízbarvení popo 1515 minmin;;
druhádruhá reakcereakce nespecifická,nespecifická, rušenarušena redukujícímiredukujícími látkamilátkami (vitamín(vitamín C)C)

speciální analyzátoryspeciální analyzátoryspeciální analyzátoryspeciální analyzátory
osobní glukometry pro sebekontrolu diabetikůosobní glukometry pro sebekontrolu diabetiků
provedeníprovedení:: imobilizovanáimobilizovaná GODGOD aa elektrodovýelektrodový systémsystém vv suchémsuchém stavu,stavu, indikaceindikace
ampérometrickyampérometricky (tzv(tzv.. ClarkovaClarkova elektroda)elektroda)::

speciální analyzátoryspeciální analyzátory
osobní glukometry pro sebekontrolu diabetikůosobní glukometry pro sebekontrolu diabetiků
provedeníprovedení:: imobilizovanáimobilizovaná GODGOD aa elektrodovýelektrodový systémsystém vv suchémsuchém stavu,stavu, indikaceindikace
ampérometrickyampérometricky (tzv(tzv.. ClarkovaClarkova elektroda)elektroda)::ampérometrickyampérometricky (tzv(tzv.. ClarkovaClarkova elektroda)elektroda)::

HH22OO22
PtPt>> 2 H2 H++ +  O+  O22 + 2 e+ 2 e––

nebo:        glukóza  +  Onebo:        glukóza  +  O22 + R+ R--Fe(II)  Fe(II)  PODPOD>> glukonát  +  Rglukonát  +  R--Fe(III)Fe(III)

ampérometrickyampérometricky (tzv(tzv.. ClarkovaClarkova elektroda)elektroda)::
HH22OO22

PtPt>> 2 H2 H++ +  O+  O22 + 2 e+ 2 e––

nebo:        glukóza  +  Onebo:        glukóza  +  O22 + R+ R--Fe(II)  Fe(II)  PODPOD>> glukonát  +  Rglukonát  +  R--Fe(III)Fe(III) 265265265265



pyruvátpyruvát

obsahobsah: produkt oxidace laktátu katalyzované enzymem LDH,: produkt oxidace laktátu katalyzované enzymem LDH,

pyruvátpyruvát

obsahobsah: produkt oxidace laktátu katalyzované enzymem LDH,: produkt oxidace laktátu katalyzované enzymem LDH,p y y ,p y y ,
stanovenístanovení: v krvi obsaženy v malém množství do asi  41 : v krvi obsaženy v malém množství do asi  41 –– 67 nM67 nM

enzymové metodyenzymové metody

p y y ,p y y ,
stanovenístanovení: v krvi obsaženy v malém množství do asi  41 : v krvi obsaženy v malém množství do asi  41 –– 67 nM67 nM

enzymové metodyenzymové metodyy yy y
enzymenzym: laktátdehydrogenáza (LDH): laktátdehydrogenáza (LDH)

pyruvát + NADH + Hpyruvát + NADH + H++ LDHLDH>> LL--laktát + NADlaktát + NAD++

y yy y
enzymenzym: laktátdehydrogenáza (LDH): laktátdehydrogenáza (LDH)

pyruvát + NADH + Hpyruvát + NADH + H++ LDHLDH>> LL--laktát + NADlaktát + NAD++

kreatininkreatininkreatininkreatininkreatininkreatinin

obsahobsah:: buněčnýbuněčný produktprodukt svalovéhosvalového energetickéhoenergetického metabolizmumetabolizmu přeměnypřeměny svalovéhosvalového
kreatinukreatinu

kreatininkreatinin

obsahobsah:: buněčnýbuněčný produktprodukt svalovéhosvalového energetickéhoenergetického metabolizmumetabolizmu přeměnypřeměny svalovéhosvalového
kreatinukreatinukreatinukreatinu
stanovenístanovení:: základnízákladní vyšetřenívyšetření séraséra ii zz močimoči (funkci(funkci ledvinledvin –– kreatininovákreatininová clearance)clearance);;
množstvímnožství jeje úměrnéúměrné velikostivelikosti svalovésvalové hmotyhmoty;; referenčníreferenční intervalinterval propro sérovýsérový kreatininkreatinin jeje
podpod 115115 μμMM

kreatinukreatinu
stanovenístanovení:: základnízákladní vyšetřenívyšetření séraséra ii zz močimoči (funkci(funkci ledvinledvin –– kreatininovákreatininová clearance)clearance);;
množstvímnožství jeje úměrnéúměrné velikostivelikosti svalovésvalové hmotyhmoty;; referenčníreferenční intervalinterval propro sérovýsérový kreatininkreatinin jeje
podpod 115115 μμMMpodpod 115115 μμMM

chemickéchemické metodymetody
JafféhoJaffého reakcereakce

podpod 115115 μμMM

chemickéchemické metodymetody
JafféhoJaffého reakcereakce
červenooranžovýčervenooranžový JanovskéhoJanovského komplexkomplex (adukt(adukt kreatininukreatininu ss pikrátempikrátem 11::11));; nespecifické,nespecifické,
reagujíreagují ii tzvtzv.. nekreatininovénekreatininové chromogenychromogeny:: bílkoviny,bílkoviny, glukóza,glukóza, kyskys.. askorbová,askorbová, guanidin,guanidin,
aceton,aceton, acetoacetátacetoacetát aa pyruvátpyruvát

červenooranžovýčervenooranžový JanovskéhoJanovského komplexkomplex (adukt(adukt kreatininukreatininu ss pikrátempikrátem 11::11));; nespecifické,nespecifické,
reagujíreagují ii tzvtzv.. nekreatininovénekreatininové chromogenychromogeny:: bílkoviny,bílkoviny, glukóza,glukóza, kyskys.. askorbová,askorbová, guanidin,guanidin,
aceton,aceton, acetoacetátacetoacetát aa pyruvátpyruvát

provedeníprovedení:: sérumsérum ss pracovnímpracovním roztokemroztokem (kys(kys.. pikrovápikrová 44..44 mM,mM, NaOHNaOH 150150 mMmM aa
NaNa22HPOHPO44 1313 mM),mM), měříměří sese absorbanceabsorbance zaza 1010 ss aa dáledále přesněpřesně popo 22 minmin připři 492492 nmnm
provedeníprovedení:: sérumsérum ss pracovnímpracovním roztokemroztokem (kys(kys.. pikrovápikrová 44..44 mM,mM, NaOHNaOH 150150 mMmM aa
NaNa22HPOHPO44 1313 mM),mM), měříměří sese absorbanceabsorbance zaza 1010 ss aa dáledále přesněpřesně popo 22 minmin připři 492492 nmnm 266266266266



enzymové metodyenzymové metody
stanovení přes chinoniminová barvivastanovení přes chinoniminová barviva
enzymyenzymy: kreatinináza (KRN), kreatináza (KR), sarkosinoxidáza (SOX), peroxidáza (POD): kreatinináza (KRN), kreatináza (KR), sarkosinoxidáza (SOX), peroxidáza (POD)

enzymové metodyenzymové metody
stanovení přes chinoniminová barvivastanovení přes chinoniminová barviva
enzymyenzymy: kreatinináza (KRN), kreatináza (KR), sarkosinoxidáza (SOX), peroxidáza (POD): kreatinináza (KRN), kreatináza (KR), sarkosinoxidáza (SOX), peroxidáza (POD)y yy y ( ), ( ), ( ), p ( )( ), ( ), ( ), p ( )

kreatinin + Hkreatinin + H22O O KRNKRN>> kreatinkreatin
kreatin + Hkreatin + H22O O KRKR>> sarkosin + močovinasarkosin + močovina

y yy y ( ), ( ), ( ), p ( )( ), ( ), ( ), p ( )

kreatinin + Hkreatinin + H22O O KRNKRN>> kreatinkreatin
kreatin + Hkreatin + H22O O KRKR>> sarkosin + močovinasarkosin + močovina

sarkosin + Hsarkosin + H22O + OO + O22
SOXSOX>> glycin + HCHO + Hglycin + HCHO + H22OO22

