USTAV LEKARSKE BIOCHEMIE A LABORATORNI DIAGNOSTIKY 1. LF UK A VFN

Tetrapyroly
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1. Tetrapyroly

1.1. Struktura a obecna charakteristika tetrapyrolu

Tetrapyroly pfedstavuji rozsahlou skupinu biologicky vyznamnych sloucenin, jejichz zakladni
strukturalni jednotkou je pyrol.

Ctyii pyrolové kruhy jsou zde pospojovany methinovymi mostky a
vytvareji bud linearni ¢i cyklickou strukturu. Toto uspofadani vede ke / \
vzniku rozsahlého konjugovaného systému mt-elektrond,
zodpovédného za charakteristické fyzikalné-chemické vlastnosti

tetrapyrold (viz barevnost a fluorescence). Pyrol  H

Z biologického hlediska patfi tetrapyroly mezi klicové molekuly metabolismu. Uplatiuji se v
transportu plynU, pfenosu elektron(, detoxikacnich procesechivregulaci bunéénych funkci.
Nas budou zajimat porfyriny (porfyrinogeny) a jejich kovové komplexy (zejména hem), jakoZzto
zastupci cyklickych tetrapyrolll, a dale linearni tetrapyroly, vznikajici pfi jejich katabolismu
(zejména bilirubin).

1.2. Barevnost tetrapyroll

Rada latek obsahuje valenéni elektron, ktery m(ize byt excitovan do vy$si energetické hladiny
elektromagnetickym zarenim. Takova latka pak absorbuje zareni o urcité vlnové délce s
energii fotonl odpovidajici rozdilu energii obou elektronovych hladin. Pokud absorbované
zareni lezi ve viditelné Casti spektra (cca 380-780 nm), bude se lidskému oku latka jevit
barevna (bude mit barvu doplhkovou k barvé absorbovaného svétla).

Barevné byvaji napfiklad latky obsahujicifetézec stfidajicich se dvojnych vazeb
(konjugovany systém), jejichz molekula neni symetricka.

Pokud by molekula byla zcela symetrickd, mohly by elektrony ,kmitat® mezi dvéma
rezonancnimi usporadanimi se stejnou energii ktera maji stejnou energii — zadné svétlo se
pfitom selektivné nepohlcuje a latka nemusi byt barevna:

AN —— SIS

Jakmile se vSak k tomuto systému pfipoji asymetricky substituent, symetrie se narusi. Jedno
z rezonan¢nich usporfadani je pak energeticky vyhodnéjsi nez druhé. Rozdil mezi témito
dvéma energetickymi stavy Casto odpovida energii fotonu viditelného svétla, takze molekula
svétlo urcité barvy absorbuje —tu pak vnimame jako barevnou. Typickymi zastupci mohou byt
azobarviva (-N=N-). Podobné se chovaji i latky s aromatickymi ¢i heterocyklickymi
strukturami vazanymi na spolecny centralni atom (napf. trifenylmetanova barviva).



Absorbovana vlnova délka (nm) Odpovidajici barva Doplikova barva

380-435 l fialova Zlutozelena

435-480 modra Zluta

480-490 zelenomodra oranzova

490-500 modrozelend cervena .
500-560 zelena purpurova .
560-580 Zlutozelena fialova .
580-595 Fluta modra .
595-650 oranzova zelenomodra

650-760 l cervena modrozelena

Znacna cast tetrapyroll je barevna praveé diky rozsahlému systému konjugovanych dvojnych
vazeb. Pfesna poloha absorp&nich maxim (tj. vysledna barva) zavisi na mnoha faktorech a
jen velmi obtizné se predpovida. U porfyrin( je typickym rysem pfitomnost intenzivniho
absorpcéniho maxima oznacovaného jako SoretQv pés, které se nachaziv oblasti modré ¢asti
spektra (cca 400-430 nm).

Barevnosttetrapyrrolil ma nejen esteticky, ale i funkénivyznam. UmoZriuje napriklad efektivni
absorpci svétla nebo je zéakladem analytickych metod, které se bézZné vyuZivaji v laboratorni
diagnostice.

