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Mocovina 0
P
= konecny produkt rozkladu bilkovin HoN NH,
v’ tvori se v jatrech a krvi je transportovana do ledvin a filtrovana do moci
v zvysena hladina v krvi znacdi zvyseny prijem bilkovin nebo zvyseny rozklad bilkovin v
dusledku hladovéni, infekce, horecky a podobné, snizena hladina naznacuje jaterni
selhani, hyperhydrataci nebo nedostatecny prijem bilkovin v potravé
v bézné je stanovovana také v moci pro potreby zjisténi dusikové bilance

(= rozdil mezi prijmem dusiku (bilkovin) v potravé a vylucovanim dusiku (mocoviny) v moci)

Doporucena metoda stanoveni

= enzymove s vyuzitim ureazy

= fotometrické sledovani poklesu NADH mérenim absorbance pri 340 nm, kdy rychlost
ubytku NADH je primo umérna koncentraci mocoviny (Warburglyv opticky test)

.. ureaza
mocovina + H,0 + 2H* «——-» CO, + 2NH,*

GMD
NH,* + 2-oxoglutarat + NADH «——— L-glutamat + H,0 + NAD*



Mocovina /ﬁi\
Warburglyv opticky test HoN NH,
= principem je preména oxidované formy NAD+ na redukovanou formu NADH, ktera se

projevi zménou absorbance pri 340 nm
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Dalsi metody stanoveni moc€oviny

= elektrochemické metody a biosenzory

v' zakotveni ureazy na prislusném nosici a reakce s mocovinou
v' méreni primé potenciometrie nebo konduktometrie

v’ vyuziva se v POCT systémech



Kreatinin N
i >=NH

v’ kreatinfosfat je zdrojem energie pro svaly, z kreatinu pak vznika kreatinin, ktery

= konecny produkt rozkladu svalového kreatinu

jiz nelze fosforylovat a ktery je vylucovan ledvinami do moci
v koncentrace kreatininu v séru je primo Umérna svalové hmoté organismu

v' jedna se o indikator ledvinovych chorob a sledovani prabéhu onemocnéni

H3C 3
a8 NS
2 OH+ATP--—-—/P{\[|’\JL0H+ADP+H+
NH,* Creatine O 5 NH,'
Creatine Kinase Phosphocreatine
£
N
N
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Kreatininova clearance Creatinine

= vysetreni pro zjisténi filtracni schopnosti ledvin
= porovnani hladiny kreatininu v krvi pred a po sbéru moci (za 24 hodin)

a srovnani s hladinou v nasbirané moci
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Metoda stanoveni Jaffého reakci o~ N

= reakce kreatininu a kyseliny pikrové v alkalickém prostredi za vzniku

cervenooranzového komplexu (znama od roku 1886)

= neni zcela specificka, reaguji i dalsi chromogeny (pyruvat, aceton, glukdza...) [

H\C_O NO, ll:ll—C=O NO,
HN = 'CH2 + HO- no, OH HHN_—J:H Jr:loz
e NO lCH 9
3 2 3 NO,

Enzymové metody

= zaloZené na stanoveni kreatinu z kreatininu UcCinkem kreatinikinazy

kreatinin + H,Q kreatininaza_  Kkreatin

kreatin + H,0 kreatinaza_5  sarkosin + mocovina

sarkosin + H,0 + Q, sarkosinoxidaza_y  glycin + HCHO + H,0,

2H,0, + AAP + fenol POP— chinonmonoiminove barvivo + 4 H,0



Bilirubin

= prirozené zluté barvivo, vznikajici rozpadem hemoglobinu
v krvi je vétsinou vazan na albumin = nekonjugovany bilirubin

v jatrech dochazi ke konjugaci s kyselinou glukuronovou = konjugovany bilirubin
fyziologicky je vylucovan do Zluce, pri zvyseni koncentrace v krvi se vylucuje moci

fyziologicka hyperbilirubinemie se objevuje kolem 3. dne Zivota a mizi do konce 1. tydne

AN N NN

zvyseny konjugovany bilirubin mize indikovat uzavér zlucovych cest, hepatitidu, Graz

jater, cirhozu, nezadouci Ucinek léku nebo dlouhodoby abuzus alkoholu
Bilirubin ma v séru 3 frakce:

v nekonjugovany bilirubin

= ve vodé nerozpustny, volné vazany na albumin
v konjugovany (primy) bilirubin

= mono /di-glukuronid, ve vodé rozpustny
v delta - bilirubin

= kovalentné vazan na albumin amidovou vazbou
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Bilirubin