2 H2 H22OO22 + 4+ 4--aminoantipyrin + fenol aminoantipyrin + fenol PODPOD>> chinoniminové barvivo + 4 Hchinoniminové barvivo + 4 H22OO

d íd í h d é d á f lh d é d á f l (( bb h d b á k l )h d b á k l )

sarkosin + Hsarkosin + H22O + OO + O22
SOXSOX>> glycin + HCHO + Hglycin + HCHO + H22OO22

2 H2 H22OO22 + 4+ 4--aminoantipyrin + fenol aminoantipyrin + fenol PODPOD>> chinoniminové barvivo + 4 Hchinoniminové barvivo + 4 H22OO

d íd í h d é d á f lh d é d á f l (( bb h d b á k l )h d b á k l )provedeníprovedení: vhodné deriváty fenolu : vhodné deriváty fenolu –– TBHB (2,4,6TBHB (2,4,6--tribromtribrom--33--hydroxybenzoová kyselina) hydroxybenzoová kyselina) 
a EHSPT (Na EHSPT (N--etyletyl--NN--(2(2--hydroxyhydroxy--33--sulfopropyl)sulfopropyl)--mm--toluidin), měří se absorbance při 550 toluidin), měří se absorbance při 550 
nmnm

provedeníprovedení: vhodné deriváty fenolu : vhodné deriváty fenolu –– TBHB (2,4,6TBHB (2,4,6--tribromtribrom--33--hydroxybenzoová kyselina) hydroxybenzoová kyselina) 
a EHSPT (Na EHSPT (N--etyletyl--NN--(2(2--hydroxyhydroxy--33--sulfopropyl)sulfopropyl)--mm--toluidin), měří se absorbance při 550 toluidin), měří se absorbance při 550 
nmnm

triacylglycerolytriacylglyceroly (TG)(TG)

šš ůů ž ýž ý á íá í řř ýý ýý

triacylglycerolytriacylglyceroly (TG)(TG)

šš ůů ž ýž ý á íá í řř ýý ýýobsahobsah:: 9595 %% všechvšech tukůtuků uloženýchuložených vv tkáních,tkáních, jsoujsou tvořenytvořeny nasycenýminasycenými mastnýmimastnými
kyselinamikyselinami odod CC1212 ažaž dodo CC1818
stanovenístanovení:: vv séruséru (nezávislý(nezávislý faktorfaktor rizikarizika ischemickéischemické chorobychoroby srdeční),srdeční), referenčníreferenční intervalinterval

é ěé ě žž 11 77 MM

obsahobsah:: 9595 %% všechvšech tukůtuků uloženýchuložených vv tkáních,tkáních, jsoujsou tvořenytvořeny nasycenýminasycenými mastnýmimastnými
kyselinamikyselinami odod CC1212 ažaž dodo CC1818
stanovenístanovení:: vv séruséru (nezávislý(nezávislý faktorfaktor rizikarizika ischemickéischemické chorobychoroby srdeční),srdeční), referenčníreferenční intervalinterval

é ěé ě žž 11 77 MMméněméně nežnež 11..77 mMmM

chemickéchemické metodymetody
barevnýbarevný produktprodukt absorbujícíabsorbující připři 570570 nmnm nebonebo bylbyl převedenpřeveden acetylacetonemacetylacetonem aa octanemoctanem

méněméně nežnež 11..77 mMmM

chemickéchemické metodymetody
barevnýbarevný produktprodukt absorbujícíabsorbující připři 570570 nmnm nebonebo bylbyl převedenpřeveden acetylacetonemacetylacetonem aa octanemoctanem

267267267267

barevnýbarevný produktprodukt absorbujícíabsorbující připři 570570 nm,nm, nebonebo bylbyl převedenpřeveden acetylacetonemacetylacetonem aa octanemoctanem
amonnýmamonným (Hantzchova(Hantzchova kondenzace)kondenzace) nana žlutýžlutý 33,,55--diacetyldiacetyl--11,,44--dihydrolutidin,dihydrolutidin, kterýkterý bylbyl
stanovenstanoven fotometrickyfotometricky nebonebo fluorimetrickyfluorimetricky

barevnýbarevný produktprodukt absorbujícíabsorbující připři 570570 nm,nm, nebonebo bylbyl převedenpřeveden acetylacetonemacetylacetonem aa octanemoctanem
amonnýmamonným (Hantzchova(Hantzchova kondenzace)kondenzace) nana žlutýžlutý 33,,55--diacetyldiacetyl--11,,44--dihydrolutidin,dihydrolutidin, kterýkterý bylbyl
stanovenstanoven fotometrickyfotometricky nebonebo fluorimetrickyfluorimetricky



uvedené postupy lze (po extrakci TG) popsat těmito reakčními schématy:uvedené postupy lze (po extrakci TG) popsat těmito reakčními schématy:
TG   +  ROH/OHTG   +  ROH/OH–– ⇒⇒ glycerol  + 3Rglycerol  + 3R--COOHCOOH

uvedené postupy lze (po extrakci TG) popsat těmito reakčními schématy:uvedené postupy lze (po extrakci TG) popsat těmito reakčními schématy:
TG   +  ROH/OHTG   +  ROH/OH–– ⇒⇒ glycerol  + 3Rglycerol  + 3R--COOHCOOH

glycerol  +  IOglycerol  +  IO44
–– ⇒⇒ HCHO  +  HCOOH  +  HHCHO  +  HCOOH  +  H22O  +  IOO  +  IO33

––

HCHO  +  HCHO  +  kyskys. . chromotropováchromotropová +  H+  H22SOSO44 ⇒⇒ barevný produktbarevný produkt
glycerol  +  IOglycerol  +  IO44

–– ⇒⇒ HCHO  +  HCOOH  +  HHCHO  +  HCOOH  +  H22O  +  IOO  +  IO33
––

HCHO  +  HCHO  +  kyskys. . chromotropováchromotropová +  H+  H22SOSO44 ⇒⇒ barevný produktbarevný produkt

nebo:nebo:nebo:nebo:nebo:nebo:
4 HCHO  +  NH4 HCHO  +  NH44OH  +  CHOH  +  CH33COCHCOCH22COCHCOCH33 ⇒⇒ 3,53,5--diacetyldiacetyl--1,41,4--dihydrolutidindihydrolutidin +  5 H+  5 H22OO

enzymové metodyenzymové metody

nebo:nebo:
4 HCHO  +  NH4 HCHO  +  NH44OH  +  CHOH  +  CH33COCHCOCH22COCHCOCH33 ⇒⇒ 3,53,5--diacetyldiacetyl--1,41,4--dihydrolutidindihydrolutidin +  5 H+  5 H22OO

enzymové metodyenzymové metodyenzymové metodyenzymové metody
kombinacekombinace ss chemickouchemickou metodou,metodou, využívajívyužívají vznikajícívznikající glycerolglycerol
enzymyenzymy:: glycerolkinázaglycerolkináza (GK),(GK), glycerolglycerol--33--fosfátdehydrogenázafosfátdehydrogenáza (G(G33PD),PD), pyruvátkinázapyruvátkináza
(PK)(PK) laktátdehydrogenázalaktátdehydrogenáza (LDH)(LDH) diaforázadiaforáza (DF)(DF) lipoproteinlipázalipoproteinlipáza (LPL)(LPL)