1.3 Fluorescence tetrapyrolu

Kromé absorpce svétla mohou nékteré tetrapyroly vykazovat také fluorescenci. To je fyzikalni
jev, pri kterém molekula po absorpci fotonu pfechazi do excitovaného stavu a nasledné se
vraci do zakladniho stavu za emise fotonu o niZSi energii (tedy o delsi vlnové délce).
Zjednodusené feceno: zafenim excitovany elektron si svou nové nabytou energii dlouho
neudrZi a potfebuje se ji zbavit. Jednou z mozZnosti je jeji vyzareni do okoli — v disledku
energetickych ztrat je vyzarena energie vZdy o néco niZsi, neZ ta pdvodné absorbovana.



Schopnost fluoreskovat zavisi na struktufe molekuly a na moznostech “ztraty” absorbované
energie. Je-li molekula rigidni (cyklické tetrapyroly jsou pevné dost), ma mensi schopnost
energii vytratit rotaci Ci vibraci a pravdépodobnost fluorescence roste. Naopak, jsou-li v
molekule pfitomny “zhasece” fluorescence (napf. volné elektronové pary, kovové ionty-
zejména prechodnych kov( s d-elektrony), fluorescenci nejspis neuvidime. Zelezo patii mezi
velmi silné zhasece, hem tudiz nefluoreskuje, zatimco protoporfyrin IX (v zasadé hem bez
Zeleznatého iontu) fluoreskuje pomeérné vyrazné.

2. Hem

2.1. Biosyntéza hemu, porfyrie

Hem je velmi Casto tzv. prostetickou skupinou, tedy malou molekulou pevné vazanou na
bilkovinu, bez niz by protein nebyl funkéni. Je soucasti tzv. hemoproteind, které hraji klicovou
roli pfi transportu a skladovani kysliku (hemoglobin, myoglobin), transportu elektrond v
dychacim fetézci (cytochrom c), pfi biotransformacich (cytochrom P450) a v dalSich
biologickych procesech. Tato biosynteticka draha probiha pfevazné v hepatocytech a v
erytroidnich prekurzorech kostni dfené a zahrnuje fadu enzymatickych krokd, které probihaji
stfidavé v mitochondriich a cytosolu. Za fyziologickych podminek je biosyntéza hemu presné
regulovana tak, aby odpovidala potfebam organismu. Meziprodukty této drahy, tzv.
porfyrinové intermediaty, se za normalnich okolnosti nehromadi a jsou rychle pfeménovany
na finalni produkt — hem.

Dojde-li k depleci nékterého z enzym0 biosyntetické drahy hemu, dochazi k hromadéni
meziprodukt(l pfed mistem defektu s moZznym toxickym vlivem na okolni tkané. Tuto skupinu
onemocnéni oznacujeme souhrnné jako porfyrie. Klinicky obraz porfyrii je variabilni a zavisi
na typu nahromadéné latky. Nékteré porfyrie se projevuji predevSim neurologickymi
symptomy, jako jsou kolikovité bolesti bficha, neuropatie nebo psychiatrické poruchy,
zatimco jiné jsou charakterizovany koZni fotosenzitivitou provazenou tvorbou puchyrfa.
Diagnostika porfyrii vychazi z laboratorniho priakazu porfyrinG v moci, krvi nebo stolici a z
jejich charakteristickych absorpcénich a fluorescencnich vlastnosti.

Fotodynamicka terapie

Za fotosenzitivitu je zodpovédna fluorescence porfyrint (viz vySe). Energie vyzarena
porfyrinem ve formé fluorescencéniho zareni mlze excitovat kyslik v okolnich molekulach
a vést ke vzniku volnych kyslikovych radikalt (ROS), které poskodi struktury v blizkém okoli.
Toho se da s vyhodou vyuzit pfi takzvané fotodynamické terapii nador(l. Fotosenzitizér
(typicky derivat porfyrinu) se lokalné ¢i systémové poda pacientovi, po nasledném ozareni
svetlem prislusné vinové délky dojde k masivni produkci ROS, které nadorovou tkan znici.




2.2. Hemoglobin a jeho derivaty

Hemoglobin je tetramerni protein, ktery se nachaziv erytrocytech a zajiStuje transport kysliku

z plic do perifernich tkani. Je tvofen Ctyfmi globinovymi fetézci, z nichz kazdy obsahuje jednu

hemovou skupinu. V centru hemové skupiny se nachazi ion Zeleza ve formé Fe?*, ktery je
schopen reverzibilné vazat molekularni kyslik. Vazba kysliku na hemoglobin je kooperativni

proces, coz znamena, Ze navazani jedné molekuly kysliku usnadnuje vazbu dalSich molekul.