Metoda podle Jendrassika a Grofa
= bilirubin reaguje ve slabé kyselém prostredi s diazotovanou kyselinou sulfanilovou za vzniku

cervené formy azobarviva, prida-li se alkalicky roztok, vznika modra forma azobilirubinu

Stanoveni celkového bilirubinu = probiha za pritomnosti akceleratord (smés kofeinu,
benzoanu sodného a octanu sodného), protoze nekonjugovany bilirubin reaguje pomalu,

akceleratory uvoliuji bilirubin z jeho vazeb na albumin a soucasné jej solubilizuji
Stanoveni konjugovaného (primého) bilirubinu = probiha stejné, ale bez akceleratord

Bilirubinometry - transkutanni méreni hladiny
bilirubinu bez nutnosti odbéru krve a ¢ekani na

laboratorni rozbor
= jemna a bezbolestna alternativa k tradicnimu

vySetrovani zloutenky u novorozencl

= primé spektrofotometrické stanoveni pri dvou

vlnovych délkach: 454 a 540 nm



Aminotransferazy

Alaninaminotransferaza - ALT (EC 2.6.1.2.)

= L-alanin:2-oxoglutarataminotransferaza
v enzym, obsazeny prevazné v cytoplazmeé jaternich bunék (méné buriky srde¢niho svalu, ledvin...)

v' zvysené hodnoty jsou typické pro poskozeni jater (virova hepatitis) a onemocnéni
Zlucovych cest

Funkce
= katalyzuje reverzibilni prenos aminoskupiny mezi L-alaninem a 2-oxoglutaratem

v’ pri transferu aminoskupiny je Zadouci pritomnost pyridoxal-5 -fosfatu (P5P) jako koenzymu

Doporucena metoda IFCC
= fotometrické sledovani rychlosti ubytku NADH mérenim absorbance pri 340 nm, kdy

pyruvat redukuje NADH na L-laktat za katalyzy laktatdehydrogenazou (LD)

ALT, P5P

A
v

L-alanin + 2-oxoglutarat pyruvat + L-glutamat

pyruvat + NADH + H* LD laktat + NAD*

A
v



Aminotransferazy

Aspartataminotransferaza - AST (EC 2.6.1.1.)

= L-aspartat:2-oxoglutarataminotransferaza

v enzym, obsazeny prevazné v cytoplazmé a mitochondriich témér vsech bunék

v’ zvysené hodnoty jsou typické u jaternich chorob, pri nekroze myokardu a u onemocnéni
kosterniho svalstva

Funkce
= katalyzuje reverzibilni prenos aminoskupiny mezi L-aspartatem a 2-oxoglutaratem

v opét se pri transferu aminoskupiny vyuziva pyridoxal-5 -fosfatu (P5P) jako koenzymu

Doporucena metoda IFCC
= fotometrické sledovani rychlosti ubytku NADH mérenim absorbance pri 340 nm, kdy

oxalacetat redukuje NADH na L-malat za katalyzy malatdehydrogenazou (MD)

L-aspartat + 2-oxoglutarat « MT.PP | oxalacetat + L-glutamat

oxalacetat + NADH + H* < MD > malat + NAD*

10



Alkalicka fosfataza - ALP  (EC 3.1.3.1)

= fosfohydrolaza monoesterud kyseliny o-fosforecné

v enzym, ktery se stanovuje se pri vySetreni jaternich nemoci nebo onemocnéni kosti

v' nachazi se zejména v jaternich bunkach (tvori vystelku zlucovych cest) a bunkach
tvoricich kost, dale byva malé mnozstvi v placenté a ve strevech

v vyskytuje se v nékolika izoformach - jaterni, kostni, placentarni, strevni

v jedna se o glykoprotein, ktery v aktivnim centru obsahuje ionty Zn%*

v' svou aktivitu ALP vykazuje v alkalické prostredi pri pH 9,8 - 10

Celkova aktivita ALP je dana souctem aktivit jednotlivych izoenzym,

pochazejicich z riznych organi a tkani

Funkce

= katalyzuje v alkalickém prostredi hydrolyzu monoesterd kyseliny
o-fosforecné a katalyzuje prenos fosfatové skupiny na jiny alkohol
za vzniku esteru (= transfosforylace)

vk prenosu dochazi nejen u vazeb P-O-C, ale také P-O-P, P-S a P-N

y v ALP je schopna defosforylovat také nékteré fosfolipidy
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Alkalicka fosfataza - ALP  (EC 3.1.3.1)

