Protokoly k praktickym cwienim z fyziologie v. 2010.050

1. Uvod do cvi éeni. Biologicka data

(M. Ml¢ek, V. Hrachovina)
PoZadované znalostitgddpokladame znalosti ze sentmgBiosignal I“ kurzu BO0030 — Fyziologie 1.

1.1. Grafick& reprezentace dat

Velmi uzitegnym a ve cuienich i textu tebnic¢asto pouzivanym #igobem, jak zapsat data, jsou grafy.
Na pongrné malém prostoru mohou nahradit jedgrvice odstavié textu nebaradu vysledi a gritom
mohou byt velmi pehledné. To plati pouze vipac, pokud jsou grafy spra¥nkonstruovany a
reprodukovany. NaSe zkuSenosti z vyuky a zkouSés vedou kipomenuti @kolika zakladnich
pravidel, jichZ je vyhodné seipvytvareni grafi drzet.

e Graf neni obrazkem nebo abstraktniménfm. Jednotlivé saidsti maji vyznam informani, ne
dekor&ni ©.

e Nazev grafu. Usnadni prvni orientaci.

e Popis os. Z grafu musi byt patrné, jaka data jsmzgntovana, tedy na kazdé ose musi byt
uvedena fislusnéa vetiina a jednotka.

* Hodnoty. Alespé orient&ng (fadow) by mely byt uvedeny piklady hodnot na jednotlivych
osach. Kup. neni podstatné, zda je uvedena glykemie &r@old,9 nebo 5,3 mmol/l, ale je chyba
tvrdit, Ze to je 90 mmol nebo 5 %.

* Mére obvykla zobrazeni. Pokud je v grafu neobvykla mEee os, nelinearni&titko apod., je
treba to zdraznit.

Na obr 1.1. je fiklad prijatelré strusného grafu.

« Jsou popsany osy. v,

e Je vyznaeno, Ze nulova hodnota na svis
ose neni v Urovni vodorovné osy.

¢ Hodnota klidového potencialu (RMP) zd
neni explicit® uvedena (protzné buiky
mize nabyvat odliSnych hodnot), ale j
nazn#&eno, kde se nachazi.

 Na casové ose je orient& uvedeno <>

trvani jedné milisekundy, coz je dob [ms]
srovnatelna s trvdnim hrotu (todde byt
pro rizné buiky riazre dlouhé). Obr. 1.1. Schéma @kiho potencialu

Ukol
Zakreslete prbéh nekteré biologické vetiny (nag. EKG, krevni tlak, teplotnitivka, ... ), ktery znate
z dosavadnich studiitéba biofyziky).

A

v

1.2. Méf¥ici systémy (Vernier)

Podobr jako v klinické medici®, je sowasti fady uloh praktickych c¥eni z fyziologie zaznam a
hodnoceni biologickych signéla vzorki. Na rozdil od kliniky vSak &Sinou pouzivame zjednodusené
pristroje tak, aby jejich ovladnuti bylo zvladnuteléz redchozi praxe nebo Skoleni. Zjednoduseni také
napomaha snadjimu pochopeni princip méfeni. Ve &tSiné naSich Uloh je wfeni postaveno na
systému pro snimani a analyzu dat firmy Verniew.vernier.con), ktera se zagiuje na nafici
systémy pro vyuku.

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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Cilem této kapitoly je usnaéni prvniho setkani s &fici aparaturou, a toriplizenim zgisobu néteni a
striknym popisem systému Vernier.tlte se zdatigkvapivé, Zze na velmi podobnych principech pracuje
naSe smyslové vnimani, jak bude wtgno v neurofyziologii.

1. Zpuisob néfeni
Studovany signal je Schéma zapojeni m &ficiho systému (Vernier)
prisluSnym snimgm
zaznamenavan a nasleédn
digitalizovan AD
prevodnikem (ADC), aby data
mohla byt dale zpracovana
v paitati (PC). Pomoci PC je
mozné data zobrazit, dale

upravovat, hodnotit, ulozit,
tisknout... Zdroj snimac¢ ADC PC
signalu  (napf. tlakomér) (LoggerPro) (program LabPro)

Proc¢ pouzivame PCK cemuje
ADC?

2. Struény popis systému

a. Snima&e
Biologickou obdobou jsou receptory.
Snima&e (sensory) slouzi kipvodu studovaného signélu (sila, koncentragedplota) na signal
elektricky, ktery nize byt celkem snadno déle elektronicky zpracovapt(v pasitaci). Bézne
pouzivané sensory: fotometr, EKG (snémeapti), akcelerometr, silogm, teplongr, barometr,
fotobrana (pittokomer), O, ¢idlo.

b. AD prevodnik, ADC (analogue to digital converter)
Biologickou obdobou je kddovani signalu.
Signal ze sensorje ¢asto spojity — analogovy. Pitece vSak dovedou pracovat pouze s daty
digitalnimi (tj. ¢isly). ACD slouzi k digitalizaci signalu ze snitda(prevoducaso¥ promenné
voltaZze naraducisel). Pr@ na rozdil od snim, kterych pouzivaméadu typi, st&i jen jeden
typ ADC?

c. Paita s prislusSnym software
U biologickych systérinnagF. centrélni zpracovani, zapamatovani, porovnantiase ...
Poiitat nabizi pedevSim zobrazeni &enych dat. K tomu je ptaba spravé nastavitiadu
parameti snimani a zobrazenégsova osa, amplituda signalu, vzorkovani, kalibrateto
nastaveni je ve &Sir¢ Uloh automatizované, ale pochopiteliak nenfize fungovat ve vSech
piipadech (nap pro podrobgjsi hodnoceni vysledk vyzadujici z¢tSeni nebo # FeSeni
atypickych dloh).
Dalsi funkci pditate je zpracovani signalu a vyslédkKnag. primérovani, interpolace,
filtrovani, vypaity apod.)
Co je vzorkovani? Pitge nutné unt nastavit zmiované parametry?

3. Zapojeni (hardware)
Zapojeni jednotlivych Zézeni je porarné jednoduché (viz schéma). Jen pro Uplnost uvadime:

3.1. Sensory:
* jsou vzdy zapojeny do ADC. Typ konektoru neumge zan¥nu;
e nevyZzaduji samostatné napajeni.

3.2. ADC (Lab Pro):
e je propojen s PC pomoci (libovolného) USB portu;
e musi byt napajen.

ADC LabPro

4. PFihlaSeni k PC (Login)
S PC nelze pracovat berhpgaseni.
(Je ovSem mozné, Ze se Kfi&si jiz nékdo pihlasil a neodhlasil. PakiimlaSeni neni vyzadovano a
d& se pracovat na ,ciztét". Je ¥ejmé, Ze to neniffklad spravného postupu.)

PrihlaSovaci Udaj@ro cvieni (ne testy) jsou:
LOGIN: st udent
HESLO: **xxx %%  (Na velikosti zalezi. Pozor i na psaifgel. Heslo s&i asistent)
DOMENA: Physiology

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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5. Ovladani program software (Logger Pro)
Program je nainstalovan pouze na stanicich v&ebwach 1, 3, 4, 5.

Program LoggerPro se spousti:

e poklepanim na odkaz naigluSnou Glohu z intranetovych stranek;

* nebo obvyklym zfisobem pro Windows — z menu: Start —> Programs etnir Software
—> LoggerPro).

5.1. Task Bar
V horni¢asti okna programu LoggerPro se nachékohik uzitetnych néstraj a informaci.

Spuskni mefenise provadi stisknutim téka Ecollect.

Nastrojova liSta programu LoggerPro a nejd  ulezit 8jSi nastroje.

O U@ e =] M B AR S L7 T K

Texparchen = 300 -c\ \
Pfipojeny ADC . Aktualni Autoscale . Nastaveni Collect/Stop .
Dvojklikem se hodnoty na Nastavi zvétSeni grafu parametri Spusti nebo zastavi
zobrazi detaily o pfipojenych tak, aby byly vidét sbéru dat sbér dat.
pfipojenych sensorech vSechny aktuélné (doba,
sensorech zaznamenané hodnoty vzorkovani)

Nasledujici¢ast textu je jen stimy navod, kde hledat nastaveni zdkladnich funkgzarameti snimani
dat, jak byly uvedeny vySe. Opakujeme, Ze ¥&Siwe pripadi bude vSe nastaveno automaticky, nelze
na to spoléhat (podobnjako v budouci praxi). Podrobny popis je v ,onefindokumentaci (Help
programu LoggerPro).

5.2. Nastaveni parametfi snimani dat— menuExperiment-> Data Collection ...nebo@l.
V dialogu je mimo jiné mozZno nastavit:
e trvani snimani dat — docela uZié;
» vzorkovaci frekvenci;
e triggering — automatické sposgt snimani.

5.3. Kontrola pFipojeni ADC a snim&i — menuExperiment->Sensor Setupebo ikone. ke
vlevo. Oteve se dialog zobrazujictipojeny ADC a k Bmu pipojené sensory a umiddje
manual® pripojit nebo odpojit snimé dle poteby. Pokud ADC neniipojen (nebo
nekomunikuje se software), ikona chybi.

5.4. Kalibrace — menuExperiment-> Calibrate
Kalibrace sensdrje nutna, pokud je to vyslo¥ruvedeno v popisu Ulohy (néklad u
fotometrie). Kalibraci je vhodné zkontrolovat u gBdlloh vzdy, kdyZ grena data
neodpovidaji ekavani. Postup je vcelku intuitivni a podrobnyathje sodasti on-line Help
nebo popis jedotlivych Gloh, pokud to jedba.

5.5. Hodnoceni vysledki — menuAnalyzenebo ikonyw. Analyza probiha nad
hodnotami v aktuakvybraném grafu (ten, jehoz okno je zvyr&azé) a v celém p@ibehu
hodnot. Usek pro analyzu je moZno nastavit dlesliba to posunem hranatych zavorek v grafu
(tazenim mysi).
«  Statisticsvypaita pfimérnou hodnotu, median, odchylku ageb hodnot.
e Linear fit prolozi hodnoty imkou a uvede jeji rovnici.
* Integral integruje hodnoty ve vyzianém intervalu.

5.6. Popis, tisk a ulozeni vysledk
« Popisky do aktualniho grafu se vkladaji z mémert—>Text Annotation.
e Tisknout Ize z vybranych stanic. Tiskarna je ugmiatve cvebre 2.

¢ Data je mozno ulozZit pouze do sloZMj\Students Notes a odtud mohou byt
kdykoliv bez varovani smazaia

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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6. ,Troubleshooting”
Potize mohou nastat jak na &mich, tak v praxi.
6.1. Nejde login — zkontrolujteffhlaSovaci Gdaje (viz bod 4 vySe).
6.2. Obecné rady, pokud nastanou potize.
= Zkontrolujte napajeni a zapnuti (PC, ADGkteré sensory). #obi to komicky,
ale je to stale nepsgjSi pricina nefunknosti.
= Zkontrolujte propojeni kabgl(dle dokumentace u jednotlivych Uloh — haptka
na intranetovych strdnkach). Obéariz schéma zapojeni a odstavec 3 vySe.
= Pokud PC nebo software nereaguje. Zkuste po&tupmestartujte aplikaci, 2.
vysuite a zastite USB kabel propojujici ADC a pita¢ a restartujte aplikaci, 3.
restartujte PC, 4. poZadejte o pomoc asistenta.
6.3. MozZné potize specifické pro jednotlivé Glohy agbjieSeni jsou uvedeny ¥ipluSnych
kapitolach nebo na intranetu.