enzymové metodyenzymové metody
kombinacekombinace ss chemickouchemickou metodou,metodou, využívajívyužívají vznikajícívznikající glycerolglycerol
enzymyenzymy:: glycerolkinázaglycerolkináza (GK),(GK), glycerolglycerol--33--fosfátdehydrogenázafosfátdehydrogenáza (G(G33PD),PD), pyruvátkinázapyruvátkináza
(PK)(PK) laktátdehydrogenázalaktátdehydrogenáza (LDH)(LDH) diaforázadiaforáza (DF)(DF) lipoproteinlipázalipoproteinlipáza (LPL)(LPL)(PK),(PK), laktátdehydrogenázalaktátdehydrogenáza (LDH),(LDH), diaforázadiaforáza (DF),(DF), lipoproteinlipázalipoproteinlipáza (LPL),(LPL),
glycerolfosfátoxidázaglycerolfosfátoxidáza (GPO),(GPO), peroxidázaperoxidáza (POD)(POD)
(PK),(PK), laktátdehydrogenázalaktátdehydrogenáza (LDH),(LDH), diaforázadiaforáza (DF),(DF), lipoproteinlipázalipoproteinlipáza (LPL),(LPL),
glycerolfosfátoxidázaglycerolfosfátoxidáza (GPO),(GPO), peroxidázaperoxidáza (POD)(POD)

268268268268



glycerol  +  ATP     glycerol  +  ATP     GKGK>> glycerolglycerol--33--fosfát  +  ADPfosfát  +  ADP
glycerolglycerol--33--fosfát  +  NAD+    fosfát  +  NAD+    G3PDG3PD>> dihydroxyacetonfosfát  +  NADH  +  Hdihydroxyacetonfosfát  +  NADH  +  H++

ADP PEPADP PEP PKPK ATP átATP át

glycerol  +  ATP     glycerol  +  ATP     GKGK>> glycerolglycerol--33--fosfát  +  ADPfosfát  +  ADP
glycerolglycerol--33--fosfát  +  NAD+    fosfát  +  NAD+    G3PDG3PD>> dihydroxyacetonfosfát  +  NADH  +  Hdihydroxyacetonfosfát  +  NADH  +  H++

ADP PEPADP PEP PKPK ATP átATP átADP  +  PEP   ADP  +  PEP   PKPK>> ATP  +  pyruvátATP  +  pyruvát
pyruvát  + NADH  +  Hpyruvát  + NADH  +  H++ LDHLDH>> laktát  +  NADlaktát  +  NAD++

NADH  +  HNADH  +  H++ +  INT    +  INT    DFDF>> červený formazan INT  +  NADčervený formazan INT  +  NAD++

INTINT jodnitrotetrazoliová violeťjodnitrotetrazoliová violeť ccacca 500 nm500 nm

ADP  +  PEP   ADP  +  PEP   PKPK>> ATP  +  pyruvátATP  +  pyruvát
pyruvát  + NADH  +  Hpyruvát  + NADH  +  H++ LDHLDH>> laktát  +  NADlaktát  +  NAD++

NADH  +  HNADH  +  H++ +  INT    +  INT    DFDF>> červený formazan INT  +  NADčervený formazan INT  +  NAD++

INTINT jodnitrotetrazoliová violeťjodnitrotetrazoliová violeť ccacca 500 nm500 nmINTINT –– jodnitrotetrazoliová violeť, jodnitrotetrazoliová violeť, ccacca 500 nm500 nm

kombince s chemickými metodami příliš komplikované a nevhodné pro automatizacikombince s chemickými metodami příliš komplikované a nevhodné pro automatizaci

INTINT –– jodnitrotetrazoliová violeť, jodnitrotetrazoliová violeť, ccacca 500 nm500 nm

kombince s chemickými metodami příliš komplikované a nevhodné pro automatizacikombince s chemickými metodami příliš komplikované a nevhodné pro automatizaci

stanovení přes chinoniminová barvivastanovení přes chinoniminová barviva
TG  +  3 HTG  +  3 H22O  O  LPLLPL>> glycerol  +  3 Rglycerol  +  3 R--COOHCOOH

glycerol + ATPglycerol + ATP GKGK>> glycerolglycerol--33--fosfát + ADPfosfát + ADP

stanovení přes chinoniminová barvivastanovení přes chinoniminová barviva
TG  +  3 HTG  +  3 H22O  O  LPLLPL>> glycerol  +  3 Rglycerol  +  3 R--COOHCOOH

glycerol + ATPglycerol + ATP GKGK>> glycerolglycerol--33--fosfát + ADPfosfát + ADPglycerol  +  ATP     glycerol  +  ATP     >> glycerolglycerol 33 fosfát  +  ADPfosfát  +  ADP
glycerolglycerol--33--fosfát  +  Ofosfát  +  O22

GPOGPO>> dihydroxyacetonfosfát  +  Hdihydroxyacetonfosfát  +  H22OO22
2 H2 H22OO22 +  4+  4--aminoantipyrin  +  fenol  aminoantipyrin  +  fenol  PODPOD>> chinoniminové barvivo  +  4 Hchinoniminové barvivo  +  4 H22OO

glycerol  +  ATP     glycerol  +  ATP     >> glycerolglycerol 33 fosfát  +  ADPfosfát  +  ADP
glycerolglycerol--33--fosfát  +  Ofosfát  +  O22

GPOGPO>> dihydroxyacetonfosfát  +  Hdihydroxyacetonfosfát  +  H22OO22
2 H2 H22OO22 +  4+  4--aminoantipyrin  +  fenol  aminoantipyrin  +  fenol  PODPOD>> chinoniminové barvivo  +  4 Hchinoniminové barvivo  +  4 H22OO

fenoly: 4fenoly: 4--chlorfenol, nebo kyselina 3,5chlorfenol, nebo kyselina 3,5--dihydroxybenzensulfonová (DHBS), nebo Ndihydroxybenzensulfonová (DHBS), nebo N--etyletyl--
NN--(3(3--sulfopropyl)sulfopropyl)--mm--anisidin (ESPAS) anisidin (ESPAS) 

t í ř NADHt í ř NADH

fenoly: 4fenoly: 4--chlorfenol, nebo kyselina 3,5chlorfenol, nebo kyselina 3,5--dihydroxybenzensulfonová (DHBS), nebo Ndihydroxybenzensulfonová (DHBS), nebo N--etyletyl--
NN--(3(3--sulfopropyl)sulfopropyl)--mm--anisidin (ESPAS) anisidin (ESPAS) 

t í ř NADHt í ř NADHstanovení přes NADHstanovení přes NADH
TG  +  3 HTG  +  3 H22O O LPLLPL>> glycerol  +  3 Rglycerol  +  3 R--COOHCOOH

glycerol  +  ATP glycerol  +  ATP GKGK>> glycerolglycerol--33--fosfát  +  ADPfosfát  +  ADP
glycerolglycerol 33 fosfát + NADfosfát + NAD++ G3PDG3PD>> dihydroxyacetonfosfát + NADH + Hdihydroxyacetonfosfát + NADH + H++

stanovení přes NADHstanovení přes NADH
TG  +  3 HTG  +  3 H22O O LPLLPL>> glycerol  +  3 Rglycerol  +  3 R--COOHCOOH