Doporué¢ena metoda IFCC

= fotometrické stanoveni 4-nitrofenolu po hydrolytické premeéné 4-nitrofenylfosfatu v
prostredi AMP pufru (2-amino-2-methyl-1-propanol) pri pH 9,8- 10,0

- méreni zlutého produktu pri 405 -410 nm

0 O

il e* ALP ]
0N O=P=0" "Na+H0 —= c}ju@fcm + O=P
|

=1
0 MNa

& P
g;-,la MNa

Dalsi metody

v’ stejny princip, avsak jiny transfosforylacni pufr - MEG (N-methyl-D-glukamin), DEA, Tris...
v’ pouziti jiného substratu (1-naftylfosfat, glycerolfosfat) a jinych koncentraci

v’ reakce pak probiha podle obecného schématu

monoester kyseliny o-fosfore¢né + H,0 «— alkohol/fenol + o-fosforeé¢nan
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Sodné ionty Na*

= hlavni extracelularni ionty - reprezentuji az 90% vsech kationt( v plazmé
v’ stanovuji se k vyhodnoceni rovnovahy elektrolytd a ke kontrole funkce ledvin
v' se zménami hladiny Na* souvisi zmény obsahu vody v téle (dehydratace, otoky...)

v vyssi hladiny Na* zvysuji riziko vysokého krevniho tlaku (norma 140 mmol/l)

Metody stanoveni »

1. Pomoci iontove selektivni elektrody ISE ; y

= nejcastéjsi metoda s vyuzitim sklenéné elektrody

2. Plamenova emisni fotometrie

= rutiné se jiz nepouziva, drive velmi bézna, excitované atomy Na emituji spektra pri 768 nm

3. Spektrofotometrické stanoveni - enzymatické
= metoda je zalozena na aktivaci enzymu B-galaktosidazy ionty
sodiku a na hydrolyze chromogenniho substratu, rychlost

hydrolyzy se mérila kineticky pri 420 nm, dnes se nepouziva



Draselné ionty K*

= hlavni intracelularni ionty

v’ stanovuji se k vyhodnoceni acidobazické rovnovahy elektrolytl ¢i nemoci ledvin

v pres sténu bunky difunduji velmi pomalu a krvi je jejich koncentrace do 5 mmol/l

Metody stanoveni
1. Pomoci iontové selektivni elektrody ISE

= nejcastéjsi metoda s vyuzitim iontové vyménné elektrody se zabudovanym valinomycinem

2. Plamenova emisni fotometrie
= rutiné se jiz nepouziva, drive velmi bézna, excitované atomy K emituji spektra pri 589 nm
3. Spektrofotometrické stanoveni - enzymatickeé

= metoda je zalozena na aktivaci vhodného enzymu ionty drasliku, napriklad:

pyruvatkinaza, K*

fosfoenolpyruvat + ADP » pyruvat + ATP
LD

v

pyruvat + NADH + H* <« laktat + NAD*

absorbance se stejné jako u jinych optickych testd méri pri 340 nm.
14



Chloridové ionty Cl-

= hlavni extracelularni anionty (cca 60% z frakce anorganickych aniontu)

v’ se stanovenim dalSich iontl jde o béZnou soucast rutinniho vysetreni pro diagnostiku
poruch v koncentraci iontl nebo v acidobazické rovnovaze (norma 100 mmol/l)

v' obsah chloridl kolisa vlivem dehydratace, zvraceni, prijmi nebo hormonalniho ptsobeni

v vedle krve se stanovuji se také v potu a slouzi pri diagnostice cystické fibrozy

Metody stanoveni

1. Pomoci iontové selektivni elektrody ISE

= jedna se o iontovou vyménu mezi kvarterni amoniovou soli z membrany elektrody a chloridy