7. Ukoly
Cilem je prakticky se seznamit se systémem poddnt, ktery bude pouzivaniad Gloh khem
praktickych cvéeni z Fyziologie tak, aby v konkrétnich Ulohachbgle® mozno ¥novat fedevsim
fyziologické problematice.

7.1. PrihlaSte se k PC a z intranetovych stranek &eughodnou Ulohu.

Ke kazdému p&tati mohou byt gipojeny jiné sensory vyzadujici odliSné nastavengpmu.

Je mozno:

=  spustit program LoggerPro (Start —> Programs —>n\éerSoftware —> LoggerPro).
Program provede o autoidentifikaci sniftha v naprosté&tSiné spravié nastavi pracovni
plochu.

= Spustit pati¢nou Ulohu z intranetovych stranek (odkaz z domossidnky pod ndzvem
kapitoly). Uloha je jiz pipravena pro nade @ni.
Zvolte dlohu podle sensbnebo instrukci u potagi.
Pozor: Programisto provede kontrolu senfa pokud zjisti neshodu, upozorni na to
dialogem. Situaci je mozn@sit frepojenim sens@mebo ignorovanim neshody.

7.2. Projcéte vSechny body odstavce 5 a vyzkousejte.
7.3. Proval'te simulovany str dat (event. bezipojeni biologického subjektu) a analyzu.

7.4. Ve zbylém¢ase projdte i ostatni volby programu.

Vysledky:

Zavér:

Jméno: studijni krouzek: studijni skupina: ACBD
datum podpis vywjiciho

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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. blok

2. Prakticka cvieni z fyziologie krve
Stanoveni p&u ¢ervenych a bilych krvinek
Hemoglobinometrie, hematokrit, sedimentace
Krevni skupiny

3.  Membranovy potencial

Své gipominky a narity nam niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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2. Prakticka cvi €eni z fyziologie krve
(L. Smidova, V. Slapetova, M. Langmeier)

Uvod
VySeteni krve pat mezi zakladni vyS&ni pouzivana v klinické medi@&ninformuje nas o krevnich
elementech a jejich zastoupeni, o poruchach krevsithzeni, pomaha v diagnostice onemsntn
VysSeteni krevnich skupin jeddezité pro pevody krve, transplantace, kéani otcovstvi a i k identifikaci
0sob.

Ukol:

2.1. Stanoveni pibu cervenych a bilych krvinek
2.2. Hemoglobinometrie

2.3. Stanoveni hematokritu

2.4. Sedimentace erytrodyt

2.5. Zakladni hodnotgervené krevni slozky
2.6. Hemostéaza

2.7. Krevni skupiny

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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2.1. Stanoveni po €tu ¢ervenych a bilych krvinek

Uvod

Krevni elementy — erytrocyty a leukocyty —¢gtdme v néedsné krvi mikroskopickou technikou v
Burkerow komirce (obr. 2.1., 2.2., 2.3.). Bet erytrocyl pati mezi dilezité zakladni hodnoty nejertip
hematologickém, ale i celkovém vy&mii ¢lovéka. MnoZstvi erytrocyt se utuje bul’ pomoci
mikroskopu nebo pitokovym cytofotometrem. Existuje jiz&kolik principi pristrojového poitani.
Jednim z nich je registrace elektrickych imgulkteré vznikaji pichodem krvinek malym otvorem,
opatenym po stranach platinovymi elektrodami, na ktgréptivadén elektricky proud. Vzhledem k
relativre malé vodivosti krvinek klesne kazdymiphodem krvinky vodivost mezi elektrodami a pokles
vodivosti — impuls, je automaticky zaznamenan.

V praktickém cwvéeni zji¥ujeme pdet erytrocyt i leukocyti mikroskopicky jednoduchou baskiovou
metodou, kterd je sicéaso¥ narangjsi, ale je spolehliva a stéle se v klinickych leddaiich, zvIask
mensich, pouziva.

Zmeny paitu leukocyt jsou dilezitym ukazatelemip riznych onemoanich, jako jsou nap infekce,
zarety, naddorova onemoeéni a samoiejnme i pri chorobach krevni soustavy. U leukokyje dilezity
nejen celkovy peet, ale i pordrné zastoupeni jednotlivych typVetsSi paet mladSich forem (tka)
swedei 0 zvySené tvorb neutrofilnich granulocyt prevaha starSich forem (vice segmentované jadro)
znamena Gtlum tvorby neutrofilnich granulacyt

U dospElého muZe je pimérny poéet erytrocyti 4,3-5,7 . 1871, u Zen 3,8-4,9 . 16.

Potet leukocyti u dospElého &lovéka je 4-10/1 bez pohlavnich rozdifi. Fyziologicky kolisa v
souvislosti s dlesnou namahou, emocemi #jmem potravy. Krev na pdtani erytrocy i leukocyti
odebirame rano a néleo.

Pri praci s lidskou krvi je bezpodmitr& nutné dodrzovat zadsady bezpesti prace, které se tykaji jak
odbsru krve, tak i manipulace s ni.

2.1.1. Pocitani erytrocytd

Pomicky: banika pro pg&itanicervenych krvinek, Hayefiv roztok, mikropipeta (25 ul), Birkerova
komirka, tepaka, mikroskop.

Provedeni:

1. Do bankky pro paitani erytrocyt napipetujeme 4 975 pl Hayemova roztoku. Pozor jed!

2. Mikropipetou gidame napipetovanych 25 ul krve (nezapomeneme répatiit od krve zevni
¢ast pipety!). Opakovanym nasatim a vyfouknutim hiagea roztoku z batky mikropipetu 3x
proplachneme.

3. Baniku nechame minimaé3 min fepat v tepace.

4. Pripravime si mikroskop (okular 10x, objektiv 20xBéirkerovu konirku — specialni podlozni
sklicko.

5. Hned po skoteni tepani kdpneme Pasteurovou pipetou kapku krvéedr@é@ Hayemovym
roztokem) ke hrahkryciho skléka Birkerovy konirky. Kapilaritou se #edéna krev nasaje do
komarky, ale nesmi fetéci na horni plochu kryciho skth, ani do dlici ryhy mezi poli s
miizkami.

6. Po 3 az 5 min (erytrocyty se usadi nas deomirky) potitdme erytrocyty v 80 malych
tverescich, které maji plochu 1/400 rirak, Ze poitame vSechny erytrocyty uvhittveresku a
ty, které se dotykaji wni uvniti dvou stran k sabkolmych (obr. 2.3.).

7. Komirkou v mikroskopu posouvame a postéppoitame erytrocyty od prvnihdadku k
devéatému.

8. Rozlozeni krvinek i po dokonalém prepani vzorku neni rovnofmé, paet krvinek nad
jednotlivymi ¢tvereky je variabilni, proto je nutné &ist vysledky z ¥tSiho p@tu ctvereski.
S ohledem na jednoduchy vyfat je nejvhod§si paitat nad 80&tveretky. Tim spa@itame
krvinky v objemu 1/50 mh200x naedsného vzorku, tj. v 1/10 000 nim

9. Vysledek vyjadime jako péet krvinek v 1 | krve.

10. Objem jedné koriirky pro vypaet erytrocyl je 1/4 000 mm, erytrocyty spoitame v 80dchto
komirkach. Tuto sumu}80) mame v objemu 1/50 mitmarediné krve (1/4 000 mix 80).
Abychom vyjadili poget erytrocyli v objemu 1 mmmusimeY'80 vynasobit 50 a pak j@3200,
abychom dostali vysledek v pIné krvi.

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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SlozZeni Hayemova roztoku: chlorid thaty
chlorid sodny
siran sodny
dest. voda

0,5
1,0
50

ad 200,0.

Hayemiv roztok je mirg hypertonicky. Subliméat vém obsazeny fixuje erytrocyty.

[ | [0

Obr. 2.2. Birkerova kofinka pfi pohledu shora

i

-~

-
X
B

1/25 mm’

-

N

Y

1/400mm-*

Obr. 2.3. Burkerova kofinka: 1. n¥izka Birkerovy kotiiky, 2. schémétvere’ki pro cervené a bilé

krvinky, 3. pgitdme krvinky ozn&né plnymi krouzky

Hodnocent

adek | ¢&tverce

Souet

Paet erytrocyl v 1 mn? krve =
Pozet erytrocyt v 1 | krve =

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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Zaver:

2.1.2. Pocitani leukocytd

Princip paitani leukocyt je stejny jako u erytrocyt ale krev sé&edi Turkovym roztokem pouze 20x a
leukocyty se ptitaji ve &tSichétvercich.
SloZeni Tirkova roztoku:

Kyselina octova 3,0
1 % vodny roztok gencianové violeti 2,0
destilovana voda ad 300,0.

Kyselina octova rozrusi erytrocyty, gencianovaetiabarvi jadra leukocyt
Pomicky: banika pro pg&itani bilych krvinek, mikropipeta (25 ul), Tk roztok, tepaka, mikroskop.

Provedeni:

1. Do bankky pro paitani leukocyi napipetujeme 475 pl Tirkova roztoku.

2. Mikropipetou gidame 25 pl krve. Opakovanym nasatim a vyfouknutimioku proplachneme
aspa 3x mikropipetu od krve. Vifjpact negesného n&bsu krve pouzijeme jinou mikropipetu.

3. Banikku nechame minimé&é3 min tepat v tepace.

4. Leukocyty (jejich obarvena jadra) thme podle stejného principu jako erytrocyty, iadel 50
vétsimi ctveretky o plode 1/25 mm Vysledny sotet jader nad 5@tverasky odpovida pstu
jader v objemu 1/5 mir20x n&edsného vzorku, v 1/100 mhpavodni krve.

5. Vysledek pevedeme na hodnotu v 1 litru krve a porovname isliygickou normou.

Vypoéet: Objem jedné korirky pro vypaset leukocyt je 1/250 mm, leukocyty speitame v 50
téchto komiirkach. Tuto sumu}50) mame v objemu 1/5 mimaediné krve (1/250 mrhx 80).
Abychom vyjadili pocet leukocyli v objemu 1 mr musimeY'50 vynasobit 5 a pak j&S20,
abychom dostali vysledek v pIné krvi.

Hodnoceni:

Radek | ¢tverce Soutet
1.

2.

3.

4.

5. X X X X X X X X X X

Celkem

Paet leukocyt v 1 mn? krve =
Pcatet leukocyt v 1 litru krve =

Zaver:

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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Kontrolni otazky:

1. Jaky je pdet erytrocyli u novorozentt? Kdy vznikaji pohlavni rozdily a p¢@
2. Zajakych podminek se odebira krev naifgni leukocyt? Co niize ovlivnit jejich p&et?
3. Jak se zrni erytrocyty v hypertonickém roztoku?
4. Jaké je procentové zastoupeni jednotlivych delnkocyt v krvi dosglého ¢loveéka?
5. Jak se funé&ng lisi erytrocyty od leukocyt?
Jméno: Ejmeni: Krouzek: Skupina: A, B, C, D
datum podpis Wiciho

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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Jméno: Ejmeni: Krouzek: Skupina: A, B, C, D

2.2. Hemoglobinometrie

Uvod

Slozité metody gazometrickédulji vazebnou kapacitu pro kyslik a z ni usuzujiobgah hemoglobinu
(Hb). Z plré oxygenovaného vzorku krve je kyslik ¥gtEn a zngien jeho objem. P vypottu se vychazi
ze skutenosti, Ze 1 g Hb uvolnil 1,39 mI,OTyto metody jsou ale velmi pracné a v rutinnhidké praxi

se nepouzivaji.