glycerol  +  ATP glycerol  +  ATP GKGK>> glycerolglycerol--33--fosfát  +  ADPfosfát  +  ADP
glycerolglycerol 33 fosfát + NADfosfát + NAD++ G3PDG3PD>> dihydroxyacetonfosfát + NADH + Hdihydroxyacetonfosfát + NADH + H++glycerolglycerol--33--fosfát  +  NADfosfát  +  NAD++ G3PDG3PD>> dihydroxyacetonfosfát  +  NADH  +  Hdihydroxyacetonfosfát  +  NADH  +  H++

provedeníprovedení: probíhá s jedním roztokem, je jednostupňová a je vhodná k automatizaci: probíhá s jedním roztokem, je jednostupňová a je vhodná k automatizaci

glycerolglycerol--33--fosfát  +  NADfosfát  +  NAD++ G3PDG3PD>> dihydroxyacetonfosfát  +  NADH  +  Hdihydroxyacetonfosfát  +  NADH  +  H++

provedeníprovedení: probíhá s jedním roztokem, je jednostupňová a je vhodná k automatizaci: probíhá s jedním roztokem, je jednostupňová a je vhodná k automatizaci 269269269269



revmatoidní faktorrevmatoidní faktorrevmatoidní faktorrevmatoidní faktor

obsahobsah:: pentamericképentamerické imunoglobulinyimunoglobuliny IgMIgM sese specifitouspecifitou propro FcFc fragmentfragment IgG,IgG, podobnépodobné
vlastnostivlastnosti ii uu monomerickýchmonomerických IgM,IgM, IgAIgA aa IgGIgG
stanovenístanovení:: vv séru,séru, indikaceindikace (až(až 7575 %%)) všechvšech revmatickýchrevmatických onemocněníonemocnění

obsahobsah:: pentamericképentamerické imunoglobulinyimunoglobuliny IgMIgM sese specifitouspecifitou propro FcFc fragmentfragment IgG,IgG, podobnépodobné
vlastnostivlastnosti ii uu monomerickýchmonomerických IgM,IgM, IgAIgA aa IgGIgG
stanovenístanovení:: vv séru,séru, indikaceindikace (až(až 7575 %%)) všechvšech revmatickýchrevmatických onemocněníonemocnění(( )) ýý

latexovýlatexový fixačnífixační testtest
provedeníprovedení:: separaceseparace dledle CohnaCohna (extrakce(extrakce sadousadou roztokůroztoků etanoluetanolu zaza chladu),chladu), frakcefrakce IIII sese

(( )) ýý

latexovýlatexový fixačnífixační testtest
provedeníprovedení:: separaceseparace dledle CohnaCohna (extrakce(extrakce sadousadou roztokůroztoků etanoluetanolu zaza chladu),chladu), frakcefrakce IIII sese
smíchásmíchá ss latexovýmilatexovými částicemi,částicemi, nana něžněž jeje pasivněpasivně sorbovánsorbován γγ--globulin,globulin, docházídochází kk
aglutinaciaglutinaci;; citlivostcitlivost jeje asiasi odod 22 U/mlU/ml

RR W l ůW l ů t tt t

smíchásmíchá ss latexovýmilatexovými částicemi,částicemi, nana něžněž jeje pasivněpasivně sorbovánsorbován γγ--globulin,globulin, docházídochází kk
aglutinaciaglutinaci;; citlivostcitlivost jeje asiasi odod 22 U/mlU/ml

RR W l ůW l ů t tt tRoseRose--WaalerůvWaalerův testtest
hemaglutinačníhemaglutinační testtest (ovčí(ovčí erytrocytyerytrocyty modifikovanémodifikované taninemtaninem /zpevňuje/zpevňuje buňky/,buňky/, potaženépotažené
králičíkráličí protilátkouprotilátkou protiproti ovčímovčím erytrocytům)erytrocytům);; erytrocytyerytrocyty aglutinujíaglutinují sese vzorkemvzorkem obsahujícímobsahujícím
lidskýlidský e matoidníe matoidní faktofakto nana ákladěákladě křížo ékřížo é eakceeakce me ime i k áličímk áličím aa lidskýmlidským IgGIgG

RoseRose--WaalerůvWaalerův testtest
hemaglutinačníhemaglutinační testtest (ovčí(ovčí erytrocytyerytrocyty modifikovanémodifikované taninemtaninem /zpevňuje/zpevňuje buňky/,buňky/, potaženépotažené
králičíkráličí protilátkouprotilátkou protiproti ovčímovčím erytrocytům)erytrocytům);; erytrocytyerytrocyty aglutinujíaglutinují sese vzorkemvzorkem obsahujícímobsahujícím
lidskýlidský e matoidníe matoidní faktofakto nana ákladěákladě křížo ékřížo é eakceeakce me ime i k áličímk áličím aa lidskýmlidským IgGIgGlidskýlidský revmatoidnírevmatoidní faktorfaktor nana základězákladě křížovékřížové reakcereakce mezimezi králičímkráličím aa lidskýmlidským IgGIgGlidskýlidský revmatoidnírevmatoidní faktorfaktor nana základězákladě křížovékřížové reakcereakce mezimezi králičímkráličím aa lidskýmlidským IgGIgG
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CC--reaktivní protein (CRP)reaktivní protein (CRP)

obsahobsah:: patřípatří mezimezi tzvtzv.. bílkovinybílkoviny akutníakutní fázefáze aa mezimezi rizikovérizikové faktoryfaktory ischemickéischemické chorobychoroby

CC--reaktivní protein (CRP)reaktivní protein (CRP)

obsahobsah:: patřípatří mezimezi tzvtzv.. bílkovinybílkoviny akutníakutní fázefáze aa mezimezi rizikovérizikové faktoryfaktory ischemickéischemické chorobychorobypp yy yy yy
srdcesrdce
stanovenístanovení:: vv séru,séru, jehojeho koncentracekoncentrace narůstánarůstá ccacca 77 hh popo zánětuzánětu aa kulminujekulminuje běhemběhem 11 ažaž
33 dnů,dnů, kdykdy můžemůže dosahovatdosahovat ažaž tisíctisíc mg/l,mg/l, referenčníreferenční intervalinterval jeje podpod ccacca 11..66 mg/lmg/l

pp yy yy yy
srdcesrdce
stanovenístanovení:: vv séru,séru, jehojeho koncentracekoncentrace narůstánarůstá ccacca 77 hh popo zánětuzánětu aa kulminujekulminuje běhemběhem 11 ažaž
33 dnů,dnů, kdykdy můžemůže dosahovatdosahovat ažaž tisíctisíc mg/l,mg/l, referenčníreferenční intervalinterval jeje podpod ccacca 11..66 mg/lmg/l