2. Coulometrické stanoveni

= jedna se o generaci stribrnych iont( Ag* ze stribrné elektrody, které reaguji s pritomnymi Cl-
za vzniku nerozpustné srazeniny, kdy obsah chloridu je primo Umérny casu, ktery se méri

3. Fotometrické stanoveni

= dnes uzZ se nepouziva, slo o reakci chloridu s thiokyanatanem
rtutnatym za vzniku chloridu rtutnatého, kdy uvolnény

thiokyanatan reagoval s Fe3* za vzniku cerveného komplexu
15
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Glukoéza

v’ jeji stanoveni se provadi k diagnoze a sledovani cukrovky (diabetes mellitus)

<

hladina glukozy v krvi (= glykémie) je hormonalné udrzovana ve stalém Uzkém rozmezi
v produkce inzulinu hladinu glukézy snizuje, glukagon naopak hladinu glukozy zvysuje

preménou jaterniho glykogenu

v' referencni rozmezi glukozy v krvi: 3,5 - 6 mmol/l v i ‘
v" hodnota nad 7,0 mmol/| === dg. diabetes mellitus " =

A ! r//f)
Funkce -

= slouzi v téle pro vSechny bunky jako hlavni zdroj energie

v' pro mozek a nervovy systém je jedinym zdrojem energie

Stanoveni glukézy

v na lacno (min 8 hodin bez jidla), sledovani glykemického profilu

v primo po podani znamého mnozstvi glukozy, tzv. oralni glukézovy
tolerancni test (= oGTT) = stanoveni glukozy v case 0 a pak v Case
120 min po vypiti napoje se 75 g glukozy E—)
hladina vyssi nez 11 mmol/l === diabetes mellitus



Glukoéza

Metody stanoveni
= enzymoveé metody s vyuzitim GOD (glukdzaoxidazy), HK (hexokinazy) nebo GDH

(glukdzadehydrogenazy)

1. Stanoveni oxidaéni kopulaci s GOD a POD

v’ v praxi nejrozsirenéjsi

v’ spektrofotometrické stanoveni je zaloZzeno na oxidaci glukdzy vzdusnym kyslikem
katalyzované GOD na D-glukonolakton a H,0,, ktery se dale vyuziva k oxidacni kopulaci

4-aminoantipyrinu s derivatem fenolu za katalyzy POD na chinonmonoiminové barvivo

GOD
B-D-glukonolakton + H,0,

v

B-D-glukéza + O,

POD

v

H,0, + 4-aminoantipyrin + fenol chinonmonoiminové barvivo + H,0

v' prvni reakce je specificka, druha mize byt rusena redukujicimi

latkami (napr. kyselina askorbova, bilirubin, kys. mocova)

17
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Glukoéza

Metody stanoveni
= enzymoveé metody s vyuzitim GOD (glukdzaoxidazy), HK (hexokinazy) nebo GDH

(glukdzadehydrogenazy)

2. Stanoveni hexokinazou HK

v po deproteinaci vzorku se pouziva v referencnich metodach v klinickych laboratorich

v’ glukdza je v pritomnosti adenosintrifosfatu (ATP) fosforylovana pomoci enzymu HK na
glukoza-6-fosfat, ktery se v pritomnosti NADP* oxiduje na glukonolakton-6-fosfat, kdy
soucasné dochazi k redukci NADP* na NADPH za katalyzy glukdza-6-fosfatdehydrogenazy

(G6PD), spektrofotometricky se stanovuje NADPH pri 340 nm

HK
glukéza + ATP » glukéza-6-fosfat + ADP

G6PD
gluk6za-6-fosfat + NAD*/NADP* » glukonolakton-6-fosfat + NADH/NADPH

v prvni reakce neni specificka a reaguji u ni vsechny hexozy, avsak

druha reakce je specificka pouze pro fosforylovanou glukdzu



Glukoéza

Metody stanoveni

= enzymoveé metody s vyuzitim GOD (glukdzaoxidazy), HK (hexokinazy) nebo GDH
(glukdzadehydrogenazy)

3. Stanoveni glukézadehydrogenazou GDH
v" malo vyuzivany pristup
v’ glukdza je oxidovana v pritomnosti NAD* pomoci gluk6zadehydrogenazy na

glukonolakton za soucasné redukce NAD* na NADH a absorbance se sleduje pri 340 nm