Mnozstvi hemoglobinu ve vy3ewané krvi stanovujeme Absorbance
nejcaskji kolorimetricky nmetenim intenzity absorpce &la o A = log(l / 1g)
urcité vinové délce. Absorbance jéimo Ungrna koncentraci T 0
rozpustné latky. Kolorimetrickou analyzou &ime ovSem
veSkery hemoglobin, i inaktivni, neschopnyempaset kyslik lo :> I
(nap. methemoglobin).

Barva oxygenovanéhdi deoxygenovaného Hb neni stabiln
meni se podle nasyceni kyslikem. Proto je nutie&@st veSkery
hemoglobin na stabilni barevnou formu jeho oxidaci.

Pri kolorimetrickém stanoveni hemoglobinu pracujemezsidlnim Zed’'ovacim kolorimetrem (Sahliho

hemometr) a stpsrEjSim spektrofotometrem, ktery se pouziva v klinickyaboratéich.

Koncentrace Hb u muze je 130-180 g/l krve, u ze2@-160 g/l. Utovani koncentrace Hb mé& vyznam
pro jeho nezastupitelnou funkci v erytrocytech.od8em nutno zjistit a zaroweposoudit i mnozstvi

erytrocyfi.

lo — intensity cuvette | - intensity
of light IN of light OUT

Ukol
2.2.1. Spektrofotometrické stanoveni Hb v krvi -aBkinova metoda
2.2.2. Orientani kolorimetrické stanoveni mnozstvi hemoglobinBahliho metoda

2.2.1. Spektrofotometrické stanoveni Hb v krvi (Drabkinova metoda)

V Drabkinow roztoku erytrocyty hemolyzuji a uvainy Hb oxiduje na cyanmethemoglobin (KCN),
jehoz barevnou intenzitu &ime ve vhodném spektrofotometru. Program Loggerfmm po pedchozi
kalibraci s¢istym Drabkinovym roztokemifimo vynese hodnoty absorbance (extinkce) a odppeida
koncentrace Hb v g/l v naSem vzorku.

SlozZeni Drabkinova roztoku: natrii hydrocarbonici 1,0
KCN 0,052 (POZOR JED!)
kalii ferricyanati 0,198
destilovan4 voda ad 1 000,0

Pomiicky: kyvety, mikropipeta 20 pl, Drabkin roztok, spektrofotometr.

Provedeni:

1. Do kyvet napipetujeme 3 ml
Drabkinova roztoku. (Pozor — jed!)E -

2. Mikropipetou gridame 20 ul krve a
promichame. -

3. 10 minut nechame reagovat.

4. Fotometrujeme  proti ¢istému .,
Drabkinovu roztoku § vinové
délce 565 nm. 03

5. V programu LoggerPro od&me
koncentraci hemoglobinu v g/l. oz
Porovname s fyziologickou

normou. o
6. VySeteni provedeme u 3 vzark
krve laboratorniho potkana (neb * ;o e we e o
prasgi krve podle momentadini o o 5 % o e e se se wo Wi Ha
dostupnosti) - normo-, oligo-,  Obr. 2.5. Kalibraini kfivka pro uceni koncentrace Hb

polycytemicka krev (viz kol 1.3.) Drabkinovou metodc
a vysledky zapiSeme do tabulky.

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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Hodnocent

Vzorek krve | Koncentrace Hb (g/l) Poznamka

1.

2.

3.

Zaver:

2.2.2. Orientac¢ni kolorimetrické stanoveni mnoZstvi hemoglobinu (Sahliho metoda)

Pridani kyseliny chlorovodikové ke vzorku krvetgpbi hemolyzu a uvoémy hemoglobin oxiduje na
kysely hematin hedé barvy. Destilovanou vodaotedime kysely hematin tak dlouho, az je zabarveni
vzorku zcela shodné s barvou dvou skfgich standard. Vyznam této orietn& metody spdivad v
jednoduchém a nazornémiepvedeni, jak se Hb ¢inkem HCI n&éni na barewvé staly hematin
(chlorhemin). B subjektivnim posuzovéani zabarveni hematinu adstethje moznéa chyba vysledku az
+10 %.
Pomicky: mikropipeta 20 pl, Sahliho hemometr, 0,1 N HC&jrtika na michani.
Provedeni:

1. Do kalibrované zkumavky v Sahliho hemoglobinomdtr. 2.6.) napipetujeme 0,1 N HCI po
znaku 10 na&erné stupnici.
Pridame 20 pl krve hematologickou mikropipetou.
Mikropipetu proplachneme opakovanym nasavanim aw§nim kyseliny ve zkumavce.
Obsah zkumavky prigpeme a nechame stéi pokojové teplat 10 min.
Za stédlého michani ¢inkou pidavame po kapkach destilovanou vodu tak dlouhcseabarva
roztoku ve zkumavce shoduje s barvou skigieh standard.
Vyska hladiny roztoku ve zkumavce udava na stupmicozstvi Hb ve vyS@ivané krvi jednak
vg % (mnozstvi Hb v g ve 100 ml krve), jednak wnidkych procentech (16 g % = 100
klinickych 9%).
7. Vysledky gevedeme na g/l a porovndme s hodnotamignyghi Drabkinovou metodou.

arwbd

o

Obr. 2.6. Sahliho hemoglobinometr. Zkumavka vestaj je kalibrovana v g % (A) a v klinickych % (B

Hodnoceni:

Vzorek krve Hb (g/l)- Drabkin | % Hb (g/l) - Sahli % Zhodnoceni

1.

2.

3.

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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Zaver:

2.3. Stanoveni hematokritu (HTK)

Uvod
Hematokrit vyjadluje objemové zastoupeni erytroityt celkového objemu krve. U miuje hodnota HTK
0,39-0,51, u Zen 0,33-0,47. Stanoveni hematokritmdhoty je @lezité z mnoha klinickych hledisek,
mj. i pro vypa@&et zakladnich hodngervené krvinky.
Pri ur¢ovani HTK zji¥ujeme objemové procento erytroéyt celkového objemu centrifugované krve. Po
centrifugaci jsou jednotlivé slozky krve rageny podle hmotnosti. Nejnize je sloupec erytrécytad
nim tenk& vrstwika leukocyti a trombocyi a nejvySe je sloupec plazmy.
Mikrohematokritovou metodou budeme&iavat HTK z krve laboratorniho potkana (nebo z kpvasete),
a to ze 3itznych vzork, které byly pipraveny gedem:

1. céstéerstw odebrané krveipdstavuje vzorek normocytemické krve.

2. Polycytemicka krev bylaifpravena tak, ze z jedné zkumavky centrifugované lge odebralo

cca tetinové mnozstvi plazmy.
3. Po gidani plazmy do dalSi zkumavky s plnou krvi vznikbrek oligocytemické krve.

Pomicky: tii rizné vzorky krve, mikrohematokritové kapilary, sg@éwei plastelina nebo kahan,
centrifuga.
Provedeni:
1. Mikrohematokritovou heparinizovanou kapilaru ptinee do zkumavky se vzorkem krve a
naklonime do vodorovné polohy. Na principu vzlinstvaaplnime kapilaru krvi asi do %, délky.
2. Timto zpisobem naplnime kapilary krvi ze vSech 3 viopkipravené krve (normo-, oligo-,
polycytemicka krev).
3. Volny konec kapilary, kde neni krev, zatavime natldnem.
4. Kapilary vlozime do centrifugy uzéenym koncem s#mem na obvod centrifugy, kterou pe&vn
uzaweme a odsed’'ujeme po dobu 3 mintpl3 000 ot./min.
5. Na neficim pultu (obr. 2.7.) odi#eme hodnotu relativni vysSky sloupce erytracyt
a) jezdce na panelu posuneme vpravo na hodnotu 1000%6caé rameno stome do
krajni polohy (poloha 1),
b) kapilaru se zcentrifugovanou krvi vlozime do dréile jezdci tak, aby dolntast

sloupce krve byla
ohrantena dole (v HEMATOKRITOVA STUPNICE
uzaweném konci kapilary) / OTOCHE RAMEMO

dolni ryskou a hornicast g oy ]
stredovou ryskou otmého N O R R P
ramene, které do této poloh ‘
statime (poloha I1). Tim si
nastavime celkovy objem
krve = 100 %,

c) pfi fixovanem ot@ném s I
rameni posunujeme jezdcen ez 1|1 AR "
pomalu doleva jen tak (——
dlouho, nez sedova ryska TS JEzDEC
ototného ramene protne )
rozhrani mezi sloupcem
erytrocyfi a plazmy. Sipka
jezdce ukaze na stupnic
meticiho pultu
hematokritovou hodnotuifmo v procentech,

d) ode&tenou hodnotu nasobime kotekm faktorem 0,98, protoze prdgsny vysledek je
nutné si ugdomit, Zze ve sloupci erytrodytzistava malé mnozstvi plazmy, tj. 2 %.
Hodnoty hematokritu zapiSeme do tabulky &zeme je pouzit pro vyget dalSich
hodnot (nap objem a barevna koncentrace erytrocytu — viz @kal).

Obr. 2.7. Schéma driciho pultu pro
mikrohematrokritovou metodu

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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Hodnocent

Vzorek krve HTK Zhodnoceni

1.

2.

3.

Zaver:

Kontrolni otazky:
1. Jaka je funkce hemoglobinu?
2. Jak vypada molekula Hb? Jak a kde se vaZ&Fe
3. Jaky je klinicky vyznam hematokritu?