Tato vlastnost umoznuje efektivni nasyceni hemoglobinu v plicich a jeho uvolhovani v
perifernich tkanich.

Hemolobin nesouci kyslik se oznacuje jako oxyhemoglobin (oxyHb). Kazda molekula
Hb mazZe vazat 4 molekuly kysliku.

Po uvolnéni kysliku hovofime o deoxyhemoglobinu (deoxyHb). Oxygenace molekuly
hemoglobinu méni elektronovy stav komplexu Fe?*-hem, cozZ se projevi zménou barvy
tmaveé cerveného odstinu typického pro Zilni krev na jasné Cervenou barvu tepenné
krve.

Jako karbaminohemoglobin oznacujeme hemoglobin, na kterém je navazany oxid
uhlicity. Ten se vaze na globinovy fetézec (tj. nikoli na hem) -jeho navazani snizuje
afinitu hemoglobinu ke kysliku, a tak usnadnuje uvolnéni kysliku v periferni tkani.

V molekule methemoglobinu (metHb) je dvojmocné Zelezo oxidovano na trojmocné,
a methemoglobin tak ztraci schopnost reverzibilni vazby kysliku. Za fyziologickych
podminekje v erytrocytech pfitomen jen ve velmi malém mnozstvi (asi do 3 %). Vznika
zejména pUsobenim dusitanl, vznikajicich z dusi¢nanl obsaZenych v potravé i
nekvalitni pitné vodé, ale mUze byt zplsobena i otravou nékterymi toxickymi latkami
(anilin) ¢i léky (sulfonamidy). Erytrocyt je vybaven enzymy na zpétnou redukci
methemoglobinu na hemoglobin (NADH-dependentni methemoglobinreduktaza a
méneé vyznamna NADPH-dependentni methemoglobinreduktaza). Redukci umoznuje
i napfiklad glutathion Ci kyselina askorbova.



Methemoglobinémie

Kvili nezralosti redukénich enzymovych systému erytrocytl a zvySeného podilu fetalniho
hemoglobinu, ktery je nachylny k oxidaci, jsou vznikem vysokych koncentraci
methemoglobinu (tzv methemoglobinémii) ohroZzeni zejména novorozenci. Tento stav se
muze klinicky projevit jako tzv. blue baby syndrom, tedy vyraznou cyanézou zplsobenou
snizenou schopnosti hemoglobinu prenaset kyslik. Methemoglobinémie se dale
projevuje dusnosti, Unavou a bolestmi hlavy, téZka forma (>70 % metHb) mlze miti letalni
prabéh.

e Karbonylhemoglobin (COHb, nékdy téz karboxyhemoglobin) vznika vazbou oxidu
uhelnatého na hemoglobin. Tato vazba je ve srovnani s vazbou kysliku asi 200 - 300x
silnéjsi, proto pobyt vprostiedi i s nizkou koncentraci CO mUze vést ktvorbé
znac¢ného mnozstvi COHb. Karbonylhemoglobin nemUze transportovat kyslik a v
dUsledku snizené schopnosti krve prenaset kyslik se vyviji bunééna hypoxie. Oxid
uhelnaty lze z hemoglobinu vytésnit nadbytkem kysliku, takze inhalace O; je pfi otravé
CO zasadnim lé¢ebnym postupem. V malém mnozstvi se COHb muze vyskytnouti u
zdravych osob. U obyvatel mést se prokazuji hodnoty kolem 2 %, u silnych kuraku
mUze podil COHb stoupnout az na 10 % z celkového hemoglobinu.

Pozor: Nezaménujte procenta COHb s procenty CO ve vdechovaném vzduchu. UZ velmi
nizké koncentrace CO ve vzduchu jsou totiZ toxické a v zavislosti na dobé expozice vedou k
tvorbé znacného mnoZstvi CoHb. Pri 0,01 % CO se mohou objevit bolesti hlavy, unava a
malatnost, 0,1 % CO je Zivot ohroZujicia 10 % CO vede k okamzité smrti.