CRPCRP lzelze stanovitstanovit různýmirůznými imunochemickýmiimunochemickými metodami,metodami, nejčastějinejčastěji jsoujsou toto metodymetody ss
latexovýmilatexovými částicemičásticemi
CRPCRP lzelze stanovitstanovit různýmirůznými imunochemickýmiimunochemickými metodami,metodami, nejčastějinejčastěji jsoujsou toto metodymetody ss
latexovýmilatexovými částicemičásticemi

imunoturbidimetrickéimunoturbidimetrické stanovenístanovení
metodametoda DuRELDuREL ((dualdual--radiusradius enhancedenhanced latexlatex)) –– latexovélatexové mikročásticemikročástice oo dvoudvou velikostechvelikostech
ss vázanýmivázanými dvěmadvěma typytypy monoklonálnímonoklonální protilátkyprotilátky ss různourůznou afinitouafinitou kk CRPCRP (velké(velké částicečástice ss

imunoturbidimetrickéimunoturbidimetrické stanovenístanovení
metodametoda DuRELDuREL ((dualdual--radiusradius enhancedenhanced latexlatex)) –– latexovélatexové mikročásticemikročástice oo dvoudvou velikostechvelikostech
ss vázanýmivázanými dvěmadvěma typytypy monoklonálnímonoklonální protilátkyprotilátky ss různourůznou afinitouafinitou kk CRPCRP (velké(velké částicečástice ssss vázanýmivázanými dvěmadvěma typytypy monoklonálnímonoklonální protilátkyprotilátky ss různourůznou afinitouafinitou kk CRPCRP (velké(velké částicečástice ss
vysokouvysokou afinitou)afinitou);; připři nízkénízké koncentracikoncentraci analytuanalytu reagujíreagují přednostněpřednostně velkévelké částice,částice, připři
vyššíchvyšších koncentracíchkoncentracích analytuanalytu reagujíreagují ii menšímenší částicečástice ⇒⇒ citlivý,citlivý, širokýširoký aa lineárnílineární měřícíměřící
rozsahrozsah

ss vázanýmivázanými dvěmadvěma typytypy monoklonálnímonoklonální protilátkyprotilátky ss různourůznou afinitouafinitou kk CRPCRP (velké(velké částicečástice ss
vysokouvysokou afinitou)afinitou);; připři nízkénízké koncentracikoncentraci analytuanalytu reagujíreagují přednostněpřednostně velkévelké částice,částice, připři
vyššíchvyšších koncentracíchkoncentracích analytuanalytu reagujíreagují ii menšímenší částicečástice ⇒⇒ citlivý,citlivý, širokýširoký aa lineárnílineární měřícíměřící
rozsahrozsahrozsahrozsah

CRP  + Ab CRP  + Ab ⇒⇒ [CRP[CRP--Ab]Ab]
:: měříměří sese turbiditaturbidita připři 340340 nmnm

rozsahrozsah

CRP  + Ab CRP  + Ab ⇒⇒ [CRP[CRP--Ab]Ab]
:: měříměří sese turbiditaturbidita připři 340340 nmnm:: měříměří sese turbiditaturbidita připři 340340 nmnm:: měříměří sese turbiditaturbidita připři 340340 nmnm

271271271271



trypsintrypsintrypsintrypsintrypsintrypsin

obsahobsah:: ECEC 33..44..2121..44,, serinováserinová proteináza,proteináza, veve dvanácterníkudvanácterníku
stanovenístanovení:: vv plazměplazmě vv duodenálníduodenální šťávěšťávě veve stolicistolici;; testtest nana poruchuporuchu exokrinníexokrinní funkcefunkce

trypsintrypsin

obsahobsah:: ECEC 33..44..2121..44,, serinováserinová proteináza,proteináza, veve dvanácterníkudvanácterníku
stanovenístanovení:: vv plazměplazmě vv duodenálníduodenální šťávěšťávě veve stolicistolici;; testtest nana poruchuporuchu exokrinníexokrinní funkcefunkcestanovenístanovení:: vv plazmě,plazmě, vv duodenálníduodenální šťávě,šťávě, veve stolicistolici;; testtest nana poruchuporuchu exokrinníexokrinní funkcefunkce
pankreatu,pankreatu, referenčníreferenční intervalinterval přibližněpřibližně 150150 ±± 7777 μμg/lg/l

enzymatickéenzymatické metodymetody

stanovenístanovení:: vv plazmě,plazmě, vv duodenálníduodenální šťávě,šťávě, veve stolicistolici;; testtest nana poruchuporuchu exokrinníexokrinní funkcefunkce
pankreatu,pankreatu, referenčníreferenční intervalinterval přibližněpřibližně 150150 ±± 7777 μμg/lg/l

enzymatickéenzymatické metodymetodyenzymatickéenzymatické metodymetody
imunochemickyimunochemicky (zejména(zejména RIA)RIA)

fotometrickyfotometricky ss chromogennímichromogenními substrátysubstráty

enzymatickéenzymatické metodymetody
imunochemickyimunochemicky (zejména(zejména RIA)RIA)

fotometrickyfotometricky ss chromogennímichromogenními substrátysubstrátyfotometrickyfotometricky ss chromogennímichromogenními substrátysubstráty
LL--TAPA + HTAPA + H22O O trypsintrypsin>> NN--αα--tosyltosyl--LL--arginin + 4arginin + 4--nitroanilinnitroanilin

žlutýžlutý chromoforchromofor 44--nitroanilinnitroanilin;; podobnýpodobný chromogenníchromogenní substrátsubstrát benzoylbenzoyl--LL--argininarginin--44--

fotometrickyfotometricky ss chromogennímichromogenními substrátysubstráty
LL--TAPA + HTAPA + H22O O trypsintrypsin>> NN--αα--tosyltosyl--LL--arginin + 4arginin + 4--nitroanilinnitroanilin

žlutýžlutý chromoforchromofor 44--nitroanilinnitroanilin;; podobnýpodobný chromogenníchromogenní substrátsubstrát benzoylbenzoyl--LL--argininarginin--44--žlutýžlutý chromoforchromofor 44 nitroanilinnitroanilin;; podobnýpodobný chromogenníchromogenní substrátsubstrát benzoylbenzoyl LL argininarginin 44
nitroanilidnitroanilid

provedeníprovedení:: vzorekvzorek sese ředíředí fyziologickýmfyziologickým roztokemroztokem ++ pufrpufr TRISTRIS 200200 mMmM pHpH 88 ++ substrátsubstrát

žlutýžlutý chromoforchromofor 44 nitroanilinnitroanilin;; podobnýpodobný chromogenníchromogenní substrátsubstrát benzoylbenzoyl LL argininarginin 44
nitroanilidnitroanilid

provedeníprovedení:: vzorekvzorek sese ředíředí fyziologickýmfyziologickým roztokemroztokem ++ pufrpufr TRISTRIS 200200 mMmM pHpH 88 ++ substrátsubstrátpp y g ýy g ý pp pp
11 mM,mM, připři 3737 °°CC popo 1010 minmin sese změřízměří absorbanceabsorbance připři 405405 nmnm
pp y g ýy g ý pp pp
11 mM,mM, připři 3737 °°CC popo 1010 minmin sese změřízměří absorbanceabsorbance připři 405405 nmnm
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těhotenský test (těhotenský test (hCGhCG))těhotenský test (těhotenský test (hCGhCG))ý (ý ( ))

obsahobsah:: lidskýlidský choriovýchoriový gonadotropingonadotropin ((hCGhCG),), glykoprotein,glykoprotein, dimerdimer àà 4040 kDakDa;; hormonhormon
produkovanýprodukovaný placentouplacentou

ý (ý ( ))

obsahobsah:: lidskýlidský choriovýchoriový gonadotropingonadotropin ((hCGhCG),), glykoprotein,glykoprotein, dimerdimer àà 4040 kDakDa;; hormonhormon
produkovanýprodukovaný placentouplacentoup ýp ý pp
stanovenístanovení:: vv mateřskémateřské krvikrvi aa močimoči;; odod 88.. dnedne popo oplodněníoplodnění vajíčka,vajíčka, hladinahladina hCGhCG vv močimoči
připři těhotenstvítěhotenství prudceprudce narůstá,narůstá, nejvyššínejvyšší jeje 88.. týden,týden, pozitivnípozitivní testtest připři obsahuobsahu hCGhCG nadnad 2020
–– 5050 U/lU/l

p ýp ý pp
stanovenístanovení:: vv mateřskémateřské krvikrvi aa močimoči;; odod 88.. dnedne popo oplodněníoplodnění vajíčka,vajíčka, hladinahladina hCGhCG vv močimoči
připři těhotenstvítěhotenství prudceprudce narůstá,narůstá, nejvyššínejvyšší jeje 88.. týden,týden, pozitivnípozitivní testtest připři obsahuobsahu hCGhCG nadnad 2020
–– 5050 U/lU/l

latexovýlatexový aglutinačníaglutinační testtest
provedeníprovedení:: nana podložnímpodložním sklíčkusklíčku;; vv moči,moči, hCGhCG reagujereaguje ss monoklonálnímmonoklonálním antiséremantisérem (Ab,(Ab,