2.4. Sedimentace erytrocyt U (SE, FW)

Uvod
U zdravéhoclovéka je rychlost, s jakou erytrocyty samowblsedimentuji v nesrazlivé krvi, pomala a
konstantni.
Sedimentace u mije 2-10 mm/h, u zen je 3-21 mm/h (u Zen je vyBSab fibrinogenu a mensi &t
erytrocyt).
Cim stalejsi je suspenze erytratyt plazng, tim pomalejsi je sedimerttai rychlost. V gipacs tvorby
erytrocytarnich agregéitse sedimentace zvySujeitBmnosti latek podporujicich vrstveni erytracge
snizuje povrchovy néboj erytrodyta tim se porusi jejich suspenzni stabilita. Sedtaini rychlost
ovliviiuji predevsim plazmatické bilkoviny. Protdi gvySeném mnozstvi fibrinogenu a globilia [¥i
tvorke atypickych bilkovin je hodnota sedimentace vysigiées 100 mm/h.
VyS$Si hodnoty sedimentace nalézaniespizeném p&tu erytrocyh (oligocytémie, anémie) fpzmeénach
pH (alkal6za), i zvySené lipémii afh nadorovych onemoenich.
VySefteni sedimentace je nespecificka oriénfazkouSka a v klinické praxi slouzi jako ukazatel
zdravotniho stavu pacienta. Stanovuje $epodezeni na za#livé, infekeni, alergické a nadorové
procesy. Sledovani dynamiky sedimemntiah hodnot fi opakovanych vyS&tnich mé ¥tSi vyznam nez
jediny, nahodny nélez (kontrola @&Smosti I€by). Vysledky vySeeni odeitame za 1 h. # velmi nizké
SE odegitdme vysledek za 2 h nebo za 24 h. Za 2 h nerodjidty grekrctit u muzi 27 mm a u Zen 48
mm. Podle jinych kritérii se udava, ze hodnota Zargeema pekrciit dvojnasobek za 1 h. Vyeni se
provadi vzdy nakno a v rannich hodinach.
Pro ugovani rychlosti SE se pouziva od 20. let 20. stotedtoda podle Fahraeuse a Westergrena (FW
metoda) (obr. 2.8.), po#jl byla zavedena metoda urychlené sedimentace pwdtaobeho (obr. 2.9.).
V soutasné dob se provadi odbsry krve a stanoveni FW sterilnim beZpestnim vakuovym systémem.
Uzaweny vakuovy systém slouzici k aglb krve pro analyzy v laboratorni diagnosticertuti ¢asti:
1. sterilni zkumavka z plastické hmoty s vakuem, kdo&izi k odbru krve s pesnym mnozstvim
Na+ citratu pro FW.
2. Drzéak jehly pro opakované pouziti, ktery nepazi do kontaktu s krvi.
3. Sterilni odirova jehla, umoiujici odker krve do jedné nebo vice zkumavek a zafnoke
intravendzni aplikaci. Jehla ma dva hroty. Prviot hslouzi k prakticky bezbolestné venepunkci,
druhy, opateny gumovym hemostatickym ventilem, jetem k perforaci uz&ru zkumavky z
jemné gumy, a tim k naséati pozadovaného mnozstd kez @ivéjSi nutnosti manipulace s
pistem stikacky.
Poznamka Podle nejnogjSich referetinich hodnot se toleruje rozmezi 1-20 mm/h bez poith
rozdili. Mimo sedimentaci se také stanovuje C-reaktivotgn (CRP), ktery je Zazen mezi bilkoviny
akutni faze. Jeho produkce v jatrech, reakce n&eniylL-6 (tvdi se v makrofazich a adipocytech),
stoupa pi akutnich za#tech (zejménaip bakterialnich infekcich), ale ifptkanovém posSkozeni. CRP u
zdravéhatloveka (0-9 mg/l) stoupnefpzarstu bshem rékolika hodin az na hodnoty 40-200 mg/I.
Stejrg jako u sedimentace ma vyznam sledovani dynamiktaych hodnot nez hodnota jedina.

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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2.4.1. Stanoveni SE podle Fahraeuse a Westergrena (metoda FW)

Meiime pokles sloupce erytrodyt sedimenténi pipet, kterd je naplkna nesrazlivou krvi a vysledek
odesteme v mm za 1 h (obr. 2.8.).

Pomicky: 2 ml injekéni stikacka, Fahreusv-Westergrefiv pristroj, 3,8% citrat sodny.

Provedeni:

1. Do suché 2 ml injaki stikatky nasajeme 0,4 ml 3,8%
citratu sodného a 1,6 ml krve laboratorniho potkgrasete),
piisajeme trochu vzduchu a detpromichame krev s citratem.
2. Nesrazlivou krvi naplnime gumovou misku FW\ispoje a
pomoci gumového klob&ku nebo injekni skikatky s
hadikou nasazenou na horni konec sedimaritapipety
plynule nasajeme krev do pipetiegré po zn&ku O.

3. Sedimenténi pipetu lehce ffitlacime ke dnu gumové misky,
fixujeme ve stojanu a zaznamenati@s. V této kolmé poloze
nechame krev statippokojové teplot a za 1 h (papiza 2 h)
odesteme pokles sloupce erytrodyt mm.

Obr. 2.8. Fahraeus/-Westergrefiv
sedimenténi pristroj

Hodnoceni:
U kazdé metody odéeme 2 vysledky a zapiSeme do tabulky.

Krev FW metoda Witrobeho metoda Zhodnoceni

Zaver:

2.5. Vypo €itavané hodnoty ¢€ervené krevni slozky

Po stanoveni hodnot hemoglobinu, hematokritu &uerytrocyti v krvi miZzeme vypoitat nasledujici
hodnoty. Pro fedstavu jsou uvedeny konkrétrtikbady fyziologickych hodnot (nikoliv jediné mozné!
1. Praimérny objem erytrocytu (MCV = mean cell volume, mean corpuscular volume):

hematokrit 043
poc _enyfl™] 50107
U zdravého jedince je fimérny objem erytrocytu 80-95 fl (normocyt)fi pmakrocytéarnich
anémiich dojde ke zvySeni nad 96 fl (makrocyt) mikrocytarnich anémii ke snizeni pod 80 fl

(mikrocyt).
2. Primérna hmotnost hemoglobinu v erytrocytu(MCH = Mean Cell Hemoglobin):
hemoglobifg/| 140g/1
McH = emoglobibg/l] McH = 12971

poc _enfl . 502t

Rozmezi mezi 27-32 pg je povazovano za normu, hadnoty byvaji u hypochromnich anémii,
vySSi byvaji u makrocytarnich anémii.
3. Primérn& koncentrace hemoglobinu v erytrocytecHMCHC — Mean Cell Hemoglobin
Concentration):

hemoglobipg/ 1]
hematokri

140g /1

MCHC = MCHC = =3259/1

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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Rozmezi této hodnoty je 310-360 g Hb /I erytrécyt

Hodnoceni:

Vzorek Hb (g/l krve) HTK (%) MCHC (g/l ery)

1.

2.

3.

Zaver:

Jméno: Ejmeni: Krouzek: Skupina: A, B, C, D

datum podpis vywijciho
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Jméno: Fijmeni: Krouzek: Skupina: A, B, C, D

2.6. Hemostaza

Uvod

Hemostaza (zastava krvaceni) je Zivotffilezity c&j, ktery chrani organismusigd ztratou krve ip
poraréni. Na zastay krvaceni se podileji ve vzajemné stmutii deje (obr. 2.11.):

1. reakce cév v mistporaréni,

2. ¢innost krevnich destek,

3. hemokoagulace (srazeni krve).

Stupei uplatreéni jednotlivych dji a UsgSny vysledek celého komplexu zavisi na druhu, fd@sozsahu
poraréni. Ri zasazeni velkych tepen nebo zil tyto mechanisestai. Zde je nutné zastavit krvaceni
umelym zasahem (zaSkrcenim, chirurgicky). Viedhich a malych cévach se hemostatici{é dplatiuji
velmi vyznamg. Pri porareéni kapilarni stny stai k zasta¥ krvaceni destkovy trombus.

Po &chto hemostatickych&jich nasleduj&asow oddalewjsi fibrinolyza, reparace a rekanalizace cévy.
1. Reakce cév v migtporanéni

Velmi rychla vazokonstrikce v misporaréni je vysledkem nejen mistni reflextiinosti porasné cévy,
ale i odpoedi natadu humoralnich faktér které se uvdiuji z aktivovanych destek (serotonin,
adrenalin, tromboxan A nebo vznikaji Bhem hemokoagulace (fibrinopeptidy). Vazokonstrilsmz
uplatiuje zejména ve &dnich artériich, arteriolach a venulach. V kapitar vazokonstrikce nenastava,
protoZze nemaji svalovou vrstvu.

2. Cinnost krevnich destitek

Destiky jsou fi neporusené kontindgitcévni skny v klidové (neaktivni) forta Jakmile se porusi cévni
stna (porasnim, poSkozenim, zétem), aktivuji se odkrytym kolagenem. Trombocyty lzhem
nékolika milisekund pichyti k subendotelialnimu pojivu diky interakci mespecifickymi receptory na
svém povrchu a dgitymi vazebnymi misty molekuly kolagenu zpri@stkované von Willebrandovym
faktorem. Tato adheze ifjmuti) destéek k poruSené cévniésk je provazena jejich morfologickou
piemgnou (nabobtnani, tvorba wWkki) a nazyva se primarni agregace. Je reverzibilestitky se
mohou je&t uvolnit a odplynout krvi. Sekundarni agregacergeérzibilni a je spojena s tzv. utiovaci
reakci (degranulaci), vedouci k vyplaveni obsalighegranul do okoli. Tvaray zmgnéné destiky se
shlukuji, gimykaji k sol& (agregace) a vyt¥bze svychdl provizorni hemostatickou zatku (trombus).
Aktivatory adheze jsou krognkolagenu i ADP (z poSkozenych il a trombin. Agregaci podporuje
rovréz ADP, trombin a tromboxan A(z aktivovanych destek). K aktivatofim agregace pét i
adrenalin, vazopresin a faktor aktivujici désfi (PAF — Platelet Activating Factor), ktery se liige z
aktivovanych neutrofil, bazofili, makrofag, destéek i poruSeného endotelu.

Aktivitu krevnich destiek (adhezi, agregaci, degranulaci) tlumi intaktaird endotel a latky jim
produkované (prostacyklin P&la oxid dusnaty). Z lék ma antiagregmi inek kyselina
acetylosalicylova, ktera inhibuje sekreci trombax#s (prevence trombdz).

3. Hemokoagulace (srazeni krve)

Srazeni krve je soubor enzymatickyc¥jid kterych se z&mstiuje fada plazmatickych faktor lipidy a
vapenaté ionty. Vysledkem jefgmena tekuté krve v nerozpustny gel, tjfepg¥na rozpustného
fibrinogenu v nerozpustny fibrin. Takto vyttemé fibrinové vldkno zpevni provizorni hemostaticko
zatku z aktivovanych desgk, ktera se tak stane mechanicky oddina hustsi (definitivni hemostaticka
zatka).

Hemokoagulace sec¢éstni koaguleni faktory oznaené |-XIII tvarici vnittni, zevni a spolamy
koagul&ni systém. Aktivuji se pouze v migpboraréni a dje jsoucaso¥ omezeny. Vnini koagul&ni
systém se aktivuje stykem se zapornym povrchenadesl, bazalni membrana, fosfolipidy z desdtj
aktivované destky), zevni koaguléeni systém aktivuje tkéovy tromboplastin uvokny z poskozenych
burgk. Oba tyto systémy konverguji do jednoho spiého sledu gi (spole&ny systém), ktery zdna
aktivaci faktoru X a kot vytvorenim pevného fibrinového vilakna.

