Bilkoviny v séru a moci (1. LF UK, VL)

Bilkoviny v séru

Bilkoviny v krevnim séru nebo plazmé jsou zastoupeny mnoha druhy proteind pochazejicich z réiznych bunék.
Biosyntéza prevazné vétsiny plazmatickych bilkovin probiha v jatrech, mensi ¢ast je syntetizovédna na jinych
mistech, napf. v lymfocytech (imunoglobuliny) a enterocytech (napr. apoprotein B-48). Odbouravani se
uskutecnuje v hepatocytech a v mononukledrnim fagocytarnim systému, kde se degraduji pfevazné bilkoviny po
vytvoreni komplexl (napr. komplex antigen-protildtka, hemoglobin-haptoglobin). Intraceluldrné jsou peptidové
vazby bilkovin hydrolyzovany pomoci protedz a peptiddz za vzniku aminokyselin. Dalsi zplisob odstranovani
sérovych bilkovin se uskutecCnuje exkreci organy, predevsim ledvinami a gastrointestinalnim traktem.

Celkova koncentrace bilkovin v séru je 65-85 g/l, coZz odpovida onkotickému tlaku 3,33-3,52 kPa. V plazmé je

koncentrace bilkovin vyssi o koagula¢ni faktory 2131415161 [71 [8] [9] [10] [11]

Funkce plazmatickych bilkovin

Funkce plazmatickych bilkovin zahrnuje celou radu oblasti:

udrzovani koloidné-osmotického tlaku;
transport dllezitych latek (napf. hormony, vitaminy, lipidy, bilirubin, Iéky);
nutri¢ni funkce;
udrzovani acidobazické rovnovahy;
hemokoagulace a fibrinolyza;
obranné reakce organismu - humordlni imunita:
m specifickd imunita (imunoglobuliny),
= nespecifickd imunita (slozky komplementu, bilkoviny akutni faze).

Prehled sérovych bilkovin

Bilkovina

Relativni Koncentrace Polocas Funkce
molekulova v séru [g/l] | [dny]
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1. Haptoglobin existuje ve tfech fenotypech. Jeden z nich ma tendenci vytvaret polymery o vysoké molekulové

hmotnosti.

2. Elektroforetickd pohyblivost zahrnuje i B-oblast.

Podrobnéji se zminime o albuminu a dale budeme charakterizovat skupinu

bilkovin akutni faze a imunoglobulinG.

Albumin

Albumin je sérova bilkovina, ktera se podili 55-65 % na celkové bilkoviné
v séru (prdmérna koncentrace albuminl v plazmé je 40 g/Il*?)). Je
syntetizovan v jatrech a jeho tvorba zavisi na prijmu aminokyselin.

= Albumin se podili podstatnym zp@sobem na udrzovani onkotického

Albumin | o
tlaku plazmy. Hodnoty albuminu nizsi nez 20 g/l jsou spojeny s '
vyskytem edém.

= PIni transportni funkce. Transportuje bilirubin, hem, steroidni latky, .

tyroxin, mastné kyseliny, zlucové kyseliny, kovy, léky a dalsi latky.

= Vytvari proteinovou rezervu organismu a slouzi jako zdroj

aminokyselin, zvlasté esencialnich aminokyselin pro rlizné tkané. Pri
malnutrici se jeho koncentrace snizuje. Koncentrace albuminu v séru
neni viak dobrym indikdtorem ¢asné proteinové malnutrice, protoze pri nedostatku aminokyselin se snizuje
i katabolismus albuminu a albumin se premistuje z intersticia, aby se zachovalo adekvatni mnozstvi v plazmé.
Pomaly pokles je dan rovnéz delsim polo¢asem a velkou télesnou zdsobou. Z tohoto ddvodu neodrazi piny
rozsah nutri¢niho deficitu.

Reaktanty akutni faze

| BT

Elektroforéza plasmatickych protein(

L B ¥
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Reakce akutni faze je fyziologicky dé&j, ktery se projevuje systémovym uvolnénim mediator zanétu, v
dUsledku rozvoje patologickych procest (zanét, traumata, chirurgické vykony, infarkt myokardu, porod, nadorové
procesy, stres, nadmérna fyzickd zatéz).

Mediatory slouzi k zajisténi celkové odpovédi organismu, vzdjemné komunikaci a regulaci probihajicich déjd.
Rovnéz vytvari celkové priznaky (horecka, Unava, malédtnost, bolest svall a kloub@). Klinicky vyznam maji latky,
jejichz syntéza vznika v dlsledku zndmé patologie, pripadné kdyz jejich koncentrace koresponduje s mirou
poskozeni tkani. Takové latky nazyvame markery (jejich stanovenim mlzeme potvrdit ¢i vyloudit diagnostiku jiného
onemocnéni.