ší)ší) b ďb ď i hib ji hib j á l dá l d l i č íl i č í k ik i řidá ířidá í l ý hl ý h čá ičá i

latexovýlatexový aglutinačníaglutinační testtest
provedeníprovedení:: nana podložnímpodložním sklíčkusklíčku;; vv moči,moči, hCGhCG reagujereaguje ss monoklonálnímmonoklonálním antiséremantisérem (Ab,(Ab,

ší)ší) b ďb ď i hib ji hib j á l dá l d l i č íl i č í k ik i řidá ířidá í l ý hl ý h čá ičá imyší),myší), aa buďbuď inhibujeinhibuje následnounáslednou aglutinačníaglutinační reakcireakci popo přidánípřidání latexovýchlatexových částicčástic ss
fixovanýmfixovaným hCGhCG,, nebonebo jiji neinhibujeneinhibuje (reakce(reakce proběhne)proběhne);; současněsoučasně sese provádíprovádí ii tzvtzv..
pozitivnípozitivní kontrolakontrola

myší),myší), aa buďbuď inhibujeinhibuje následnounáslednou aglutinačníaglutinační reakcireakci popo přidánípřidání latexovýchlatexových částicčástic ss
fixovanýmfixovaným hCGhCG,, nebonebo jiji neinhibujeneinhibuje (reakce(reakce proběhne)proběhne);; současněsoučasně sese provádíprovádí ii tzvtzv..
pozitivnípozitivní kontrolakontrola

malýmalý obsahobsah hCGhCG (nestačí(nestačí vyvázatvyvázat antisérumantisérum)) ⇒⇒ aglutinaceaglutinace proběhne,proběhne, negativnínegativní::
hCGhCG +  Ab  +  Ab  →→ [[hCGhCG--Ab]  Ab]  +  +  AbAb

Ab +Ab + hCGhCG latelate [Ab[Ab hCGhCG late ]late ]↓↓

malýmalý obsahobsah hCGhCG (nestačí(nestačí vyvázatvyvázat antisérumantisérum)) ⇒⇒ aglutinaceaglutinace proběhne,proběhne, negativnínegativní::
hCGhCG +  Ab  +  Ab  →→ [[hCGhCG--Ab]  Ab]  +  +  AbAb

Ab +Ab + hCGhCG latelate [Ab[Ab hCGhCG late ]late ]↓↓Ab  +  Ab  +  hCGhCG--latex  latex  →→ [Ab[Ab--hCGhCG--latex]latex]↓↓

vysokývysoký obsahobsah hCGhCG (vše(vše vysycenovysyceno)) ⇒⇒ aglutinaceaglutinace neproběhne,neproběhne, pozitivnípozitivní::
hCGhCG + Ab+ Ab [[hCGhCG Ab]Ab]

Ab  +  Ab  +  hCGhCG--latex  latex  →→ [Ab[Ab--hCGhCG--latex]latex]↓↓

vysokývysoký obsahobsah hCGhCG (vše(vše vysycenovysyceno)) ⇒⇒ aglutinaceaglutinace neproběhne,neproběhne, pozitivnípozitivní::
hCGhCG + Ab+ Ab [[hCGhCG Ab]Ab]hCGhCG +  Ab   +  Ab   →→ [[hCGhCG--Ab]Ab]

[[hCGhCG--Ab] Ab] +  +  hCGhCG--latex  latex  →→ neproběhne aglutinaceneproběhne aglutinace
hCGhCG +  Ab   +  Ab   →→ [[hCGhCG--Ab]Ab]

[[hCGhCG--Ab] Ab] +  +  hCGhCG--latex  latex  →→ neproběhne aglutinaceneproběhne aglutinace
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testtest diagnostickýmdiagnostickým proužkemproužkem
ss koloidnímkoloidním zlatemzlatem
proužekproužek obsahujeobsahuje vv místěmístě nanesenínanesení vzorkuvzorku (dole)(dole) sorbovanou,sorbovanou, aleale nekotvenounekotvenou

testtest diagnostickýmdiagnostickým proužkemproužkem
ss koloidnímkoloidním zlatemzlatem
proužekproužek obsahujeobsahuje vv místěmístě nanesenínanesení vzorkuvzorku (dole)(dole) sorbovanou,sorbovanou, aleale nekotvenounekotvenou
monoklonálnímonoklonální protilátkuprotilátku protiproti hCGhCG nana koloidníchkoloidních částicíchčásticích zlatazlata ((AbAb11--AuAu),), nahořenahoře (ve(ve
směrusměru difúze)difúze) dvědvě zónyzóny ss kotvenýmikotvenými protilátkamiprotilátkami;; prváprvá zónazóna obsahujeobsahuje kotvenoukotvenou
sekundárnísekundární protilátkuprotilátku protiproti hCGhCG ((AbAb22

bb),), druhádruhá zónazóna obsahujeobsahuje kotvenoukotvenou protilátkuprotilátku protiproti
bb

monoklonálnímonoklonální protilátkuprotilátku protiproti hCGhCG nana koloidníchkoloidních částicíchčásticích zlatazlata ((AbAb11--AuAu),), nahořenahoře (ve(ve
směrusměru difúze)difúze) dvědvě zónyzóny ss kotvenýmikotvenými protilátkamiprotilátkami;; prváprvá zónazóna obsahujeobsahuje kotvenoukotvenou
sekundárnísekundární protilátkuprotilátku protiproti hCGhCG ((AbAb22

bb),), druhádruhá zónazóna obsahujeobsahuje kotvenoukotvenou protilátkuprotilátku protiproti
bbAbAb11 ((AbAb33
bb))

vysokývysoký obsahobsah hCGhCG
hCGhCG jj i á íi á í tilátktilátk k lk l dif d jdif d j hh h tíh tí éé