Rozsah biochemickych reakci hemokoagulace je padrddou inhib&nich mechanisfy omezujicich
srazeni krve lokakhi ¢aso¥. Kromg nesméivého cévniho endotelu zalitgiciho hemokoagulacitbec

a proudu krve, ktery odplavujeradi koagulani faktory, se na inhibici poditada negativnich Znych
vazeb a specifické inhibitory.FiRladem negativni ziné vazby je vliv fibrinu na inaktivaci trombinu.
NejdilezitejSim specifickym inhibitorem je antitrombin 1ll, siezovany v jatrech, ktery je kofaktorem
heparinu a oba spale inhibuji trombin a #které dalSi koagutai faktory (IX, X, XI, XII). Um&lym
antikoagul@nim prostedkem je nap citrat sodny, ktery zjsobuje dekalcifikaci plazmy, nebo kumarin a
jeho derivaty, blokujici &inek vitaminu K na syntézu fakiorl, VII, IX a X. Je-li v krvi pritomen
antitrombin I, m& silné antikoaguwai &inky heparin (fyziologicky fitomny v krvi) podany v
koncentraci 5 mg/l parenteréln

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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Poranéni
stény cévni

|

Kontrakce Kolagen Tkanovy tromboplastin

T

Destickové reakce Aktivace koagulace

' v

Volné shluknuti Trombin
desticek
/ l Definitivni
» hemostaticka zatka
Provizorni f
hemostaticka |

zatka e .
Omezujici reakce

Obr. 2.11. Pehled reakci podilejicich se na hemostaze

Ukol:

2.6.1. Ugovani odolnosti krevnich kapilar (Rumpel-Leede)
2.6.2. Stanoveni tromboplastinovétasu (Quick)

2.6.3. Aktivovany parcialni tromboplastinovy te&P(TT)
2.6.4. Nektera dalSi vySéeni pouze teoreticky

2.6.1. Urcovani odolnosti krevnich kapilar (Rumpel-Leede)
Uvod
Prechodnou zmmou krevniho tlaku v kapilarach (podtlakepfak) mizeme sledovat jejich odolnost na
tuto tlakovou situaci. ® snizeni odolnosti kapilarnigsty vznikéa drobné krvaceni ddixe (hemoragicka
diatéza) vzhledu petechii az purpury. Petechie gambné krevni vyronky doiiZe velikosti vpichu
Spendliku, Spendlikové hlaky nebo i ¥tSi. Nevystupuji nad povrchike a neblednouip stlaceni.
Generalizovany vyskyt petechii se nazyva purpura.
Pretlakova zkouSka odolnosti krevnich kapilar podigriRela-Leede je zaloZena na venostaZesalpené
zamezenim odtoku Zzilni krve ZipluSné oblasti, a tim vyty¥eni zvySeného krevniho tlaku v kapilarach.
Stupei odolnosti kapilar je zavisly jednak na vlastni aasti kapilarni stny vici tlakové zakzi, jednak
na reparéni schopnosti trombocit udrzovat integritu endotelu. Na zak¥adoho rozdlujeme
hemoragické diatézy na vaskularniigpbené poruchou cévnigsy (vrozené, toxické, imunologické,
zpisobené hypovitaminézou C), a diatézy provazené gbow destiek (trombocytopenie,
trombocytopatie, trombastenie).
Pomicky: metitko, tonometr, fonendoskop.

Provedeni:
Posluchai vySetuji sami sebe ve dvoijicich.

1. Na kizi loketniho ohbi (nebo na volarni stégufedlokti) ukime plochu 4 x 4 cm.

2. Zjistime hodnotu krevniho tlaku a manzetu tonomeptiloZzenou na pazi, nafoukneme na
hodnotu tlaku, ktery odpovida tlaku diastolickémyalovina hodnoty tlakové amplitudy (tlak
zamezi zilnimu odtoku, ale arterialifitpk do gedlokti a ruky astane zachovan).

3. Tlakem gisobime 5 min. Po uvadni komprese (vypudhi manzety a jeji odstrani) sledujeme
v urtenémétverci vznik petechii, jejichz pet odéteme az po 15 min. Naiki loketniho ohbi
se miize objevit maximalé& 10 no¥ vytvorenych petechii (na volarni stéapredlokti pouze 1-3
petechie). Pokud jejich pet pesahuje stanoveny limit, jde o snizenou odolnogild@a na
zvyseni krevniho tlaku a vysledek hodnotime od +&# podle rozsahu postizeni.

Pri pokusu niizeme také sledovat zmy zabarveni #ze, jak Bhem komprese, tak i po jejim

skorteni a pokusime se je vydhit a pojmenovat (zemy pCQ, mnozstvi redukovaného Hb,

vazodilatace).

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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Odolnost krevnich kapilar iieme vySdébvat i podtlakovou metodou, kdy pomoci skieého
zvonku a tahem pistu verikaéce vytvadime podtlak 100 mmHg, kterymagobime 1 min na
libovolném mist na kizi. Pokud nevzniknou petechie, zvySujeme podtl@anmHg a sledujeme
zase jiné misto. Do hodnoty 150 mmHg by se petendinly tvotit. Saci pokus riweme libovol@
opakovat, ale ffetlakovou metodu Rumpelovu-Leedeovu az po tydnievgni je vSak vzdy velmi
orientani, pozitivni vysledky mohou byt i u zdravych jedin

Hodnoceni:
Poket petechii
. . % x Volarni .
VySetfovany TK TK v manzeté Loketni ohbi | strana Vysledek
piredlokti
Zavér:

2.6.2. Stanoveni tromboplastinového ¢asu (Quickdv test, TT test, INR = International
Normalized Ratio)

Uvod

Ur¢eni tromboplastinovéhoasu testuje zevni koagutd systém zastoupeny faktorem VII, vapenatymi
ionty a aktivovany tkéovym tromboplastinem. In vivo se tikdvy tromboplastin uvdiuje z poSkozenych
tkani, in vitro jej podavame v nadbytku jako kompletromboplastin (tive trombokinaza), coz je
proteinolipidovy komplex ziskany z lidské mozkokére. K testu patebujeme dekalcifikovanou plazmu
vySetovaného, kterou ziskame vysycenim vapenatychiioititdtem sodnym, fidanym k zilni krvi v
porgru 1:9 (0,5 ml citratu sodného a 4,5 ml krve) aledisym odsedEnim 10 min pi 2 000 ot./min.
Tromboplastinovytas zjistime sledovanim doby pelhné k vytvdeni prvniho fibrinového vidkna po
smichani dekalcifikované plazmy, kompletniho troplastinu a vapenatych ianta to i teplog 37 °C.
Vysledny¢as zavisi na koncentraci jednotlivych koaguoiah faktofi zevniho i spokného systému (VII,
Vv, X, Ilal).

Rozmezi fyziologickych hodnot tromboplastinovéhd@asu je 12—15 sPro standardizaci vysledku testu
se pouziva mezinarodni normatindpon®r INR (International Normalized Ratio) jehoz fyziologické
rozmezi je 0,9-1,28Je to porér hodnoty TT sledovaného vzorku a TT kontrolni rigi@dni) plazmy.
Podle hodnot INR se koriguje a monitoruje antikdagni terapie (naf pro terapii a profylaxi
tromboembolickych chorob se jeho hodnota udrzuje2r@®-3,0). TT je prodlouzen fyziologicky u
novorozent pro nedostatek faktoru VII, patologickyi medostatku vitaminu K, i poruchéch jaterniho
parenchymu, § nedostatku fibrinogenu nebo ¥ifmmnosti antikoagulancii antitrombinové (hepari@pv
povahy.

Pomicky: zkumavky, vodni laze kontrolni plazma, tromboplastin, 0,025 M Ca@hikropipeta, stopky,
h&ek.

Provedeni:
1. Do vodni laze 37 °C teplé dame dostych zkumavek fedeltat sledovanou i kontrolni plazmu,
tromboplastin, 0,025 M Cagh prazdnowistou a suchou zkumavku.
2. Asi po 3 min natati napipetujeme dorpdeltatécisté zkumavky postugnjednotlivé slozky po
0,1 ml tak, Ze nejprve napipetujeme citratovou iplaz pak tromboplastin a nakonec vapenaté
ionty. Spiky na pipet musi byt pro kazdou slozku zvtas
3. Jakmile podame vépenaté iontycmzame nidfit ¢as a smssi protahovat hfk (kovovy nebo

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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sklerény) a sledujeme vytweni prvniho fibrinového vildkna (bila nitka, kterae sndsi
vytahneme). V okamzZiku jeho vytieni odétemecas.

4. VySefteni provadime se stejnou plazmou 2x a ¥jtdone ptiimer. Pokud se hodnotythto
dvou nEfeni liSi o vice nez 5 %, vydehi opakujeme jeStjednou. Stej& postupujeme i s
plazmou kontrolni, kterou testujeme aktivittigpaveného tromboplastinu.

5. Z ¢adi sledované a kontrolni plazmy vygithme INR a vysledek posoudime.

Hodnoceni:

Pokus Cas vySefované plazmy | Cas kontrolni plazmy | INR

ZAavér:

2.6.3. Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (APTT)

Uvod

Test aktivovanéhoast&ného tromboplastinovéhtasu sleduje dinnost vnitniho koagulaéniho systému.
Set @ipraveny pro tento test (vyrdbi Sevac) obsahujelik&efalinovy komplex, v 8mz kaolin
zastupuje definovany aktivator kontaktu (zapornyrpb), a kefalin je parcialni tromboplastin, ktery
nahrazuje destkovy fosfolipid, nutny k aktivaci faktoru X. Kefali se ziskd madnim kompletniho
tromboplastinu v pogru 1:100. Plazma fjpravena k tomuto vySkni musi byt proto nejen
dekalcifikovana, ale zbavena i dést (odstedsni aspa 10 min gi 2 000 ot./min).

Parcialni tromboplastinovyas je zavisly fedevSim na p@tenich djich hemokoagulace ve vhitim
systému, a to na faktorech XIlI, XI, IX a VIII. Te v druh&ad zachycuje &innost faktofi spol&ného
systému, tj. X, V, ll al.

Normalni doba testu je 28—40.5Cas se oft srovnava s hodnotatasu standardni plazmy a jejich pam
ma mit fyziologickou hodnotu 0,83-1,3 (APTTR).

APTT je prodlouzen u hemofilie A (nedostatek fakitdflil), hemofilie B (nedostatek faktoru IX), vzéen
pii nedostatku faktoru XI a Xll, i zvySeni hladiny $pnych produki fibrinogenu, po podani heparinu a
také v gitomnosti protilatek proti gkterym hemokoagutaim faktofim.

Pomicky: APTT set, 0,025 M Caglkrevni plazma, vodni laaezkumavky, stopky, higk, pipeta.
Provedeni:

1. Do lazre 37 °C teplé damerpdeltat na 3 min zkumavky s jednotlivymi slozkami fettnymi k
testu (dekalcifikovana plazma vyEmtana i kontrolni, kaolin-kefalinovy komplex, CaCh
jednugistou, prazdnou zkumavku, do které pak budeme jlidéslozky postup# pipetovat.

2. Pripravime si pipetu a Sy, které budou p#ivé oznaené pro jednotlivé slozky (pozor na
zanenu), stopky a hiek.

3. Po naliati z&neme docisté pedeltaté zkumavky pipetovat 0,1 ml dekalcifikované plgzm
uréené pro vySéeni a 0,1 ml kaolin-kefalinového komplexu.

4. Tuto snés nechame 3 min inkubovat znovii peplo& 37 °C (aktivace vnihiho systému po
faktoru 1X).

5. Pak teprve idame 0,1 ml 0,025 M Caglzmakneme stopky a l&em protahujeme sts.
Sledujeme zachyceni prvniho fibrinového viaknaok bkamziku stopky zastavime a ¢tdene
cas.

6. Cely postup opakujeme 2x a vyfithme pfimérny ¢as. Totéz provedeme s kontrolni plazmou,
abychom posoudili &innost kaolin-kefalinového komplexu. Zde bglinbyt nangfené hodnoty
vzdy v norng, jinak je test nespolehlivy a niggsny.