RUzné derivaty hemoglobinu se liSi nejen funkéné, ale i svymi optickymi vlastnostmi. Jejich
absorp&ni maxima se ¢asto vyrazné lisi, Cehoz lze s vyhodou vyuzit pfi spektrofotometrickém
odliseni jednotlivych klinicky dtlezitych derivatd.

Derivat hemoglobinu | Absorpéni maxima (nm)*

Oxyhemoglobin (414), 541,576 *V zgvorce je uvedeno absorpéni
maximum v oblasti tzv. Soretova

D h lobi 431), 555 , L 'y C
eoxyhemoglobin (431) pasu. A¢ je néjvyraznéjsi, v klinické
Methemoglobin (404), 500, 622 praxi se nepouZivd - je natolik
Kyanmethemoglobin | (421), 540 intenzivni, Ze ma tendenci vysytit

detektor a neni pfilis stabilni.

Karbonylhemoglobin | (420), 539, 568




2.3. Laboratorni stanoveni celkového hemoglobinu

Stanoveni celkového hemoglobinu v krvi patfi k zakladnim laboratornim vySetfenim, které je
klicové pfi diagnostice anemie (tzv. chudokrevnosti, kde koncentrace celkového
hemoglobinu je pod referencnim rozmezim), &i vzacngjsi polycytemie (polyglobulie,
koncentrace hemoglobinu je vy$si nez referencni rozmezi).

Pfi tomto vysSetieni jsou rGzné optické vlastnosti jednotlivych derivatd hemoglobinu na
prekazku (venozni krev obvykle obsahuje smés oxy a deoxyhemoglobinu s vyrazné odliSnymi
absorp&nimi spektry). Pfi laboratornim stanoveni tak nejprve oxidujeme dvojmocné Zelezo
na trojmocné (nejCastéji ferrikyanidem draselnym) za vzniku methemoglobinu, ktery pomoci
KCN dale prevedeme na kyanmethemoglobin. Ten je velmi stabilni a vhodny pro
spektrofotometrické stanoveni.

Pficiny zmeén koncentrace celkového hemoglobinu v krvi
Snizena koncentrace hemoglobinu (anémie)

e snizena tvorba erytrocytl (napf. nedostatek Zeleza, vitaminu B,, nebo kyseliny
listové)

e zvySena ztrata erytrocytd (krvaceni),

e zvySeny rozpad erytrocytl (hemolytické anémie).

Klinicky se snizeny hemoglobin projevuje snizenou dodavkou kysliku do tkani, coz vede k
unavé, dusnosti, tachykardii, bledosti a pfi téZkych formach k organové hypoxii.

Zvysena koncentrace hemoglobinu (polycytémie)

e relativni, napfiklad pfi dehydrataci
e absolutni, pfi zvySené produkci erytrocytl

Se zvySenou koncentraci hemoglobinu se setkavame zfidka, mezi typické priCiny absolutni
polycytémie patii chronicka hypoxie (napf. plicni onemocnéni, pobyt ve vysoké nadmorské
vysce), polycythemia vera (proliferace pluripotentni kmenové bunky kostni dfeng), u
sportovcll pak i doping. ZvySena koncentrace hemoglobinu vede ke zvySeni viskozity krve,
coz zvysSuje riziko trombo6z a kardiovaskularnich komplikaci.




2.4. Pulzni oxymetrie

Pulzni oxymetrie je neinvazivni metoda, kterd umoznuje stanoveni saturace hemoglobinu
arterialni krve kyslikem pfimo u pacienta. Metoda vyuziva rozdilnou absorpci svétla
oxyhemoglobinem a deoxyhemoglobinem pfi dvou odliSnych vlnovych délkach (660 nm pro
deoxyHb, 940 nm pro oxyHb), které relativhé dobfe prostupuji tkdnémi.

PFi méfeni se zdroj svétla a detektor umisti na dobre prokrvenou ¢ast téla (typicky prst ¢i usni
lalacek) a v redlném case se méfi Ubytek intenzity svétla po prlichodu tkani. Tzv staticka
slozka absorbance (dana absorpci ve tkanich, zilni krvi a ¢aste¢né i krvi arterialni) se
neposuzuje, vyhodnocuje se pouze pulzujici slozka absorbance, za kterou je zodpovédna
vyhradné pulzujici arterialni krev.

m - r
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s 3 arterialni krve
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3. Bilirubin

3.1. Metabolismus bilirubinu

Bilirubin je linearni tetrapyrol vznikajici pfi katabolismu hemu. Ten probiha prevazné ve
sleziné a dalSich organech retikuloendotelového systému, kde dochazi k odbouravani
starnoucich erytrocytd. Hem je nejprve preménén na biliverdin a vzapéti redukovan na
bilirubin. Ten je prakticky nerozpustny ve vodé a do jater tak musi byt transportovan navazany
(nekovalentné) na albumin.