AbAb11 ((AbAb33
bb))

vysokývysoký obsahobsah hCGhCG
hCGhCG jj i á íi á í tilátktilátk k lk l dif d jdif d j hh h tíh tí ééhCGhCG reagujereaguje ss primárníprimární protilátkouprotilátkou nana komplex,komplex, difundujedifunduje nahorunahoru aa zachytízachytí sese nana prvéprvé
zónězóně ss kotvenoukotvenou AbAb22 jakojako sendvičsendvič [[hCGhCG--AbAb11--Au]Au]--AbAb22

bb;; vzniknevznikne červenýčervený proužekproužek
((pozitivnípozitivní reakcereakce))

hCGhCG reagujereaguje ss primárníprimární protilátkouprotilátkou nana komplex,komplex, difundujedifunduje nahorunahoru aa zachytízachytí sese nana prvéprvé
zónězóně ss kotvenoukotvenou AbAb22 jakojako sendvičsendvič [[hCGhCG--AbAb11--Au]Au]--AbAb22

bb;; vzniknevznikne červenýčervený proužekproužek
((pozitivnípozitivní reakcereakce))

malýmalý obsahobsah hCGhCG
žádnýžádný komplex,komplex, AbAb11 difundujedifunduje nahoru,nahoru, zachytízachytí sese ažaž nana druhédruhé zónězóně;; tamtam sese objevíobjeví
červenýčervený pruhpruh koloidníhokoloidního zlatazlata ((negativnínegativní reakcereakce)) sloužíslouží jakojako kontrolakontrola žeže testtest jeje

malýmalý obsahobsah hCGhCG
žádnýžádný komplex,komplex, AbAb11 difundujedifunduje nahoru,nahoru, zachytízachytí sese ažaž nana druhédruhé zónězóně;; tamtam sese objevíobjeví
červenýčervený pruhpruh koloidníhokoloidního zlatazlata ((negativnínegativní reakcereakce)) sloužíslouží jakojako kontrolakontrola žeže testtest jeječervenýčervený pruhpruh koloidníhokoloidního zlatazlata ((negativnínegativní reakcereakce),), sloužíslouží jakojako kontrola,kontrola, žeže testtest jeje
funkčnífunkční

:: místomísto koloidníhokoloidního zlatazlata napřnapř organickéorganické barvivobarvivo

červenýčervený pruhpruh koloidníhokoloidního zlatazlata ((negativnínegativní reakcereakce),), sloužíslouží jakojako kontrola,kontrola, žeže testtest jeje
funkčnífunkční

:: místomísto koloidníhokoloidního zlatazlata napřnapř organickéorganické barvivobarvivo
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:: místomísto koloidníhokoloidního zlatazlata napřnapř.. organickéorganické barvivobarvivo:: místomísto koloidníhokoloidního zlatazlata napřnapř.. organickéorganické barvivobarvivo



proužekproužek ss protilátkouprotilátkou značenouznačenou enzymemenzymem
:: podobnépodobné jakojako uu koloidníhokoloidního zlatazlata
proužekproužek ss protilátkouprotilátkou značenouznačenou enzymemenzymem
:: podobnépodobné jakojako uu koloidníhokoloidního zlatazlata:: podobnépodobné jakojako uu koloidníhokoloidního zlatazlata
:: primárníprimární hCGhCG protilátkouprotilátkou jeje značenaznačena vhodnýmvhodným enzymemenzymem ((AbAb11**));; vv místěmístě zakotvenézakotvené
((AbAb22

bb)) jeje vv reakčníreakční zónězóně vhodnývhodný enzymovýenzymový substrátsubstrát aa pomocnépomocné látkylátky

:: podobnépodobné jakojako uu koloidníhokoloidního zlatazlata
:: primárníprimární hCGhCG protilátkouprotilátkou jeje značenaznačena vhodnýmvhodným enzymemenzymem ((AbAb11**));; vv místěmístě zakotvenézakotvené
((AbAb22

bb)) jeje vv reakčníreakční zónězóně vhodnývhodný enzymovýenzymový substrátsubstrát aa pomocnépomocné látkylátky

vysokývysoký obsahobsah hCGhCG
vzniknevznikne komplexkomplex [Ab[Ab11**--AgAg]],, kterýkterý difundujedifunduje aa zachytízachytí sese nana AbAb22

bb [Ab[Ab11**--AgAg]]--AbAb22
bb;;

enzymenzym katalyzujekatalyzuje rozkladrozklad bezbarvéhobezbarvého substrátusubstrátu aa zónazóna sese zbarvízbarví

vysokývysoký obsahobsah hCGhCG
vzniknevznikne komplexkomplex [Ab[Ab11**--AgAg]],, kterýkterý difundujedifunduje aa zachytízachytí sese nana AbAb22

bb [Ab[Ab11**--AgAg]]--AbAb22
bb;;

enzymenzym katalyzujekatalyzuje rozkladrozklad bezbarvéhobezbarvého substrátusubstrátu aa zónazóna sese zbarvízbarvíenzymenzym katalyzujekatalyzuje rozkladrozklad bezbarvéhobezbarvého substrátusubstrátu aa zónazóna sese zbarvízbarví

malýmalý obsahobsah hCGhCG
žádnýžádný komplexkomplex,, značenáznačená primárníprimární protilátkaprotilátka jeje zachycenazachycena vv kontrolníkontrolní zónězóně třetítřetí

enzymenzym katalyzujekatalyzuje rozkladrozklad bezbarvéhobezbarvého substrátusubstrátu aa zónazóna sese zbarvízbarví

malýmalý obsahobsah hCGhCG
žádnýžádný komplexkomplex,, značenáznačená primárníprimární protilátkaprotilátka jeje zachycenazachycena vv kontrolníkontrolní zónězóně třetítřetíýý pp ,, pp pp jj yy
protilátkouprotilátkou ((AbAb33

bb)) [Ab[Ab11**--AbAb33
bb]];; druhádruhá zónazóna takétaké obsahujeobsahuje enzymovýenzymový substrátsubstrát ––

barevnýbarevný pruhpruh

ýý pp ,, pp pp jj yy
protilátkouprotilátkou ((AbAb33

bb)) [Ab[Ab11**--AbAb33
bb]];; druhádruhá zónazóna takétaké obsahujeobsahuje enzymovýenzymový substrátsubstrát ––

barevnýbarevný pruhpruh

substrátysubstráty::
:: propro enzymenzym PODPOD –– TMBTMB (v(v kyselémkyselém prostředí)prostředí) :: modrémodré zbarvenízbarvení
:: propro enzymemenzymem ALPALP –– fenolftaleinfenolftalein-- nebonebo thymolftaleinfosfátuthymolftaleinfosfátu (alkalické(alkalické prostředí)prostředí) ::

substrátysubstráty::
:: propro enzymenzym PODPOD –– TMBTMB (v(v kyselémkyselém prostředí)prostředí) :: modrémodré zbarvenízbarvení
:: propro enzymemenzymem ALPALP –– fenolftaleinfenolftalein-- nebonebo thymolftaleinfosfátuthymolftaleinfosfátu (alkalické(alkalické prostředí)prostředí) ::
červenéčervené ažaž modrémodré zbarvenízbarvení

kvantifikacekvantifikace hCGhCG pomocípomocí ELISAELISA
d ič ád ič á h ikh ik d hád há AbAb jj k j ák j á PODPOD b áb á ABTSABTS

červenéčervené ažaž modrémodré zbarvenízbarvení

kvantifikacekvantifikace hCGhCG pomocípomocí ELISAELISA
d ič ád ič á h ikh ik d hád há AbAb jj k j ák j á PODPOD b áb á ABTSABTSsendvičovásendvičová technikatechnika;; druhádruhá AbAb jeje konjugátkonjugát ss POD,POD, substrátsubstrát ABTSABTSsendvičovásendvičová technikatechnika;; druhádruhá AbAb jeje konjugátkonjugát ss POD,POD, substrátsubstrát ABTSABTS
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Mycobacterium tuberculosisMycobacterium tuberculosis

obsahobsah:: MycobacteriumMycobacterium jsoujsou acidorezistentníacidorezistentní tyčinky,tyčinky, patogennípatogenní (tuberkulóza)(tuberkulóza) jeje MM..