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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Hodnoceni:

Pokus

Cas vySefované plazmy | Cas kontrolni plazmy | APTTR

Zaver:

Uréeni

Uréeni

2.6.4. Néktera dalSi vySetreni (pouze teoreticky)

doby krvaceni (metoda Duke)

Metime ¢as kapilarniho krvaceni po standardnim vpichu ddhaslaficku. Vysledek testu je
zavisly na schopnosti krevnich deésk vytvait provizorni hemostatickou zéatku. Testujeme
funkci destéek.

Norma je: 2—4 min

doby spontanni hemokoagulace (metoda Lee-White)
Sledujeme dobu pibnou ke srazeni krve in vitro bez spdispbeni tkAdovych faktoii.
Vysledek je zavisly na zdatnosti vimtho a spoléného koaguléeniho systému.
Normalni &asy jsou: 5-15 min pi pokojové teplat
5-10 min pi teplot 37 °C

Kontrolni otazky:

Co je to hemostaza a kdy se mohou j&jéd organismu uplatnit?
Prat nemize v kapilarach vzniknout aktivni vazokonstrikce?
Kde st&i k zasta¥ krvaceni destkovy trombus?

Jaka je uloha tromboadypii hemostaze?

Cim je aktivovan vniini a¢im zevni koagukni systém?

Kterym testem hodnotime zdatnost zevniho koagiife systému?
Co vySetujeme APTT?

Jaky bude vysledek Quickova testu a APFThemofilii A?

Jaky bude vysledek APTTtimedostatku faktoru VII?

. Muze dojit ke krvacivym projaédm pii poruSeni sevni flory?

. M& porucha resorpce ttik/ tenkém gew vliv na hemokoagulaci?

. Co je krevni sérum?

. Které koagulani faktory potebuji pro svoji dinnost vitamin K a prif?
. Jak misobi antikoagukng heparin?

. Co je dekalcifikovana plazma a jak ji ziskame?

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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2.7.Krevni skupiny

Uvod

Jestlize smisime na podloznim &kii krve od dvou ndhodrvybranych osob, iblizng v 70 % gipad:

se erytrocyty shluknou. Tento proces se ¢ajgjako aglutinace. Ke stejnym progéesdochazi i tehdy,
jestlize @i krevni transfizi fijdou do kontaktu d& inkompatibilni krve v krevnintegisti. Nasleduje
hemolyticka reakce, kterd se v prvni fazi projesklidem, Gzkosti, bolesti hlavy, dusnosti a tachyika
Objevuje se hemoglobinémie a hemoglobinurie. Nagstup hladiny hemoglobinu tize vést k
tézkému posSkozeni renalniho parenchymu a k akutnielbasi ledvin. Pacient upada do 3oku,
piekratenim kritické srdeni frekvence a snizenim minutového objemu. Po tiianénkompatibilni krve
tak mize vzniknout&zké a mnohdy ireverzibilni poSkozeni organisnéasto az smrt pacienta.

Aglutinace je dsledkem reakce antigen—protilatka. Na membrménytrocyti jsou lokalizovany
glykosfingolipidy a glykoproteiny s navazanymi sgiekymi oligosacharidovymi rezidui, které maji
antigennimi vlastnosti, oztavané jako aglutinogeny. Specifické protilatky, riétes aglutinogeny
membrany erytrocyitreaguji, jsou fitomny v plazm nasledkem fedchozi imunizace danym antigenem.
Pati ke y-globulinové frakci plazmatickych bilkovin (IgM @@G) a oznéuji se jako aglutininy. ¥ reakci
antigen—protilatka vytuji protilatky mistky mezicetnymi erytrocyty, coz je podkladem aglutinace.

Na povrchu erytrocyit byla zjiSgnatrada antigei (aglutinoger), podle kterych se kreveéd do
riznych krevnich skupin. Z klinického hlediska je vyginamrjSi ABO (H) systém a Rh systém (viz
ucebnice). ABO (H) systém poprvé popsal Landsteimdaur1901, kdyz prokazal, Zze podle aglutinace
krvinek riznymi séry lze roz#it populaci lidi do ti skupin. Jeho spolupracovnici Decastello a Sturli

......

roku 1907 a Moss roku 1910. V ramci systému ABQej@dy mozno roz&lit populaci do&tyi skupin,
pricemz frekvence vyskytu jednotlivych skupin jevi #&né geografické odliSnosti.

V systému ABO (H) rozliSujeme 4 zakladni krevnigiky — A, B, AB a 0 (H) podleifitomnosti
aglutinogeri A a B na membré&ncervenych krvinek. Jedinec krevni skupiny A méa aghgen A,
skupiny B ma aglutinogen B, AB méa oba aglutinogéfyi B). Jedinec skupiny 0 nemd aglutinogen A
ani B, ale m& antigen H, coz je vychozi molekula fworbu antigefh A i B. Proto se skupina O ozhige
téz jako H. V krevni plazénjsou gitomny girozené protilatky: aglutininy anti-A a anti-B. Vrdwni
plazn® (séru) jednohglovéka nejsou aglutininy proti viastnim aglutinogem Protoze nositel skupiny 0
nema aglutinogen A ani B, byval ozieaan jako ,univerzalni darce” a analogicky nosgklpiny AB
jako ,univerzalni pijemce“. Toto ozn&ni vSak dnes neplati, protoze jednékagbi i aglutininy darce na
krvinky prijemce, a jednak krvinky skupiny 0 (H) maji tézigetini schopnosti.

Skupina 0 A B AB
Frekvtvance v cca 40 % cca 40 % cca 10 % <10 %
Evrope

Tab. 2.7.1. Procentualni vyskyt krevnich skupin ABesystému.

Pac. . Ceh

Krevni
) ,C)OQ skupina

= anti-A anti-B =

Krevni
0,0 @ skupina

Cis.krkons. Krev.skup. —

Obr. 2.12. Diagnosticka kartka pro vyseeni krevnich skupin

Vzhledem k moznému rizikuipnosu infekceif praci s vlastni krvi, provedeme pouze viset se
vzorky krve gedem pipravenymi laborantkou.

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
© Physiology 2010 28 http://webs.If1.cuni.cz



Protokoly k praktickym cwienim z fyziologie

v. 2010.050

Hodnoceni:

Krevni skupina

Reakce s sérem

anti-A

anti-B

A

B

AB

0

Vyswétlivky: + pozitivni aglutinace, — negativni aghuice

Zaver:

Tabulka: Srovnani vybranych hematologickych paraifnetiloveka, prasete a laboratorniho potkana.

Clovek

Potkan

Prase

Objem krve

7-10 ml/100 gdlesné

hmotnosti (7-10 %tesné

hmotnosti)

6—7 ml/100 gdlesné
hmotnosti (6—7 %
télesné hmotnosti)

7-10 ml/100 gdlesné
hmotnosti (7—10 %
télesné hmotnosti)

Krevni tlak [mm Hg]

(100—140)/(70-90)

(75-120)/(80)

120/80

Koncentrace Muzi 130-180 g/l 120-180 g/l 100-160 g/l
hemoglobinu Zeny 120-160 g/l

. Muzi 0,39-0,51 %
Hematokrit Zeny 0,33-0.47 % 36-54 % 32-50 %
Paset erytrocyl g"e”rf}'/ (é"zj’;)) x 11%7: 5-11 x 167 5-8 x 107
Velikost erytrocyil 7,2um 6,2um 5,4um
Sedimentace erytroayt | Muzi 2-10 mm/hod 0,7-1,8 mm/hod 2-5 mm/hod
(kolma) Zeny 3—-21 mm/hod
MCV (fl) 82-102 48-70 50-68
MCHC (g/l) 311-350 270-370 300-360
MCH (pg) 27-31 19-23 1-24
Pacet leukocyt (4-10) x 18/ (8-14) x 10/ (7—20) x 16/
Neutrofilni leukocyty 50-70 % 18-36 % 25-50 %
Tyceky 2-3% 5-11 % 0-4 %
Eozinofilni leukocyty 1-3% 1-4 % 0-10 %
Lymfocyty 25-40 % 62-75 % 40-60 %
Monocyty 3-8 % 1-6 % 2-10 %
Paset trombocyl (150-300) x 19 600 x 10/l (120-720) x 181
Fibrinogen 2-4 g/l 1-3g/l 1-5¢/l
Tromboplatinovytas
QU CK"OTT_teSi’; 12-15s 26's 9-11s
APTT 16s 18-149 s
(st;c;rRrr\]rigoagulace 5-15 min 125 6-7 min
Doba krvaceni (Duke) 120-240 s 88 s 74 s
Krevni plasma
Bilkoviny 65-85 g/l 60-80 g/l 60-80 g/l
Glykémie 3,5-5,6 mmol/l 5,1-8,0 mmol/l 3,3—7 mmol/l
Ce” 2,0-2,75 mmol/l 2,5 mmol/l 1,3-3 mmol/l
Fosfaty 0,65-1,61 mmol/l 3,7 mmol/l 3 mmol/l
Na" 137-147 mmol/l 151 mmol/l 146—-152 mmol/l
K* 3,8-5,1 mmol/l 4,3-5,6 mmol/l 6,8—8,9 mmol/l
ClI 98-106 mmol/I 95-115 mmol/I 98-115 mmol/I

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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Kontrolni otazky:

Podleceho jsou klasifikovany zakladni krevni skupiny?

Prot je nespravné pouzivat termin ,univerzalni darcgdraverzalni gijemce"?

Jaké nasledky méa inkompatibilita krve darceigemce v ABO (H) systémuiptransflzi?
Co je to velka a malérizova zkouska a ptge nutné ji provagt?

Mize mit novorozenec protilatky anti-A a anti-B? Vitiete!

Kdy se tvdi protilatky anti-D? Jak se liSi od protilatek aAta anti-B?