V jatrech je bilirubin konjugovan (typicky dvéma molekulami kyseliny glukuronové-
bilirubindiglukosiduronat), vznikly konjugovany bilirubin je ve vodeé rozpustny a spolu se Zluci
je vyloucen do streva. V tlustém stievé Cinnosti bakterii nejprve pfichazi o zbytky kyseliny
glukuronové, potom je postupné redukovan na urobilinogen a dale na sterkobilinogen. Ty
se spontanné oxiduji na zlutooranzovy urobilin a hnédy sterkobilin a jsou vylouceny stolici
(zejména sterkobilin dodava stolici jeji charakteristickou barvu).

v/ v s

Mensi ¢ast urobilinogenu (cca 20 %) podléha tzv enterohepatalni cirkulaci (tj. je vstfebana ze
stfeva, portalni krvi se vraci do jater a je opét vylouena #luéi). Cést urobilinogenu, které
unikne vychytani jatry z portalni krve, se vylouc¢i moci (opét se mize spontanné oxidovat na
urobilin). Za fyziologickych okolnosti jsou ho v moci jen stopy.
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Rozpustnost bilirubinu

Pfi pohledu na vzorec bilirubin nevypada jako vylozené hydrofobni molekula. Dveé
karboxylové a dvé keto skupiny by mély byt solidni zarukou alespon ¢astecné rozpustnosti
ve vodeé (napf biliverdin, liSici se od bilirubinu jen pfitomnosti jedné dvojné vazby navic,
polarni je). Ve skutecnosti je prostorové usporadani molekuly bilirubinu takové, ze vSechny
polarni skupiny jsou “obsazeny” vnitromolekularnimi vodikovymi mUstky a prostor pro
interakci s vodou tak nezbyva.

3.2. Laboratorni stanoveni bilirubinu

V bézné laboratorni diagnostice se nejCastéji pouziva reakce s o
diazotovanou kyselinou sulfanilovou. Molekula bilirubinu se l|

Cx . . . . N=N" S—O0
roz§tépi na dva dipyroly, které se navazou na azoskupinu [
diazotované kyseliny sulfanilové za vzniku dvou izomerQ 0
azobilirubinu  (bilirubin neni symetricky, proto vznikaji dva pjazotovana kyselina sulfanilova

izomery).
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Izomery azobilirubinu

Dvojné vazby kyseliny spolu s dvojnymi vazbymi dipyrold vytvofi konjugovany systém,
zodpovédny za vyslednou barvu produktu (ta zavisi na pH - v kyselém prostfedi je Cerveny, v
zasaditém modrozeleny), jejiz intenzita je pfimo Umeérna vychozi koncentraci bilirubinu.

Reakce bézi ve vodném prostredi, reaguje tedy jen ve vodeé rozpustny konjugovany bilirubin.
Pro analyzu celkového bilirubinu je tfeba pfidat akcelerator (metanol, kofein, benzoat,...),
ktery bilirubin vytésni z vazby na albumin. Proto se v praxi setkdvame s tzv. pfimym
bilirubinem (tj konjugovanym - reaguje pfimo, bez akceleratoru) a nepfimym (tj celkovym -
absorbance byla ziskdna az po pfidani akceleratoru). OdliSeni konjugovaného a
nekonjugovaného bilirubinu je pro diagnostiku klicové (viz ikterus).