Mycobacterium tuberculosisMycobacterium tuberculosis

obsahobsah:: MycobacteriumMycobacterium jsoujsou acidorezistentníacidorezistentní tyčinky,tyčinky, patogennípatogenní (tuberkulóza)(tuberkulóza) jeje MM..yy jj y y,y y, p gp g ( )( ) jj
tuberculosistuberculosis aa MM.. bovisbovis,, atypickáatypická mykobakteria,mykobakteria, napřnapř.. MM.. KansasiKansasi aa MM.. avireniavireni aa původcepůvodce
malomocenstvímalomocenství MM.. lepraeleprae;; infekčníinfekční jeje jižjiž ii méněméně nežnež 1010 bacilůbacilů
stanovenístanovení:: sputum,sputum, ranníranní vzorek,vzorek, asiasi 55 –– 1010 mlml popo 33 dnydny zaza sebou,sebou, někdyněkdy ii likvor,likvor, hnis,hnis,

yy jj y y,y y, p gp g ( )( ) jj
tuberculosistuberculosis aa MM.. bovisbovis,, atypickáatypická mykobakteria,mykobakteria, napřnapř.. MM.. KansasiKansasi aa MM.. avireniavireni aa původcepůvodce
malomocenstvímalomocenství MM.. lepraeleprae;; infekčníinfekční jeje jižjiž ii méněméně nežnež 1010 bacilůbacilů
stanovenístanovení:: sputum,sputum, ranníranní vzorek,vzorek, asiasi 55 –– 1010 mlml popo 33 dnydny zaza sebou,sebou, někdyněkdy ii likvor,likvor, hnis,hnis,p ,p , ,, pp yy ,, yy ,, ,,
biopsie,biopsie, močmoč;; nebarvínebarví sese dledle GramaGrama

kultivačníkultivační průkazprůkaz
provedeníprovedení:: dekontaminacedekontaminace (nespecifická(nespecifická mikroflóra)mikroflóra) NaOHNaOH 11 MM zaza přítomnostipřítomnosti

p ,p , ,, pp yy ,, yy ,, ,,
biopsie,biopsie, močmoč;; nebarvínebarví sese dledle GramaGrama

kultivačníkultivační průkazprůkaz
provedeníprovedení:: dekontaminacedekontaminace (nespecifická(nespecifická mikroflóra)mikroflóra) NaOHNaOH 11 MM zaza přítomnostipřítomnostiprovedeníprovedení:: dekontaminacedekontaminace (nespecifická(nespecifická mikroflóra)mikroflóra) NaOHNaOH 11 MM zaza přítomnostipřítomnosti
laurylsulfátu,laurylsulfátu, neutralizaceneutralizace HClHCl;; naočkovánínaočkování nana půdupůdu ((vaječnávaječná ss obsahemobsahem solí,solí,
asparaginu,asparaginu, glycerinu,glycerinu, škrobuškrobu aa malachitovémalachitové zelenězeleně;; nebonebo tekutátekutá obsahujícíobsahující glutamát,glutamát, LL--
alaninalanin kaseinovýkaseinový hydrolyzáthydrolyzát hovězíhovězí sérumsérum ajaj )) inkubaceinkubace připři 3737 °°CC odečítáodečítá zaza 11 33 66 aa

provedeníprovedení:: dekontaminacedekontaminace (nespecifická(nespecifická mikroflóra)mikroflóra) NaOHNaOH 11 MM zaza přítomnostipřítomnosti
laurylsulfátu,laurylsulfátu, neutralizaceneutralizace HClHCl;; naočkovánínaočkování nana půdupůdu ((vaječnávaječná ss obsahemobsahem solí,solí,
asparaginu,asparaginu, glycerinu,glycerinu, škrobuškrobu aa malachitovémalachitové zelenězeleně;; nebonebo tekutátekutá obsahujícíobsahující glutamát,glutamát, LL--
alaninalanin kaseinovýkaseinový hydrolyzáthydrolyzát hovězíhovězí sérumsérum ajaj )) inkubaceinkubace připři 3737 °°CC odečítáodečítá zaza 11 33 66 aaalanin,alanin, kaseinovýkaseinový hydrolyzát,hydrolyzát, hovězíhovězí sérumsérum ajaj..),), inkubaceinkubace připři 3737 C,C, odečítáodečítá zaza 11,, 33,, 66 aa
99 týdnůtýdnů (vyřadit(vyřadit kontaminovanékontaminované půdy)půdy);; připři pozitivnímpozitivním výsledkuvýsledku sese pokračujepokračuje určenímurčením
zachycenýchzachycených kmenůkmenů aa založízaloží sese vyšetřenívyšetření nana jejichjejich citlivostcitlivost (rezistenci)(rezistenci) vůčivůči lékůmlékům;; propro
rozlišenírozlišení MM tuberculosistuberculosis odod MM bovisbovis sese ověřujeověřuje schopnostschopnost tvorbytvorby niacinuniacinu redukceredukce

alanin,alanin, kaseinovýkaseinový hydrolyzát,hydrolyzát, hovězíhovězí sérumsérum ajaj..),), inkubaceinkubace připři 3737 C,C, odečítáodečítá zaza 11,, 33,, 66 aa
99 týdnůtýdnů (vyřadit(vyřadit kontaminovanékontaminované půdy)půdy);; připři pozitivnímpozitivním výsledkuvýsledku sese pokračujepokračuje určenímurčením
zachycenýchzachycených kmenůkmenů aa založízaloží sese vyšetřenívyšetření nana jejichjejich citlivostcitlivost (rezistenci)(rezistenci) vůčivůči lékůmlékům;; propro
rozlišenírozlišení MM tuberculosistuberculosis odod MM bovisbovis sese ověřujeověřuje schopnostschopnost tvorbytvorby niacinuniacinu redukceredukcerozlišenírozlišení MM.. tuberculosistuberculosis odod MM.. bovisbovis sese ověřujeověřuje schopnostschopnost tvorbytvorby niacinu,niacinu, redukceredukce
dusičnanůdusičnanů nana dusitany,dusitany, citlivostcitlivost vůčivůči hydraziduhydrazidu kyselinykyseliny thiofenthiofen--22--uhličitéuhličité (tzv(tzv.. TCHTCH--test)test)
aa hydrolýzahydrolýza TweenTween 8080;; MM.. tuberculosistuberculosis má,má, nana rozdílrozdíl odod MM.. bovisbovis,, uvedenéuvedené testytesty pozitivnípozitivní

ůů

rozlišenírozlišení MM.. tuberculosistuberculosis odod MM.. bovisbovis sese ověřujeověřuje schopnostschopnost tvorbytvorby niacinu,niacinu, redukceredukce
dusičnanůdusičnanů nana dusitany,dusitany, citlivostcitlivost vůčivůči hydraziduhydrazidu kyselinykyseliny thiofenthiofen--22--uhličitéuhličité (tzv(tzv.. TCHTCH--test)test)
aa hydrolýzahydrolýza TweenTween 8080;; MM.. tuberculosistuberculosis má,má, nana rozdílrozdíl odod MM.. bovisbovis,, uvedenéuvedené testytesty pozitivnípozitivní

ůůprůkaz pomocí PCRprůkaz pomocí PCRprůkaz pomocí PCRprůkaz pomocí PCR

HIV (AIDS)HIV (AIDS)HIV (AIDS)HIV (AIDS)
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obsahobsah: tělní tekutiny, virus lidské imunodeficience, retrovirus : tělní tekutiny, virus lidské imunodeficience, retrovirus 
stanovenístanovení: v séru, imunochemické postupy (ELISA): v séru, imunochemické postupy (ELISA)
obsahobsah: tělní tekutiny, virus lidské imunodeficience, retrovirus : tělní tekutiny, virus lidské imunodeficience, retrovirus 
stanovenístanovení: v séru, imunochemické postupy (ELISA): v séru, imunochemické postupy (ELISA)