Vyznam pozitivnich reaktantd akutni faze

Soubor proteind akutni faze je zna¢né rliznorody. Presto Ize podle tcinku
vétsinu z nich zaradit do nékteré z nasledujicich skupin:

Slozky imunitni reakce
Nékteré reaktanty akutni faze se primo podileji na likvidaci noxy,
kterd zpUsobila zadnét. Dalsi bilkoviny maji Glohu pfi odstranovani
poskozenych bunék, nebo moduluji imunitni reakci. Patfi sem napf.

= C-reaktivni protein,

= slozky komplementu, zejména C3 a C4,

= tumor necrosis factor o (TNF-a), interleukin 1 (IL-1) a interleukin
6 (IL-6). Struktura albuminu

Ochrana pred kolateralnim poskozenim tkané
Bé&hem akutni faze se predevsim z fagocytd a rozpadajicich se bunék uvolnuji latky, které maiji znic¢it noxu, jez
vyvolala zdnét, a ,rozpustit” poskozenou tkan. Jsou to hlavné proteolytické enzymy a reaktivni formy kysliku.
Ucinek téchto latek je tfeba omezit, aby plsobily jen tam, kde maiji - tj. aby tzv. kolaterd/ni poskozeni tkané
bylo co nejmensi. Mezi reaktanty akutni faze proto najdeme

inhibitory proteaz

= op-antitrypsin,
= p-antichymotrypsin,
= ay-makroglobulin,

bilkoviny, které snizuji tvorbu a dostupnost reaktivnich forem kysliku
Jde nejen o scavengery reaktivnich forem kysliku v pravém slova smyslu, ale také o bilkoviny, které vazi a
stabilizuji pfechodné kovy a jejich komplexy. Tim snizuji tvorbu ROS ve Fentonové reakci a podobnych
pochodech. Patfi mezi né

haptoglobin,
hemopexin,
ferritin,
ceruloplasmin.

Transport odpadnich latek vznikajicich béhem zdnétu
Kromé hemoglobinu a hemopexinu uvedenych vyse sem pravdépodobné patri

= sérovy amyloid A (SAA).
Koagulacni faktory a bilkoviny podilejici se na regeneraci tkané, napfr.
= fibrinogen.

Vyznam nékterych pozitivnich reaktantl akutni faze z(stdvd neznamy, prestoze se mlze jednat o bilkoviny
klinicky vyznamné (pouzivaji se jako zanétlivé parametry). Zmifime napfiklad prokalcitonin (PCT).

Rychlost zmén koncentrace reaktantt akutni faze

Plazmatickd koncentrace rlznych reaktantl akutni faze se méni riizné rychle. Podle doby od za¢atku onemocnéni,
za niz se zméni, rozdélujeme reaktanty akutni faze do tfi skupin:

Casné proteiny akutni faze

jsou bilkoviny s velmi kratkym biologickym polo¢asem. Zmény jejich plazmatické koncentrace jsou patrné jiz za 6-
10 hodin po zac¢atku onemocnéni. Vzestup vrcholi obvykle v préibéhu druhého a tretiho dne. Hlavnimi predstaviteli
jsou predevsim C-reaktivni protein (CRP) a sérovy amyloid A (SAA). Novéji se v klinické praxi pouziva
prokalcitonin (PCT).

C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je hlavni bilkovina reaktantt akutni faze. Je to latka, ktera hraje Glohu opsoninu. Své
jméno ziskal diky tomu, Ze precipituje s tzv. C-polysacharidem pneumokoki!'3l, Je sou¢ésti vrozené imunity.
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Plazmatickd koncentrace CRP se zvysSuje jiz za 4 hodiny po navozeni reakce akutni faze a v prlbéhu prvnich dvou
dn( jeho koncentrace vzroste i vice nez 100krat. Maximalni koncentrace je dosazeno za 24-48 hodin, priblizné 24
hodin je i polo¢as CRP!14],

Fyziologicky byvéa plazmaticka koncentrace do 8-10 mg/I!*>!. Rychly a
vysoky vzestup CRP (typicky na hodnoty nad 50 mg//) doprovazi
predevsim akutni bakterialni infekce, méné obvykle také mykotické
infekce. Virové infekce naproti tomu byvaji charakterizovany relativné
malym vzestupem CRP (zpravidla pod 25 mg/)1€l. Stanoveni plazmatické
koncentrace CRP proto napomdahd v rozhodnuti, zda zahajit 1é¢bu
antibiotiky!3]. Usp&3na antibioticka terapie se pak projevi rychlym
poklesem CRP, naopak pfi nelspésné [é¢bé pretrvava zvyseni.