Klinicky vyznam bilirubinu

Po narozeni dochazi k rozpadu znaéného mnozstvi erytrocytll s vysokou tvorbou bilirubinu.
Nezralé konjugacni systémy novorozence tento napor nezvladaji a dochazi k tzw.
novorozeneckému ikteru. Ten je vétsiné pfipadl benigni a pfechodny. Pokud vS§ak koncentrace
nekonjugovaného bilirubinu prekroci urc¢itou mez (pfi koncentracich nad 340 pmol/l hovofime o
tézké novorozenecké Zloutence), muze bilirubin pronikat hematoencefalickou bariérou a ukladat
se v mozkove tkani (zejména v bazalnich gangliich). Tento stav, oznacovany jako jadrovy ikterus,
muZe vést k trvalému neurologickému poskozeni nebo dokonce smrti. Zéakladnim terapeutickym

pfistupem je fototerapie, pfi niz dochazi k pfreméné bilirubinu na vodorozpustnéjsi izomery
(zejména lumirubin), které mohou byt vylou¢eny bez nutnosti jaterni konjugace.

V bézné praxi se setkavame spiSe s mirnéjSimi elevacemi bilirubinu, které nam slouzi jako
uziteény marker postizeni jater.

Ac byl bilirubin dlouho povazovan za toxicky odpadni produkt metabolismu hemu, dnes vime, ze
patfi k nejvyznamnéjsim endogennim antioxidantim. Mirné zvySeni nekonjugovaného bilirubinu
(Casto podminéné geneticky) tak plsobi protektivné.

3.3. Ikterus

PFi zvySeni sérové koncentrace bilirubinu nad cca 35 pmol/l (horni mez referenc¢niho rozmezi
je cca 17 pmol/l) se objevuje zlutavé zbarveni sklér, sliznic ¢i klOze - ikterus. Z
patofyziologického hlediska odliSujeme tfi typy ikterQ.

e P¥i prehepatalnim ikteru vznika vice bilirubinu (napfiklad pfi hemolyze), ktery ani
zdrava jatra nestihaji konjugovat,

e pfi hepatalnim ikteru je problém pfimo v jatrech (virova hepatitida, toxické
posSkozeni), ktera nestihaji konjugovat a nasledné ani vylouéit bézna mnoZstvi
bilirubinu.

e Pri poruse toku Zluci (obstrukce ZluCovodu) se jiz vylouceny konjugovany bilirubin
vraci ze zlu€i do jater a pfechazi do séra—zde mluvime o posthepatalnim ikteru.




Bilirubin v séru Mo¢é Stolice
Ikterus
Pfimy | NepFimy | Bilirubin | Urobilinogen | Barva Barva
Prehepatalni | Norm ++ - + Norm | Tmava
Hepatalni + +/++ + +/- Tmavsi | Norm/svétlejsi
Posthepatalni ++ Norm/+ ++ - Tmava | Svétla/acholicka

Povsimnéte si, Ze bilirubin se v mocCi objevuje pouze v pfipadé, Ze je v séru vySSi koncentrace
pfimého bilirubinu (tj konjugovaného). Nekonjugovany je transportovan na albuminu, ktery
glomerularni membranou neprojde.

Vzacné ¢i opomijené formy bilirubinu

Zvlastni vyznam ma delta-bilirubin, ktery vznika kovalentni vazbou konjugovaného
bilirubinu na albumin (pfi protrahované konjugované hyperbilirubinemii-napf obstrukci
ZluGovych cest). NevyluCuje se ani do moci ani do zlu¢i a jeho polo¢as je zavisly na
poloc¢asu albuminu. To mlzZe byt pficinou diagnostickych rozpakd, kdyZz po odstranéni
prekazky ve zlu¢ovodu nedochazi k rychlému poklesu hyperbilirubinémie. Delta-bilirubin
reaguje jako pfimy bilirubin, ale narozdil od néj neprochazi glomerularni membranou a neni
detekovatelny v moci.

Nekonjugovany bilirubin v séru je (nekovalené) navazan na albumin (Castecné i na
apolipoprotein D v HDL-lipoproteinu). Jen velmi mala ¢ast (typicky méné naz 1 %) je v séru
rozpusténa — tu frakci oznacujeme jako volny bilirubin (Bf). Pravé ten je zodpovédny za
pronikani bilirubinu do tkani (tj. nebezpecny pro novorozence) a tudiz diagnosticky Ci
prognosticky vyznamny. Jeho stanoveni vSak zatim v klinické praxi neni dostupné.

Text byl vypracovan s vyuzitim Wikiskript a ChatGPT. Odbornou revizi provedla Doc. MUDr.
Lucie Muchova, PhD. Obrazky pfevzaty z Wikiskript, Wikipedie, vzorce azobilirubinu nakreslil
Ondrej Mucha.