GDH

B -D-glukéza + NAD* » B -D-glukonolakton + NADH

Metoda vyuzivana v minulosti pred enzymovym stanovenim

reakce glukdzy s o-toluidinem, kdy se v kyselém prostredi ledové kyseliny octové
po zahrati fotometricky mérilo modrozelené zbarveni

v podobné reaguji i galaktoza a mandza, ale protoze nejsou pritomny

v biologickych tekutinach, bylo stanoveni pro glukozu specifické

v problémem byla agresivita chemikalii, nutnost varu a deproteinace
19
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Glykovany hemoglobin (HBA1c)

= hexapeptid s jednou molekulou glukdzy neenzymové navazanou na valin
= glukosa-val-his-leu-thr-pro-glu
v' slouzi jako parametr k posouzeni diabetu mellitu a ke kontrole ucinnosti lécby
v glukdoza se v krvi spontanné ireverzibilné vaze na proteiny vcetné hemoglobinu A a
pretrvava na ném po celou dobu Zivotnosti Cervenych krvinek (cca 120 dni)
v" pri dlouhodobé vyssi koncentraci glukozy je v krvi pritomno vétsi procento glykovaného
hemoglobinu HBA1c a tato hladina se témér neméni

v" HBA1c se stanovuje v celé nesrazlivé krvi jako podil z obsahu celkového hemoglobinu

M
T — M

| 4
. oH ol a I\/‘\h Kk, -: i
H o OH I
Vzn]k HBA1C Ho., W /l]_ o S a B C
e o + 2N, e e 5 S | e
| ® HO e
OH OH P |
i ) k| o OH A
Glucose B-N-terminal valine Schiff Base
Amadori Rearrangement | k.
~
" L2
0 I} [ H
- - M Ll
o !‘J\/Jl-\--"‘x_._.. — 1 W I - H
i OH  OH /L
OH e,
OH e

Clyeosylated Hemoglobin



Glykovany hemoglobin (HBA1c)

HPLC/ESI/MS a HPLC/CE
= po enzymoveém rozstépeni hemoglobinu se pomoci HPLC rozdéli N-terminalni glykované a
neglykované hexapeptidy a nasbiraji se frakce, které jsou dale analyzovany kapilarni

elektroforézou se spektrofotometrickou detekci nebo identifikovany pomoci ESI-MS

Metody stanoveni
= stanoveni se provadi afinitni kapalinovou chromatografii, iontové-vyménnou kapalinou
chromatografii, imunologicky nebo elektroforeticky

- dnes je ¢im dal castéjsi vyuziti analyzatord pro primé stanoveni HBA1c

®
5
=
2
3

" BioHermes WSS .
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Celkova bilkovina

= albumin (cca 50%) + globuliny (a, B a y - globuliny)

v stanoveni celkové bilkoviny patrfi mezi zakladni biochemicka vysetreni

v informuje o stavu vyzivy a chorobach ledvin, jater a dalsich stavech

v’ pomér A/G, ktery by mél byt mirné vyssi nez 1, pomaha v dalsim rozhodovani

v pro presnéjsi stanoveni diagndzy jsou pak provadéna dalsi specificka vysetreni
(stanoveni koncentrace albuminu, jaternich enzymu, elektroforéza bilkovin krevniho séra apod.)

Albumin = jeho hlavni roli je transport malych molekul v téle a udrzovani tekutiny

uvnitr krevniho recisté

Globuliny = zahrnuji rizné enzymy, protilatky (imunoglobuliny) apod.

Albumin o, a, B

el
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Celkova bilkovina P —

Metody stanoveni

1. Metoda s biuretovym cinidlem

= referencni metoda
= fotometrické stanoveni, které poskytuji bilkoviny diky vazbé -CO-NH- s alkalickym roztokem
méd'natych iontd Cu?*, méri se Cervenofialovy komplex pri 540 - 550 nm

biuretové cinidlo = NaOH, vinan sodno-draselny, siran médnaty a jodid draselny

H,NCO OCNH,
o e
180°C :
CO(NH,), —  HN(CONH,), + Cuz* > NCO™ . OCNH,
H, NC(y OCNH2
Nevyhody: H, NCO _ OCNH2

v v analyzatorech se kalibrace provadi na cisty bovinni albumin,
coz muze vnaset chybu 2 - 5 g bilkoviny/l
v detekéni limit kolem 2 g/l je pouzitelny pro sérum, avsak