Stanovenim CRP Ize odhalit riziko pooperacni infekce. Treti den po
operaci ma jeho koncentrace rychle klesat k normé&. Pretrvavajici zvyseni
nebo jen ¢astecny pokles, nasledovany dalSim zvysenim, naznacuje
pritomnost infekce nebo jiné zanétlivé komplikace. C-reaktivni protein

Mirny vzestup CRP provazi i infarkt myokardu. Obecné Ize také fici, ze
mirné elevované hladiny CRP (obvykle nad 10 mg//) patfi mezi zndmky vysokého kardiovaskularniho rizikal'”!,
Sledovani koncentraci CRP je uzite¢né i pfi monitorovani autoimunitnich onemocnénit18l,

Nevyhodou CRP je jeho nizka specifita. Na rozdil od prokalcitoninu neinformuje o zavaznosti organového
postizeni, nybrz pouze o pritomnosti infekce. Vzdjemné se tyto dva markery nenahrazuji, ale doplfuji.

Struktura

Molekula CRP je tvorena 5 nekovalentné spojenymi jednotkami, z nichz kazd3 je tvorena jednoduchym
neglykosylovanym polypeptidovym fetézcem. CRP patfi do skupiny pentraxind.

Funkce

Mezi hlavni funkce CRP patfi:

Opsonizace, jejiz princip spociva ve vazbé CRP na fosfatidylcholin, ktery je soucasti bakteridlnich stén.
Aktivace komplementu,

stimulace fagocytujicich bunék,

schopnost vazat C-polysacharid bunécné stény Streptococcus pnemoniae.

Prokalcitonin

V poslednich letech se ve vyzkumu i v klinické praxi zacina jako reaktant
akutni faze vyuzivat prokalcitonin (PCT). Tuto bilkovinu o 116
aminokyselindch a molekulové hmotnosti 13 000 fyziologicky tvori C
bunky Stitné Zlazy jako prekurzor hormonu kalcitoninu. Zejména pfi
generalizovanych bakteriadlnich infekcich jej vSak zacnou produkovat i
dalsi bunky, hlavné neuroendokrinni bunky plic a stfeva, ale i buriky
parenchymatdéznich organl a pri sepsi prakticky vsechny tkané a typy
bunék!1®!, Koncentrace této bilkoviny pak v plazmé prudce stoupa. PCT
uvolnény pfi sepsi neni konvertovan na kalcitonin.[?9! Pfesny fyziologicky
vyznam prokalcitoninu neni zdaleka objasnén; predpoklada se, ze se podili
na regulaci zanétu a ma analgetické Gcinky. Polocas prokalcitoninu je 1
den a po imunitni stimulaci vzrista jeho sérovéa koncentrace jiz béhem 2-3
hodin asi dvacetindsobné. ZvySeni Ize pozorovat jen pfi
generalizovanych bakterialnich, mykotickych a protozoarnich
infekcich, neobjevuje se u virovych infekci. S méné vyraznym vzestupem
se lIze setkat u polytraumat, popalenin a po rozsahlych bfisnich operacich.

PROKALCITONI KULARNI DATA

Prokalcitonin - molekularni data

2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Prokalcitonin.
Proteiny akutni faze se stfedni dobou odpovédi

jsou proteiny, jejichz koncentrace se méni 12-36 hodin po zac¢atku onemocnéni a maxima je dosazeno ke konci
prvniho tydne. Patfi k nim a;-kysely glykoprotein (orosomukoid), a;-antitrypsin, haptoglobin a fibrinogen.

Pozdni proteiny akutni faze

jsou zastoupeny slozkami komplementu C3 a C4 a ceruloplazminem, u nichz se zmény rozviji az po 48-72 hodinach
po zacatku onemocnéni. Vzestup koncentraci je ve srovnani s obéma predchozimi skupinami proteinl méné
vyjadren a vrcholu dosahuji az po 6-7 dnech.

Negativni reaktanty akutni faze
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Negativni reaktanty akutni faze jsou bilkoviny, jejichz hladiny se v pribéhu akutni zatéZe snizuji. Hlavnimi
zastupci jsou albumin, prealbumin a transferin. Pro sledovani a hodnoceni priibéhu reakce na zatéz maji mensi
vyznam nez pozitivni reaktanty. Casto jsou vdak vyuzivany jako kritérium syntézy bilkovin v jatrech a jako
ukazatelé malnutrice.

Imunoglobuliny

£ Podrobnéjsi informace naleznete na strance Protildtka.