Pra v praktiku neni mozno stanovit vlastni krevni sku@

NoupkrwhpE

Jméno: Ejmeni: Krouzek: Skupina: A, B, C, D

datum podpis vywijiciho

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
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3. Membranovy potencial
(E. Kuri&ak)

Cilem cvieni je demonstrovat zakladni neurofyziologické aktaristiky vzruSivych a drazdivych tkani.
V detailu se zawfuje predevSim na elektrické vlastnosti neuronu a jehagdibych ¢asti, jako jsou
dendriticky strom, synapse a axon. Na jednoduchéimiwativnim paiitatovém modelu je ilustrovan
klidovy membranovy potencidl, pasivnaktivni vlastnosti neuronalni membrany a dalSi dynamicié d
probihajici na bustné membraa

Aktivni vlastnosti membrany jsourgrdevSim podminé dostaténé velkou hustotou najgové fizenych
kanali umoziujicich vznik a §eni vzruchu formou akich potencidl. Tyto membrany nazyvame
vzruSivymia pati k nim gedevSim axony, axonalni inicialni segmentiéeplé ¢asti somatu, obeén
jakékoliv tkarg, které jsou schopny generovatéak potencidl. Po vzruSivych membranach se signal
(akeni potencidly) & bez dekrementu. To znamena, Ze na rozdildo@¥divych neboli pasivnich
membran, @stava Bhem Sfeni signal (vzruchu) zachovan jeho tvar i amplituda, a toai an&né
vzdalenosti (naip vice nez 1m u motorickych axin

Pasivni vlastnosti membrany podmiji zpisob Sfeni signalu (podrazdi) po nevzrusSivych, tak&asto
nazyvanych drazdivych membranach. Tento typ menybindoti u neurori predevsim dendriticky strom
acasté&ne také &lo neuronu. U pasivnich membran jéesii podrazéhi ovlivnéno predevsim elektrickym
odporem neuronalni membrany — teezistancimembrany. Ta je zavisla na aktualningtpootewenych
iontovych kandl, daném pedevSim hustotou stale otemych kandl, ale i aktualnim pttem ligandem
otewenych kandl. Zmirgny odpor membrany zeslabuje vstupni signal (g9dicoz zohleduje termin
Sifeni signalu slekrementem- s Gtlumem. Druhym parametrem, ktery oflije pasivni vlastnosti
membrény, je jeji elektrickéapacitance ¢ili elektricka ,poddajnost’, umaiujici membraa se
kratkodolg nabit ndbojem dodanym stimulaci a postupo uvoliovat (viz analogie s mechanickym
pruznikem v cévnim systému). Kapacitance membrakyneni — transformuje tvar vstupniho signalu
(nagr. nahlou zminu vodivosti postsynaptické membrany na pomalaj&@nz nagti — postsynapticky
potencial) a spolu s rezistenci membrany, kterdakage amplitudu signalu, se vyrazmpodileji na
pienosovych charakteristikAch kgnych membran. Z fyzikalniho hlediskatreplstavuje pasivni
membrana vzajemdnzapojené RC obvody (sloZzené z R-rezistar C-kapacitatdr — pasivnich prvi),
transformujicich vstupni signal na signal vystugkktualni hodnota rezistance a kapacitance membrany
spolu s jejim prostorovym usfamanim definuji tzvéasovou konstantu membraritera jednoduchym
zpisobem charakterizujet&hi podrazéni drazdivymi membranami (viz $t8.2). Jelikoz u drazdivych
membran klesd amplituda odpol (nagti na membré&¥) se z¥étSujici se vzdalenosti od mista
podrazéni, nazyva se toto i&ni také elektrotonickym i&®nim — coz dote odpovida fedsta¢ poklesu
napti, stonusu“ od mista podrazdi.

Paitatova simulace umdailije ve znaném stupni volnosti zkoumat vliviznych, v readlném biologickém
preparatwasto neodditelnych faktofi podmiiujicich fizné elektrofyziologické fenomény, projevujici
se ¢asto velmi komplexni dynamikou. Umage nap. jednoduchym zjgsobem minit iontové slozeni
extracelularni a intracelularni tekutiny a zkourtedt vliv rovnovaznych potenciélionti na hodnotu
membranového potencidlu nebo excitabilitu membradgstroje poitatové simulace tak rozSiji
moznosti demonstrace zasadnich charakteristik thgdd (Casova a prostorovd sumace) a vzrusivych
tkani (prahovy pod, refrakterni faze, reobaze, chronaxie, farmackétblokady iontovych kand).
Ackoliv jsou elektrické dje na bugéné membra# podmirgné slozitym vztahem mezi intracelularnim a
extracelularnim prostdim a ovliviované variabilnim sloZzenim a aktivitou &dné membrany, zatuje

se popisovany model z&mme¢ jenom na funkné nejdilezitjsi z nich a zjednoduSuje tak komplexnost
modelovaného systému. | kdyz v redlnychiltich nachazime desitky az stovkgmych typi iontovych
kanali oteviranych iiznymi podmty a pisobky, pracuje prezentovany modeékgeviim s Ka Na ionty

a K" a Nd iontovymi kanaly, které jsou v modetizené bd’ nagtové nebo chemicky. V programu je
mozné K a Na vodivosti (propustnosti), jakozto i odpovidajicarismembranové iontové proudy
zobrazovat ve foregrafi a v rekterych Gkolech tyto vodivosti i experimentélavliviiovat. Dynamika
napstové fizenych kandl je v programu modelovana proslulym Hodgkin-Huxlegm matematickym
formalizmem oceinym v roce 1963 Nobelovou cenou za fyziologii a moed. V zajmu uspokojivého
zjednoduSeni se model také nezabyva prostorovoktstou neuronalni membrany &gtupuje k ni jako

k bodovému modelu, coz v zagadmo#iuje selektivé izolovat roli zékladnich elektrickych vlastnosti
membrany v transformaci neuronalniho signalu.

Dalsi simplifikaci, pouzitou v modelu ve prasp jednoduchého ovladani a ziskani vzorovych ogiov
drazdivych a vzruSivych tkani, je &gob, jakym jsou modely stimulovany. Na rozdil odriglexniho

Své gipominky a narity ndm niizete sdlit také prostednictvim web féra na strdnce Ustavu.
© Physiology 2010 31 http://webs.If1.cuni.cz



Protokoly k praktickym cwienim z fyziologie v. 2010.050

realného neuronalniho vstupu reprezentovaného atoiviz tisici synaptickych udalosti interagujicich
zna&né slozitym zpisobem, pedstavuji v programu pouzité vstupy, tzv. zakladtimuly pouzivané
k vySetovani chovani mnoha biologickych dynamickych systédedna se o tzvaudici funkcecoz ve
srozumitelnéieti mozno popsat jako jednoduché elektrické proudputzy — stimuly, objevujici se
v uzivatelem zadaném okamziku éspbici na model definovan§as. Parametry pouzitych stindul
jakozto i jejich p@et, je mozné v programu intuitivrzadavat a #nit. Cas od poatku simulace, v#mz

se ma stimulus objevit, se v programéninastavenim hodnotielay (od pa&atku simulace), jeho trvani
hodnotouwidth (Sitka pulsu) a jeho amplituda (zobrazenaA) hodnotouamplituct. Program pouzity v
praktiku je mozné si volhstadhnout a odzkouSet.
http://www?2.neuroscience.umn.edu/eanwebsite/metangutm

3.1.Klidovy membranovy potencial

Zde je mozné si a¥it, jakym zpisobem se na vysledném klidovém membranovém potanoidlileji
intracelularni a extracelularni koncentrace’ MaK’ iontl a také vodivost (propustnost) membrany pro
tyto ionty (podoknoResting Membrane PotentjaMertikalni umisini jednotlivych barev odliSenych
horizontalnich¢ar vyjaduje hodnotu rovnovazného potencialu (znamy také jeverzni potencial
Nernstiv potencialneboEquilibrium Potentia) pro Nd a K ionty, ktery je peoitdn pomoci Nernstovy
rovnice. Zlutacara reprezentuje hodnotu klidového membranovéhengiilu, ktera je, krotnintra a
extracelularnich koncentractipluSnych ioni, ovlivnéna také aktualni propustnosti membrany pro tyto
ionty. Jak koncentraci, tak i propustnost uvazoeanyonti, je mozné jednoduchym é&pobem

Vv programu ranit (viz. obr. 3.1.).

K+

— Felative Membrane Permeabilities —

—Ma+
Concentration Out [mkd] {120 j Concentration Out [mbd] |3 j Ma+ permeability |1 j
Concentration [n [rbkd] — |16.4859 ﬂ Concentration |n [mbkd]  |63.7834 j K.+ permeability  |E5 j
Na+ Patertial (m) [0 = | kePotentialmy) 77 =
r Membrane Potertial
Patential [mi] £5.02 =
weep Duration [me] [2g j' Reset ta Diefaults [ Kesp Previous Graphs

Obr. 3.1. Kron# koncentrace iont a vodivosti membrany je v programu moznéniintaké trvani
simulace (pole sweep duration). Z aktualni kon@adrintra a extracelularni koncentrace idngrogram
vypaita rovnovazné potencialy pro Na K ionty (pole N& a K™ potential) a také klidovy membranovy
potencial (pole Membrane Potential).

Ukol:

1. Vy3etime vliv intracelularnich a extracelularnich kontteoi Nd a K iontii na klidovy membranovy
potencial a také na jednotlivé rovnovazné potenciBopiSeme (graficky), jakym égobem se #ni
rovnovazné potencialy.

Ukol:

2. Vyswilete, pr@ se i zvy3ujici extracelularni koncentraci' Konti (simulace hyperkalémie) stava
klidovy membranovy potencial vice pozitivnim (bl&g k nule), zatimcorphypernatrémii #stava téns
nezngngn.

3.2.Pasivni vlastnosti membrany

Model pasivnich vlastnosti membrany (podokno Memérdime Constant) seémuje jiz popsanym
charakteristikam drazdivé membranyuijfcich jeji dynamikudasovy pfibéh nagtovych zngn) na dany
stimulus. V naSem ifpac je timto stimulem pravouhly proudovy pulz zndmépémdy a trvani,
objevujici se Bhem simulace v definovan§as. Pasivni hvlastnosti membrany, jak jiz bygoeno, je
mozné odvodit z kapacitance a rezistance membldeng podmiuji tzv. c¢asovou konstantu membrany.
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Tato konstanta vyjadje ¢asovy interval peéinajici odezénim predchoziho stimulu a kefci poklesem
hodnoty membranového potencialu na 1-1/8b(fané 63 %) ze zpsobené nafyové zngny (pokles
napsti ke klidovému membranovému potencialu po odegzstimulace se teoreticky blizi exponencialni
funkci). Divod postupného poklesu rdipna membra&i pies jiz odezaly podret tkvi v jiz popsané roli
kapacitance, ktera sestem stimulace nabiji a po odeémnh stimulu postuph vybiji, coz zfisobuje
¢asovou prodlevou odpeésti membranového nafh. Uvedena dynamika membrany podaje jeden

z nejdilezitgjSich elektrofyziologickych fenomdén kterym je ¢asova sumace stimul(podretd) na
drazdivé membran Tato sumace je umo&ma pra¥¢ popsanou dynamikou — postupnym poklesem
nagti z predchozi stimulace, na kterouize nasedat (sumovat se) odpdivz nasledného stimulu, za
piedpokladu, Ze jiz membranovy potencial neklesl &wgzi hodnat (nag. ke klidovemu
membranovému potencidlu). Ztoho vyplyva, Zasova sumace se uskiiteje jenom v pipace
dostaténé malécasové vzdalenosti mezi stimuly.

V této Uloze je mozné é&nit pasivni vlastnosti membrany prigdnictvim parametru membranové
rezistance (pole Membrane Resistance na obr. 3.Rruhy parametr ovlitujici ¢asovou konstantu
membrany, totiz jeji kapacitance, je pro nemyetmané membrany parametr namy, coz pimo
souvisi s konstantni tlotikou fosfolipidové vrstvy (butné membrany) separujici intracelularni a
extracelularni progtdi. Nagtova odpo¥d’ na stimulaci pasivni membrany jednoduchou budickdi —
pravouhlym proudovym pulzem je zobrazena na olar. 3.

 Membrane Resistance = Stimulu

kOmsem2) fio =) Dewms 2 =
Menbrane capactarce = 1F/on2 | | widhfng)  [1 =
Ampice () [0
Period [ms] IS—j
Numberof Simai [T =]

Obr. 3.2. Vlevo, nastaveni rezistence pasivni mémbrVpravo, budici puls (fialey a pfislusna
naperova odpovd’ membrany (Zld).

Ukol:

3. VySetime, jakym zfisobem ovliviuje casova konstanta membranydgevsim ji podntiujici parametr
membranové rezistance) ipkh nagtové odpo¥di membrany na proudovou stimulaci. Vysledek
znazornime graficky.