nelze metodu pouzit pro stanoveni v moci nebo likvoru



Celkova bilkovina

Metody stanoveni

2. Metoda s benzethonium chloridem

= celkova bilkovina reaguje s benzethonium chloridem za vzniku zakalu, ktery se méri
turbidimetricky pri 505 nm

v vhodna pro stanoveni celkové bilkoviny v moci a likvoru

3. Kjeldahlova metoda

= historicky nejstarsi metoda stanoveni celkové bilkoviny

= dochazi k mineralizaci vzorku s kyselinou sirovou a vydestilovani amoniaku do predlohy s
kyselinou, kde dojde k preméné bilkovinného dusiku na amonnou sul, jejiz koncentrace se

stanovi titraci pomoci hydroxidu sodného

~

Kjeldahl's trap

water
outlet

contents of Kjeldahl's —>
| flask after digestion
'] + NaOH

organic compound
+ conc.HS0 4
+ CuSO,

Kjeldahl's
flask

—
water inlet J

known volume of
standard acid L
5% [/ /& —A

digestion (heating in Kjeldahl's flask) Kjeldahl's distillation
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C-reaktivni protein CRP

= protein akutni faze, jehoz koncentrace se zvysuje zejména pri bakterialni infekci v téle

ERT

v’ tvori se v jatrech a je vylucovan do krevniho obéhu cre oy 8 .

v ma schopnost srazet C-polysacharid pneumokokil €

v" jeho koncentrace nardsta jiz po par hodinach po vypuknuti zanétu a kulminuje béhem
1-3 dnd, kdy mGze dosahovat az tisic mg/|

vk monitorovani prabéhu zanétu pfri riiznych zanétlivych a autoimunitnich onemocnénich

v k predpovédi rizika vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, srdecniho infarktu a mrtvice

Metody stanoveni
Imunoturbidimetricky s latexovymi ¢asticemi
= CRP tvori se specifickou protilatkou imunokomplex a méri se turbidita pri 340 nm

v’ citlivost metody se uvadi 1 mg/l

CRP +Ab > {CRP-AbH




26

Lidsky choriogonadotropin hCG

= glykoproteinovy hormon pritomny v krvi a moci béhem téhotenstvi
v' objevuje se jiz asi 8. den po oplodnéni vajicka a nejvyssi hladina hCG byva 8.- 10. tyden

v/ pomaha sledovat vyvoj téhotenstvi a diagnostikovat mimodélozni téhotenstvi, selhavajici

(patologické) téhotenstvi, pripadné sledovat Zzeny po potratu
v’ dale se stanovuje pri diagnostice trofoblastickych chorob a tumort zarodecného ptvodu

Metody stanoveni

Metody RIA (Radioimmunoassay) @ ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

= pro kvantifikaci hCG v séru

DIAGNOSTIC AUTOMATION, INC.

= IMMUNODIAGNOSTICS

\'WCROWELL ELISA | 1

hCG Visual
[REF|4102-16 /' 96 Test
[Lo1 109031907 8C°

22201004 2

cAp1202, USA
“TEL (810) 51-3030 + FAX (816 5018383, o
« Ema:

o




Lidsky choriogonadotropin hCG

Metody stanoveni v moci

Test diagnostickym prouzkem s koloidnim zlatem - binarni metoda ANO/NE

AuAb1 + [-Ab3 — [-Ab3-Ab1Au (negativni kontrola)
hCG + AuAb1 — {AuAb1-hCG} (pozitivni reakce)
{AuAb1-hCG} + [-Ab2 — [1-Ab2-{hCG-Ab1Au} (Cerveny prouzek)

’ . 14 o v ’ . 14 14 oy 7 Smér naSéVéni VZOI"kU
Misto koloidniho zlata muze byt primarni protilatka —
v e oo v . s . e
znacena i jinak, napr. organickym barvivem.
| — | [ 5 pozitivni

Pak zbarveni na kotvenych zdnach zavisi na

druhu pouzitého barviva.
B l - negativni

Sorbovana Kotvené

Vzorek AuAbl Ab2  Ab3 —

Nasakava
vrstva \

L | | | | | | |
L 1

Plastova podlozka /

Smeér difuze vzorku >
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