Protilatky (imunoglobuliny) jsou specifické globuliny krevni plazmy s elektroforetickou pohyblivosti B-y. Vznikaji v
plazmatickych burikach jako humoralni soucast imunitni reakce na urcity antigen. Molekula imunoglobulinu ma
schopnost specificky vazat pfislusny antigen, proti kterému se vytvofila. Po vazbé vznika imunitni komplex. Kromé
toho imunoglobuliny pIni dalsi funkce zahrnujici napr. vazbu komplementu, vazbu na neutrofilni leukocyty a
makrofagy, aktivaci fagocytdzy. Imunoglobuliny délime na 5 tfid - 1gG, IgM, IgA, IgD a IgE. U tfidy IgG byly
popsany jesté podtridy - 1gG-1, 19gG-2, 1gG-3, IgG-4, jejichz funkce se lisi. Rovnéz trida IgA neni jednotna, tvori ji
podtridy IgA-1 a IgA-2. Zakladni struktura molekuly imunoglobulinu je tvorena dvéma stejnymi tézkymi retézci
(H-rFetézce), oznacovanych podle jednotlivych tfid vy, 4, a, 6 a €, a dvéma lehkymi fetézci (L-fetézce) k a A,
které jsou pro jednotlivé tridy spolec¢né. Kazda molekula imunoglobulinu obsahuje bud k nebo A retézce. Pri prvni
infekci baktériemi ¢i protozoy nastupuje v priibéhu 2-3 dnd tvorba protildtek IgM, ktera je pozdéji béhem 5-7 dnl
vystridana tvorbou IgG se stejnou specifitou. Opakovana infekce zplsobi rychlé zvyseni hodnot IgG a malé zvyseni
koncentrace IgM. Vyrazné zmény mnozstvi imunoglobulind se projevi pfi elektroforetickém vysetreni jako:

= hypogamaglobulinemie (snizeni vrcholu v oblasti y);

= hypergamaglobulinemie;
= polyklonalni (zvySeni vrcholu B-y globulinu o Siroké bazi);
= monoklonalni (Gzky vrchol v oblasti B-y globulinG).

Hypogamaglobulinemie

Hypogamaglobulinemie vznika v dlsledku zvy$enych ztrat imunoglobulin moci nebo stfevem. Jinou zavaznou
pric¢inou je pokles tvorby imunoglobulind, ktery mUze postihovat vSechny nebo pouze jednotlivé tridy. Tyto defekty
humoralni imunity mohou byt primarni nebo sekundarni a jsou pfi¢inou zavaznych imunodeficitnich stav
projevujicich se opakovanymi infekcemi s tézkym pribéhem.

Hypergamaglobulinemie
Polyklonalni hypergamaglobulinemie

Polyklonalni hypergamaglobulinemie se vyviji jako odpovéd na antigenni stimulaci, pfi niz dochazi k aktivaci vice
klond plazmatickych bunék, a tim i ke zvyseni koncentrace imunoglobulind, které postihuje jednu nebo vice tfid
imunoglobulind - mluvime o polyklondlni gamapatii.

= Setkdvame se s ni pfi chronickych infekcich, jaternich a autoimunitnich onemocnénich.
= Pfi elektroforetickém vysetreni zjiStujeme zvysSeni frakce gamaglobulinG vytvéarejici Siroky neostre ohranic¢eny
pruh v oblasti y-globuling.

Monoklonalni hypergamaglobulinemie

Monoklonalni imunoglobuliny (paraproteiny) jsou imunoglobuliny nebo fragmenty imunoglobulind produkované
jedinym klonem plazmatickych bunék. Jejich znakem je homogennost molekuly se stejnou primarni strukturou;
jsou zastoupeny imunoglobuliny se stejnou specifitou, tvorené pouze jedinym typem tézkého retézce a rovnéz
jedinym typem lehkého retézce.

= Fyzikdlné-chemicka homogenita paraproteinu se pfi elektroforéze projevi Gzkym vrcholem, obvykle v oblasti
B-y globulind.

= Monoklonalni imunoglobuliny jsou nejcastéji tridy IgG a IgM. Jsou tvoreny bud kompletni molekulou
imunoglobulinu, samotnymi volnymi lehkymi fetézci (Bence-Jonesova bilkovina) nebo samotnymi tézkymi
fetézci.

= Bence-Jonesova bilkovina snadno prechazi glomerularnim filtrem do moci.

= Nalez monoklonélnich imunoglobulind je priznakem maligniho onemocnéni plazmocytomu (= mnohocetny
myelom), ktery je vyvolan nddorovym bujenim jednoho klonu plazmatickych bunék, nebo benigni
monoklonalni gamapatie.

Metody stanoveni bilkovin v séru

Zakladnim vysSetrenim proteind v séru nebo plazmé je stanoveni jejich souhrnné koncentrace - tzv. celkové
bilkoviny. Pfi ndlezu patologickych hodnot a v dalSich indikovanych pripadech nésleduje podrobnéjsi vysetrent,
které zahrnuje elektroforézu sérovych bilkovin, imunofixaci a cilené stanoveni koncentrace vybranych
sérovych proteind.

Celkova bilkovina
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Stanoveni celkové bilkoviny v séru je bézna a dostupna metoda. VySetreni koncentrace celkové bilkoviny v séru
nam poskytuje orienta¢ni informaci o biosyntéze, utilizaci a exkreci bilkovin. Zmeénu ve slozeni sérovych bilkovin
vyvolavaji riznd onemocnéni, ale pouze nékteré se projevi odchylkou v hodnotach celkové bilkoviny.