Ukol:

4. Casova sumace. Gfime, jak zavisi¢asova sumace stintulna ¢asové konstast membrany.
VyzkouSime #zné stimul&ni protokoly — ménime trvani jednotlivych puls (width [ms]), jejich
amplitudy émplitude[pAl), pocet (humber of stimulia jejich frekvencigeriod).

Model pasivnich vlastnosti membrany ilustruje, jadsivni propustnosti membrany pro” K N&
prispivaji ke vzniku klidového membranového potenciglneuronu. Z fyzikalniho hlediska je pasivni
membréna fedstavovana obvodem (tzv. RC obvodem) slozenymeayzasivnich prvk rezistofi o
nepron¥nném odporu a kapacitoro neprominné kapac& Pasivni membrana nezahrnuje péome
vodivosti ani negeneruje &ki potencial. Cilem je dejmit pojmy: elektrochemicky rovnovazny
potencial pro ionty N3 elektrochemicky rovnovazny potencial pro ionty, Kovnovazny potencial,
¢asova konstanta membragsova sumace.

3.3.Aké€ni potencial, aktivni vlastnosti membrany

Akéni potencial je funénim projevemaktivni membrany neboli vzruSivé membrany Ke vzniku a
Sireni aknich potencidl je nutna dostat®¢ vysoka hustota n&poveé fizenych kandl na membrat Jak
jiz bylo fe¢eno, akni potencial se Zjsobem svého &ni zasadn liSi od postsynaptického nebo map
receptorového potencidlu, jenz sé& & dekrementem. Aki potencial se 8i bez dekrementu. Tvar,
trvani a rychlost propagace ig@i) aknich potencidl zavisi natasové dynamice, n&fové zavislosti a
hustot iontovych kandl. K simulaci dynamiky nafové zavislych Na a K" kanafi jsou v modelu
pouzity diferencialni rovnice odvozené Hodgkineraxleym na zaklagl elektrofyziologickych studii
membrany obrovskych axénsépie. Tyto vodivosti a jimi protékajici proud jozné v modelu
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jednoduchym zfisobem zobrazit a zkoumat (viz obr. 3.3.).

V této Uloze (podoknoAxon Action Potential si owtime nasledujici jevy a charakteristiky aktivni
membrany: prahovy podt refrakterni faze, reobaze, chronaxie, podpraliasdva sumace, spontanni
vznik akéniho potencialu.

—Membrane Parameters———— —Holding Current——————————— [~ Temperature———————— [~ Conductances and Currents —
Ma+ patential [rm] lEuEI—j Halding [ ID—j Degree: C Iw—j = Show lonic Conductances
aNa mas [mSemz) [260 ill {” Show loanic Curents
1T * Mane
K.+ potential () I?'?'—ill — Stimuluz 2
ol i S e Im—ﬂ ~Stimulus1l———————————— | [ On
I~ TEA Dielay [mz) IIJS—j Dielay [rz] |2—j

widhims) 01 =] | widhis) 01—
trpliude (ud) [0 =] | Ampludefus) [0 —

Obr. 3.3. Nastaveni parametru v Ulozecwkpotencial. Vlevo, rovnovazné potencialy a nactiapavislé
vodivosti pro N& a K'. Uprosted, parametry stimulace a teplota simulovaného tped$. Vpravo,
modus zobrazenfasového pibéhu hodnoty nagrove zavislych vodivosti a /fslusnych iontovych
proudi.

Ukol:

5. Prahovy podit. Zjistime, jak velka amplituda 106 trvajiciho podétu jiz vyvola akni potencial.
Zjistime hodnotu prahu (spos&ét drovre [mV]) pro akni potgnciél. Odvodime zavislost meazi
amplitudou a trvanim stimulu ve smyslu dosazenigvého podétu. ReSeni vyjatime graficky.

Ukol:

6. Podprahové a nadprahové stimuly, hyperpolagdzsfimuly. Ménime amplitudu, nebo trvani stimulu
tak, abychom aili chovani membrany v podprahové a nadprahovéstbl@wiime chovani membrany
pro hyperpolarizujici stimulace.

Ukol:
7. Latence akniho potencidlu. Zjistime zavislogasové separace mezi stimulem (jeh&gtkem) a
akénim potencialem (jeho vznikem) na amplgstimulu (trvani stimulu neémime,width = 0.1 ms).

Ukol:
8. Podprahova&asova sumace. Zjistime rozdilné chovani aktivni brémy nacasovou sumaci dvou
podprahovych a dvou nadprahovych p&dnVysledek znazornime graficky.

Ukol:

9. Refrakterni faze. Aplikaci dvou nadprahovych,aaové ose vhodnumisgnych stimuii, zjistte
trvani absolutni a relativni refrakterni faze. Peetrty prvniho stimulu neémime. Parametry druhého
stimulu iterujeme (fedevSimeas jeho vyskytu a amplitudu) tak, abychom odhabé# frakterni faze.
Owite, zda je mozné vyvolat druhy @i potencial i podprahovym stimulem, vysledek séuste
zdivodnit.

3.3.1. Farmakologické blokady iontovych kanald

lontové kandly, a to nejenom r&pvé zavislé, nizou byt blokovany dznymi substancemi,
ovliviiujicimi jejich chovani i vodivost. Této vlastnosé s velkym Usfzhem pouziva v mnoha oblastech
mediciny. Jednim zifkladi je mechanizmusdinki reékterych anestetik @edevsSim lokélnich), které
pfimo pisobi na nagfové fizené kandly axanprenasejicich bolestivé pogty. Obdobnym zfisobem
pasobi rekteré léky ze skupiny antiarytmik,igobici pimo na vzruSivé membrany kardiomydcia
upravujici srdeni rytmus (#kterd anestetika proto thou zasadnim Zgobem naruSovat srdfd
rytmus). DalSim fikladem nfize byt pouziti psychoaktivnich latek benzodiazepéim typu (nap
diazepam), fisobicich na iontové kanaly postsynaptické membrany.

V piipack naSeho péitatového modelu (podokn@dxon Action Potential simulujeme tinek latek
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X N7

blokujicich naptové rizené N& kanaly (latka tetrodotoxin — TTX) a'Kanaly (latka tetraethylamonium
—TEA).

Ukol:

10. Vysefete vliv farmakologické blokady (zaskrtnuti ptdh TTX) nagtové fizenych Na kanafi na
vzruSivost bus¢né membrany, igdevsim pak na jeji hrotovy potencial. Nggl hodnotu &nného
stimulu, ktery je schopny vyvolat &ki potencial se zablokovanymi Nkandly. Zjiséni popiste slov& i
graficky.

Ukol:

11. Vy3etete vliv farmakologické blokady (zaskrtnuti gt TEA) nagtowvé fizenych K kanafi na
vzruSivost buaéné membrany, iedevsim pak na fazi repolarizace &ie vhodnym zpisobem pole
Holding Current k dosazeni &né hodnoty klidového membranového potencialu).i®ep gipadre
vyswtlete zjiS&né chovani.

3.3.2. Reobaze, chronaxie

Reobaze a chronaxie plak nejdilezitjSim charakteristikam vzruSivych membran. Uigg urcovat
vztah mezi intenzitou a trvanim pada (stimulu), ktery vyvola alni potencial (vzruch). Reobaze je
nejmensi pdebna intenzita podtu pisobici maximalni uzitay cas, kterd vyvola aki potencial.
Chronaxie je délka trvani poén o0 dvojnasobné intengiteobaze, jenz vyvola aki potencial.

Ukol:
12. Upravte dobu a trvani stimulu tak, abyste ifijisbdnoty reobaze a chronaxie u prezentovaného
modelu. Vysledek popiste graficky.

3.3.3. Spontanni akéni potencial

Akeni potencidly Mize membrana generovat i spontatiez zjevné stimulace. Tento mechanizmus se
uplatiuje nap. v srdci v SA a AV uzlech, které tak mohou genataspontanni rytmickou aktivitu.

Ukol:

13. Ujiste se, Ze na membranu depbi zadné stimuly. Dale upravujtévpdni rovnovazny potencial
pro K" ionty tak, aby se vybavil &ki potencial. Pokraujte ve zvySovani K potencialu (vedouci ke
zvySeni frekvence spontannichéaich potencidl), az do vymizeni spontannich cakch potencial.
Popiste graficky zji&né fenomény.

3.3.4. Synapticky potencidl

s

Jednou z nejidezitgjSich funkci drdzdivé membrany je integrace vstaprsignal, které v nejdzrgjSim
pripact predstavuji synaptické vstupy na neuronélni memb(aajcastji na dendritickém strogn— az
95 % plochy receptivni plochy neuronu). Vyliti mé&diru do synaptické &biny vyvola lokalni zninu
propustnosti a nasledmpak zngnu nagti na postsynaptické membgén postsynapticky potencial (PSP).
Polarita a tvar PSP zavisi na typu mediatoru (ligandale na propustnosti oteviranych postsynaditk
kanali pro pislusné ionty, na transmembranovych konceéniich gradientech échto ionti a
v neposlednfads také na pasivnich vlastnostech postsynaptické méamgb JelikozZ je #tSina ligandem
oteviranych kandl propustna pro vice nez jeden typ igreavadi se pro charakteristiku koncetiiah
gradienti ionti prochazejicich ipslusnym kanalem pojeraynapticky rovnovazny potencial neboli
synapticky reverzni potencjadruzujici jednotlivé rovnovagmotencialy zdastrénych ionti (viz dale)
Po vybaveni se postsynapticky potenciéil dale elektrotonicky butnou membranou khu neuronu a
podléhd tvarovym i nagovym zmeénam (viz Pasivni vlastnosti membrany), coz soubirmmnaujeme
jako Sfeni s dekrementem.

V této Uloze (podokn&ynaptic Potential and Currénje cilem n&nit propustnosti synapse pro
Na" a K" ionty a vimat si, jakym #sobem se #ni synapticky rovnovazny potencial (pdReversal
Potentia) a pisluSna nagtova odpo¥d’ synaptické membrany.
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Ukol:
14. Vhodnym nastavenim synaptické vodivosti prd, Md a CI ionty vytvarte excit&ni a inhib&ni typ
synapse, sledujte 2my hodnoty synaptického rovnovazného potencialle(Beversal Potential)

Kontrolni otazky:

U jakych bugk nanttime nenulovy membranovy potencial?

Jak se podili vodivost membrany na klidovém memiwrém potencialu?

Jaky je rozdil mezi vzruSivymi a drazdivymi memlaam?

Co znamena #ni signalu s dekrementem desii bez dekrementu? Nakreslime elektrické
schéma bustné membrany.

Jaky vyznam ma Nernstova rovnice?

Jak se liSi Goldmanova rovnice od Nernstovy rovhice

Co limituje maximalni a minimalni n&p na membr&hbéhem akniho potencialu?
Jakym zifisobem se pasivni vlastnosti membrany podilefiasavé sumaci podti?
Které tkag maji charakteristiky vzrusivych membran?

10 Jakeé je trvani ainiho potencialu u axdn pri¢né-pruhovaného svalu a kardiomyoigt
11. Co urkuje excit&ni nebo inhibini typ synapse?

12. Ovliviiuje teplota membranové charakteristiky? Jakyidsapem?

PobdPE

©CeNo GO

Vysledky a zawry:

Jméno: Ejmeni: Krouzek: Skupina: A, B, C, D

datum podpis vywijiciho
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