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Prakticka uloha ¢. 2
Téma: Fyzioldgia vylu€ovania cloveka

Ludské telo sa zbavuje odpadovych latok pomocou obliciek. Filtraciou krvi cez filtrand membrdnu
vytvaraju oblicky primdrny moc, ktory sa vo viacerych procesoch upravuje - niektoré latky su do mocu
dalej vyluCované, iné naopak reabsorbované naspit do krvi. —
Samotnd filtra¢nd membranu tvoria 3 vrstvy — endotel cievnych
kapilar, ich bazdlna membrana, na ktorej su ,prirastené” a tzv.
podocyty — prvé bunky mocovych ciest. Tieto vrstvy su vsak
nesuvislé, atak vcelom filtri nachddzame diery o velkosti
priblizne 8 nm. Vsetko, ¢o je mensie, ako tieto diery, prejde
oblickovym filtrom do primarneho mocu — napriklad voda alebo
idny. Primarny moc sa dalej upravuje v dalsich ¢astiach nefrénu
a nakoniec vznikne tzv. definitivny moc¢. Okrem toho maju
obli¢ky aj vela inych funkcii — podielaju sa na reguldcii krvného
tlaku, metabolizme glukdzy, udrZiavani spravneho zloZenia
krvnej plazmy, ako aj jej pH. To vsetko dokazu robit aj vdaka
tomu, Ze su vyznamnym endokrinnym orgdnom.

1. Teoreticka &ast

1.1. Zakladnou funkcnou jednotkou obliciek je nefron —ten
vykondva vsetky procesy tvorby mocu, ale aj regulacie.
Popiste jednotlivé ¢asti nefronu na obrazku. Vyberajte
z nasledujucich terminov:
(1)glomerulus, (2) Bowmanovo puzdro, (3) Malpighiho
teliesko, (4) proximdlny tubulus, (5) distdlny tubulus, (6)
Henleho klucka, (7) juxtaglomeruldrny apardt, (8) k6ra
oblicky, (9) dreni oblicky, (10) zberny kandlik

1.2. Urcte, ktoré Struktiry popisané vyssie sa podielaju na
filtrovani krvi a tvorbe primarneho mocu.

1.3. Oznacte spravne vyroky o filtracii a reabsorpcii
A.  Filtraénou membranou prejdu bielkoviny, ktoré su mensie ako 8nm. Tie su dalej v nefréne
reabsorbované.
B.  Filtracia je ovplyvnend aj ndbojom filtrovanych latok, kedZe filtracna membrana je vdaka
proteinom, ktoré sa v nej nachadzaju, zaporne nabita.
Vdaka zdpornému naboju neprejdu cez filtracnd membrdnu aniény.
Cez filtracni membranu prechadzaju iony H*, ¢o meni pH krvi.
E. Voda sareabsorbuje vo vSetkych ¢astiach tubulu.
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F.  Vzbernom kanaliku sa uZ zloZenie mocu nemeni.
Vysledny objem mocu je ovplyviiovany aldosterénom a antidiuretickym hormdénom.

H.  Ludia so zvysenou glykémiou mozu mat v moci glukozu. T4, vdaka svojej polarite ,taha”
vodu a zvySuje dennu produkciu mocu.

2. Prakticka ¢ast — stanovenie koncentracie proteinov vo vzorkach

V nemocnici sa odobrali vzorky krvnej plazmy a mocu dvom pacientom, ale Zialbohu neboli spravne
oznacené. VaSou ulohou bude zistit, ktora vzorka patrila ktorému pacientovi. Pacientovi €. 1 bola
diagnostikovana glomerulonefritida — zavazné ochorenie obli¢iek, ktoré sa vyznacuje poskodenim
filtracnej membrany. Pacient €. 2 by mal mat zdravé oblicky.

Material a pomocky: destilovand voda (dH,0), Standardny roztok proteinov (BSA - 100ug/ml),
Bradfordovej Cinidlo (B), vzorky plazmy (P1, P2), vzorky mocu (M1, M2), automatické pipety, Spicky
na pipety, spektrofotometrické kyvety, kadic¢ka na odpad, skiimavky, milimetrovy papier

2.1. Vytvorenie kalibracnej krivky

Postup:

Oznacte si 5 skiumaviek cislami 1-5

Vypoditajte, aky objem zdsobného roztoku proteinov s koncentraciou 100 pg/ml mate napipetovat do
skumavky, aby vo vyslednom objeme (2ml), bola poZadovana koncentracia proteinov (podla Tabulky
1)

Dopoditajte objem destilovanej vody, ktory treba pridat k vami vypoéitanému objemu zédsobného
roztoku proteinov tak, aby sucet objemov destilovanej vody a zdsobného roztoku bol 200 pl.

V(BSA — 100
Koncentracia V(dH,0) ( .
’ i pg/ml) V (B) Absorbancia Pomer
Skimavka proteinov (Abs) Abs/c
v 2ml (c1) 200 pl !
2 ml
1 0 1,8 ml 0 --
2 2 ug/ml 1,8 ml
3 4 pg/ml 1,8 ml
4 6 pg/ml 1,8 ml
5 10 pg/ml 1,8 ml
Tabulkal Priemer (k)

4. Do kazdej skumavky nasledne napipetujte vami vypocitané objemy vody a zasobného roztoku.
5. Potom pridajte 1800 ul Bradfordovej ¢inidla a premiesajte.
6. Nechajte inkubovat 5 minut pri izbovej teplote.



10.

11.