Koncentrace celkové bilkoviny v séru miize byt ovlivnéna témito zakladnimi faktory:

= hydrataci organismu;
= zménou biosyntézy jednoho nebo vice specifickych protein(;
= rychlosti ztrat jednoho nebo vice specifickych proteind.

Hypoproteinemie

Hypoproteinemie je oznaleni pro sniZzenou koncentraci bilkoviny v séru.
Absolutni hypoproteinemie vznika v dlsledku sniZeného mnoZstvi bilkoviny v séru pfi:

= zvySenych ztratach;

ledvinami;

gastrointestinalnim traktem (napf. zanéty streva);

kGzi (popaleniny);

krvacenim;

do ,3. prostoru” (napr. do brisni dutiny pfi ascitu);

= snizené proteosyntéze v jatrech (chronickd jaterni onemocnéni);
= nedostatec¢ném prijmu bilkoviny potravou pfi poruchdach vyzivy.

U relativni hypoproteinemie je zachovano normalni mnozstvi bilkovin, které jsou ale v disledku retence vody a
elektrolytd ,,naredéné” (stav hyperhydratace). Koncentrace individudlnich proteinl jsou snizené ve stejném
pomeéru.

Hyperproteinemie

Hyperproteinemii rozumime zvysenou koncentraci celkové bilkoviny v séru.

Absolutni hyperproteinemie je zvyseni koncentrace bilkoviny vyvolané obvykle zvysenou syntézou nékterych
specifickych proteinl, napr. imunoglobulind (plazmocytom).

Relativni hyperproteinemie vznikd jako nasledek dehydratace organismu pfi nedostate¢ném prijmu i
nadmérnych ztratach tekutin (tézké prijmy, zvraceni). Celkové mnozstvi bilkovin je zachovéano a koncentrace
jednotlivych proteind je zvy$enda proporcionalné.

Princip stanoveni celkové bilkoviny

Celkovou bilkovinu v séru stanovujeme biuretovou reakci.

V alkalickém prostredi v pritomnosti médnatych soli davaji bilkoviny
fialové zbarveni, vhodné k fotometrickému stanovenil?21231, Zjednodusené
se da fici, ze se vytvareji komplexni slou¢eniny Cu?* s ionty peptidovych
vazeb!21l, Vznikly komplex silné absorbuje svétlo v oblasti 540-560 nm. o= . - =0
Intenzita zbarveni komplexu se méri fotometricky a je pfimo Umérnd NH NH
koncentraci bilkovin. Biuretovou reakci obecné poskytuji latky obsahujici v VAR
molekule alespon dvé peptidové vazby (-CO-NH-) nebo dvé skupiny -CO- R—HC CH—R
NH,. Reakce tedy neni specifickd pouze pro bilkoviny. Nejjednodussi Cu |
slouceninou reagujici s médnatymi solemi v alkalickém prostredi je biuret / \ C
-
0 \N

C

obsahujici dvé peptidové vazby. Aminokyseliny a dipeptidy nereaguiji. // \“o

N
Soucasti biuretového ¢inidla je siran médnaty, ktery poskytuje Cu?* pro | |
tvorbu komplex@ s peptidovymi vazbami, a alkalizujici slozka (hydroxid), R R
ktery prevede peptidovou vazbu na enolformu a umozni tak Gc¢ast atomd
kysliku v komplexu. DalSimi slozkami &inidla jsou vinan draselno-sodny,
ktery zabrafuje jako komplexotvorna latka srazeni Cu2* na Cu(OH),, a

jodid draselny, ktery chrani Cu2* pred autoredukci. Citlivost biuretové
metody se pohybuje kolem 1-10 g bilkoviny/I.

O—23

Komplex bilkoviny s médi v alkalickém
prostfedi (zjednoduseno podle 1)

Referencni rozmezi: Koncentrace celkové bilkoviny v séru (S-celkova bilkovina): 65-85 g/l

Albumin

Stanoveni koncentrace albuminu v séru patfi mezi rozSifrend biochemickd vySetreni, vhodna zejména u onemocnéni
jater, ledvin a hodnoceni nutri¢niho stavu. Snizeni albuminu m{zZe doprovéazet chronické zanéty a zvyseni
katabolismu u nékterych chorobnych stavi. Ostatni pric¢iny snizeni nebo zvyseni koncentrace albuminu jsou
podobné jako u celkové bilkoviny.

Princip stanoveni albuminu
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Ve slabé kyselém prostredi se albumin chové jako kation. M{zZe reagovat s
aniontovymi barvivy a vznikd komplex albumin-barvivo. Navazani
barviva je provdzeno zmeénou jeho zbarveni. K vazbé dochdzi v mirné
kyselém prostredi za pritomnosti povrchové aktivnich latek.