Prepipetujte vzorky do kyvety a merajte absorbanciu pri vinovej dizke 595 nm. Kyvetu po pouZiti
oplachnite destilovanou vodou a osuste. Zmeranu absorbanciu zapisSte do Tabulky 1. Vzorka 1 vdm
sluzi ako blank (nulova hodnota pre vasu kalibracnu krivku)

Vypoditajte pomer Absorbancia/Koncentracia proteinov a zapiSte ho do Tabulky 1. Vypoditajte
priemer jednotlivych pomerov.

Na milimetrovy papier naneste jednotlivé body vyjadrujice funkciu zavislosti absorbancie od
koncentracie(v hrubo zvyraznenych stipcoch Tabulky 1), nespajajte ich. Dbajte na to, aby mal graf
vSetky formalne ndlezitosti. Pouzite pravitko a spravne pisacie potreby.

Potom naneste do toho istého grafu priamku zavislosti absorbancie od koncentracie podla funkcie
y = kx, pricom ,k“ je vami vypocitany priemer v Tabulke 1. Prave ste vytvorili kalibraénu krivku ©.
Privolajte veduceho ulohy, ktory uréi, ¢i je vasa kalibraénd krivka v poriadku a mbZete s fiou
pokracovat do dalSej Casti. Ak nie, veduci pre vas zabezpedi autorskd kalibraénd krivku. Vami
vytvorenad kalibracna krivka bude ale stéle hodnotena.

2.2 Stanovenie koncentracie proteinov v neznamych vzorkach
2.2.1 Ocakavana (fyziologickd) koncentracia proteinov v krvnej plazme je 60-80 g/l. Vasa
kalibraéna krivka ma vsak rozmedzie 0-10 pg/ml. Kolkokrat musite nariedit vzorky plazmy,
aby ste mohli merat ich koncentraciu? Myslite na to, Ze vzorka sa zase nariedi eSte 10x
pridanim Bradfordovej Cinidla.

A 100x

B. 1 000x

C. 10 000x

D. 100 000x
Postup:

Plazmu nariedte destilovanou vodou tolkokrat, kolko ste urdili v ulohe 2.2.1. Vzorky mocu nariedte
10x. Na riedenie pouZite rezervné skimavky. Pokial nedokazete riedit v jednom kroku, zriedte roztok
vo viacerych krokoch (napriklad pre 100 nasobné riedenie mozete roztok najprv zriedit 10x, odobrat
z neho malu ¢ast a tu zas 10x zriedit). Dajte pozor, aby vysledny nariedeny roztok mal aspon 200 ul —
minimalny objem potrebny pri dalSom postupe.

Nasledne napipetujte do novych skimaviek 200 ul vami nariedenych vzoriek plazmy a mocu, pridajte
k nim 1,8 ml Bradfordovej Cinidla a premiesajte.

Nechajte inkubovat 5 minut pri izbovej teplote.

Prepipetujte vzorky do kyvety a merajte absorbanciu pri vinovej dizke 595 nm. Kyvetu po pouZiti
oplachnite destilovanou vodou a osuste. Zmeranu absorbanciu zapiSte do Tabulky 2. Ako blank
pouZzite vzorku 1 z dlohy 2.1.

Pre kazdu absorbanciu zistite koncentraciu a zapiste ju do Tabulky 2. MdzZete ju zistit bud od¢itanim
z grafu kalibracnej krivky, alebo vypocitanim pomocou Priemeru (k) z Tabulky 1.



, Objem riedenej Absorbancia | Koncentracia KoncAentréci.a
Skimavka vzorky v(8) (Abs) v kyvete (c) v povodne]
vzorke
1 - - 0 0 -
P1 200 pl 1,8 ml
P2 200 pl 1,8 mi
M1 200 pl 1,8 mi
M2 200 pl 1,8 ml
Tabulka2
2.2.2 Kolkokrat ste zriedili vzorky pridanim Bradfordovej Cinidla?
2.2.3 Kolkokrat ste celkovo zriedili moc?
2.2.4 Kolkokrat ste celkovo zriedili plazmu?
2.2.5 Na zdklade celkového riedenia vzoriek mocu a plazmy vypocditajte, aku koncentraciu mala

kazda vzorka predtym, ako ste ich zriedili. Vysledky zapiste do Tabulky 2. Potom privolajte
veduceho ulohy, ktory urci, ¢i si vami namerané a vypocitané hodnoty v poriadku
a mozete s nimi pokracovat do dal$ej ¢asti. Ak nie, dostanete autorské hodnoty.

3 Vyhodnotenie praktickej dlohy
3.1 Porovnajte vami zistené vysledky s fyziologickymi hodnotami. (Plazma: 60-80 g/I, v moci by sa
bielkoviny nachadzat nemali)

3.2 Viete, Ze Pacient €.1 trpel glomerulonefritidou a Pacient €.2 mal zdravé obli¢ky. Priradte
jednotlivé vzorky (P1, P2, M1, M2) jednotlivym pacientom:

Mocé Plazma

¢.1

Pacient

¢.2

Pacient




3.3 Je zname, Ze v definitivnom moci by sa nemali nachadzat Ziadne bielkoviny. U pacienta ¢.2 sa
napriek tomu, Ze ma urcite zdravé oblicky, ako aj cely mocovy systém, v definitivnom moci
bielkoviny vyskytli. Vedeli by ste urcit preco?

3.4 Preco ma Pacient €. 1 taku koncentraciu proteinov v plazme, aki ma?
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