Pouzivaji se organickd barviva, ktera s albuminem reaguji podstatné
rychleji nez s ostatnimi sérovymi bilkovinami. Nej¢astéji obsahuji skupinu -
SOsH. Prikladem mdze byt bromkresolovy purpur nebo
bromkresolova zelen.

Referencni rozmezi: Koncentrace albuminu v séru (S-albumin): 35-
53 g/l

Pro stanoveni albuminu v jinych tekutinach, napf. v moci nebo v
mozkomisnim moku, se obvykle pouzivaiji citlivéjsi imunochemické metody
(nejcastéji imunoturbidimetrie).

Br Br
Bromkresolova zelen

Elektroforéza bilkovin v séru CH,

Princip elektroforézy sérovych bilkovin

2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Elektroforéza.

Elektroforéza (ELFO) je zalozena na pohybu nabitych ¢dastic v elektrickém
poli. Stanovované latky musi mit charakter iontd nebo amfolytd. Bilkoviny
patfi mezi amfolyty, které mohou nabyvat kladného i zdporného naboje v
zavislosti na pH pufru, pfi kterém elektroforéza probiha. Je-li smés
nabitych ¢astic vystavena pUsobeni elektrického pole, za¢nou se molekuly
latek pohybovat. Pohyblivost bilkovin je ovlivnéna témito faktory:

= charakterem délené latky (velikost ndboje, tvar a velikost molekul,
relativni molekulovd hmotnost);

= vlastnostmi prostredi, ve kterém déleni probiha (hodnota pH, iontova
sila, napéti, proud).

o]
Bromkresolovy purpur

Pozitivné nabité molekuly proteind se Iépe adsorbuji nez negativné nabité

molekuly, a proto pfi elektroforéze proteind jsou vyuzivany negativni ndboje. I1zoelektricky bod vétsiny sérovych
bilkovin je v oblasti slabé kyselé pri pH 5-6. Proto v prostredi alkalického pufru, nejc¢astéji pH 8,6, budou u sérovych
bilkovin prevazovat zaporné néboje a jejich pohyb bude s rliznou rychlosti smérovat k anodé. Albumin vykazuje
nejvyssi negativni ndboj a tim i nejrychlejsi pohyblivost k anodé.

Elektroforéza mlze probihat na r@iznych nosic¢ich. Historicky nejstarsim byl chromatograficky papir. V klinicko-
biochemické praxi se nejcastéji setkdvame s elektroforézou na acetatcelulézovych foliich nebo na
agarozovém gelu. Pri elektroforéze, ktera vyuziva jako nosi¢ papir nebo acetatcelulézu, putuji molekuly bilkovin
roztokem pufru, ktery je vné nosice. Molekuly se tedy déli predevsim podle svého ndboje. Podobné se budou délit
bilkoviny i v malo koncentrovaném agarézovém gelu.

Pomoci elektroforézy se bilkoviny krevniho séra rozdéli obvykle na 5-6 frakci - albuminovou, aj, a5y, B, y frakce
se nékdy rozlisi na B; a By. S vyjimkou albumin( jsou dalsi frakce tvoreny vzdy skupinou bilkovin, které maiji
priblizné stejnou elektroforetickou pohyblivost.

Provedeni

Kapka séra je pridana na sklicko s elektroforetickym agorézovym gelem a rozprostrena po ,startovni ¢are”,
kolmo na smér budouciho elektrického pole. Poté je vystavena uc¢inkim elektrického pole v elektroforetické
vané. Vlivem elektrického pole zacinaji proteiny migrovat v agarézovém gelu.

Po uplynuti urcité doby (napf. 30 minut pri napéti 120 V) se bilkoviny v gelu denaturuji (,fixuji“), zpravidla
plsobenim alkohold (metanolu) a kyselin (kyseliny octové). Tim se zabrani jejich difuzi nebo vymyti z gelu v dalsich
krocich. Poté se bilkoviny obarvi vhodnym organickym barvivem (napr. amidocerni). Poloha jednotlivych frakci a
koncentrace bilkovin v nich se poté hodnoti pomoci denzitometrie.

Vice informaci o elektroforéze formou on-line videa najdete napr. na strankach Masarykovy Univerzity (http://p
ortal.med.muni.cz/player_ext.php?lid=17&link=elfo_pro_480.flv%7CLF).

Hodnoceni elektroforézy sérovych bilkovin
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Rerencni hodnoty jednotlivych elektroforetickych
frakci

Nazev frakce Hodnoty v relativnich % Hodnoty v g/l

Albumin 55-69 35-44
o 1,5-4 1-3
o 8-13 5-8
7-15 4-10
v 9-18 5-12

Charakteristika jednotlivych frakci

Zéna prealbuminu

V této oblasti se pohybuje prealbumin (transtyretin), jehoz zéna je vsak
velmi diskrétni a téZko hodnotitelna.

Zo6na albuminu . |;| l

Albumin vytvafi pomérné Sirokou a z obou stran dobre ohrani¢enou zénu. Elektroforéza plazmatickych bilkovin a
Pri poklesu koncentrace albuminu pod 30 g/l je patrné jeji oslabeni. denzitometricky zaznam

Vzacné pozorované zdvojeni frakce je projevem genetické strukturni

odchylky albuminu u heterozygotd - bisalbuminemie nebo vznika pri

navazani cizorodé substance na albumin, napf. penicilinu.

Interzéna mezi albuminem a a;-globuliny

Slabé homogenni zbarveni této oblasti je podminéno a-lipoproteiny. Podobnou elektroforetickou pohyblivost
vykazuje také a;-kysely glykoprotein, ale zabarveni zény ovliviiuje minimainé.

Zé6na a;-globulint

Zénu aq-globulind ovliviiuje predevsim ag-antitrypsin. Pri akutnich zanétech je zretelné zesileni. Klinicky vyznamna
je genetickd variabilita al-antitrypsinu, ktera se v elektroforéze mize ¢asto zretelné projevit oslabenim, nékdy az
vymizenim jeho zény se soucasnou zmeénou pohyblivosti.

Interzéna mezi a; a a,-globuliny
Obvykle je celd slabé homogenné zbarvena.
Z6na ay-globulint

Na vytvareni této zény se podileji predevsim dvé bilkoviny - ay-makroglobulin a haptoglobin. Zmény koncentrace

ay-makroglobulinu nemaji velky diagnosticky vyznam. Haptoglobin vytvari 6 fenotypd, které se lisi

elektroforetickou pohyblivosti. Elektroforetické vysetrfeni neumoznuje rozliseni fenotypl haptoglobinu.
Interzéna mezi a, a B;-globuliny

Normalné se barvi pouze slabé. Pri hemolyze vznikaji komplexy hemoglobin-haptoglobin, které v této oblasti
vytvéareji samostatnou zénu.

Zéna By-globulind

Tvar a intenzita zbarveni zény B;-globulinl je ovlivnéna prakticky pouze transferinem. Intenzita zény dobre koreluje
s celkovou vazebnou kapacitou plazmy pro Zelezo. Pfi anemii z nedostatku Zeleza a v téhotenstvi se zvySuje
syntéza transferinu a intenzita zény se zesili. Dalsi protein s B;-elektroforetickou pohyblivosti, hemopexin, se
Spatné barvi pouzivanymi barvivy a zmény v jeho koncentraci se v elektroforéze neprojevi.

Interzéna mezi 3; a B,-globuliny

V této oblasti nalézame imunoglobulin IgA, ktery podmifiuje homogenni zbarveni zény. Déle zde vytvari typickou
linii B-lipoprotein, jejiZz pfitomnost zavisi na jeho koncentraci.

Zéna B>-globulind

Na vytvareni zény B,-globulinl se podili C3 slozka komplementu. Podle intenzity zbarveni se da tézko odhadnout
koncentrace C3.

Zéna y-globulint

Charakter zény y-globulinG je ovlivnén koncentracemi ¢tyr podtrid imunoglobulinu IgG. Zvy$eni IgG se projevi
intenzivnéjsim zbarvenim a rozsifenim zény v obou smérech. Imunoglobulin IgM lezi blize startu. Samostatné nebo
soucasné zvyseni koncentrace IgM pomoci elektroforézy nerozpozname.
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Klinické vyuziti

Elektroforéza sérovych bilkovin (ELFO) se provadi zejména, zjistime-li patologicky vysledek celkové bilkoviny, nebo
potrebujeme-li podrobnéjsi informaci o sérovych bilkovindch. Zvlast cenné je pro prikaz:

= dysproteinemie - zména koncentrace a kvalitativniho slozeni jednotlivych bilkovin v séru,
= paraproteinemie - charakterizovana pritomnosti monoklonalnich imunoglobuling.

ELFO u nékterych patologickych stavu

Typ elektroforeogramu Komentar Alb a1 | a3 B Y Vyskyt (priklad)

m zvyseni pozitivnich

reaktantd akutni faze » akutni faze infek¢nich
(ap-antitrypsinu, onemocnéni
Akutni zanét orosomukoidu, = akutni poskozeni tkané
haptoglobinu, (infarkt myokardu,
ceruloplazminu, CRP, C3) chirurgicky vykon)
= pokles negativnich » vé&tsi popaleniny

reaktantd akutni faze

! nebo
T ) N
N
» rekonvalescence po
Chronicky zanét L] _polyklonalnl _zrzmozenl |nvfekcn1|m onem_ocrjenl
imunoglobulint » nékterd revmaticka
onemocnéni
{ nebo N N N 1
N
= zvyseni a-globulind . L
Chronicky aktivni zanét svédci o reaktivaci - chronlck.a a!(tlvn.l .
revmatoidni artritida
procesu
{ T ) N T
i
= vazne proteosyntéza v
hepatocytech
= nadmérné tvorba » chronickd jaterni
Hepatalni typ imunoglobulind onemocnéni - jaterni
= neékdy se neoddéliBay fibréza a cirhéza
frakce (tzv. B-y mistek -
pri zvysSeni IgA)
{ l { { T
= vyrazné ztraty bilkovin
moci (prevladaji rendini
ztraty albuminu)
Nefroticky typ = zvyseni bilkovin s = nefroticky syndrom
nejvétsi Mr - as-
makroglobulinu a B-
lipoproteinu
{ N ) T { nebo N

= primarni deficity tvorby
protilatek

= pokles v oblastiy = sekundarni deficit tvorby

Hypogamaglobulinemie globuling
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protilatek
= ztraty imunoglobulin

N N N N {
\
= benigni monoklonain{
Monoklonalni = homogenni vrchol gamapatie
gamapatie kdekoliv v oblasti B az y! = maligni monoklonalni
gamapatie (myelom)
{ { { T T

Bilkoviny v mo i

Fyziologicky obsahuje moc velmi malé mnozstvi bilkovin, které neni detekovatelné zakladnimi srézecimi nebo
kolorimetrickymi technikami - mluvime o tzv. fyziologické proteinurii. Vyskytne-li se v moci bilkovin vétsi
mnozstvi, jde o proteinurii v uzsim slova smyslu.

Fyziologicka proteinurie

Zdravy dospély ¢lovék vylouci moci pri bézné fyzické aktivité obvykle asi 50-80 mg bilkovin, maximalné 96
mg/m? (tj. asi 150 mg) za 24 hodin (,fyziologicka proteinurie”). Asi 40 % téchto bilkovin predstavuiji
plazmatické bilkoviny a zbyvajicich 60 % pripada na bilkoviny z ledvin (Tamm-Horsfalliv uromukoid) a z
vyvodnych cest mocovych (sekrecni IgA a blize nedefinované glykoproteiny a glykopeptidy).

Mnozstvi a slozeni bilkovin v moci zavisi na jejich filtraci sténou glomerularni membrany, na resorpci v tubuldrnich

burikdch a na renaini hemodynamice.

Za normalnich okolnosti zabrafiuje glomeruldrni membrana exkreci latek s molekulovou hmotnosti Mr > 60 000.

Pri glomerularni ultrafiltraci se uplatiuji dva podstatné faktory:

1. Mikroporézni struktura glomerularni bazalni membrany brani priniku plazmatickych bilkovin o Mr
vétsi nez 100 000-150 000 (napt. IgG a IgA). Mluvime o selektivité podle velikosti.

Proteiny o stfedni
molekulové hmotnosti
Mr 60 000 Proteiny o
Mr > 150 000

Mikroproteiny vellkost poru
50 - 100 nm
. . . — ==

Bazdin]  [rnoremen e e T

velikost pérd
& nm

Glomeruldrni membrana propousti plazmatické bilkoviny s malou molekulovou hmotnosti, které jsou pak

v proximalnich tubulech reabsorbovany a katabolizovany.

2. Elektrostaticka bariéra je ddna povrchem vSech strukturnich slozek glomerularni stény. Hydratované
polyanionické makromolekuly struktur glomeruldrni stény vykazuji prevazujici negativni naboj. Vétsina

plazmatickych bilkovin mé rovnéz negativni naboj, ktery zplsobuje, Ze jsou odtlacovany. Timto mechanismem

je zabrarfiovano prostupu bilkovin i s molekulovou hmotnosti kolem 60 000-70 000 (napf. aloumin a
transferin). Neutralni nebo dokonce pozitivné nabité molekuly prochazeji glomerularnim filtrem mnohem
snadnéji. Jednd se o selektivitu podle naboje.
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vyrazny

negativni néboj neutralni pozitivni

néhui naho]

Mr 60 000 :_._' i.— . 4
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Klasifikace proteinurii

negatwm naboj

Klasifikace proteinurii mé znac¢nou diagnostickou hodnotu. Proteinurie mizeme rozdélit do tfi zakladnich skupin,
které se dale tfidi:

= Prerendlni.
= Renalni.
» glomerularni proteinurie,
m selektivni,
m neselektivni,
s tubularni proteinurie,
= smisena proteinurie.
m Postrendlni.

Prerenalni proteinurie

Prerenalni proteinurie (proteinurie z ,pretékdni”, overflow proteinurie) vznikd pri vysokych plazmatickych
koncentracich nizkomolekularnich bilkovin, které i za fyziologickych okolnosti mohou prochazet do ultrafiltratu.
Glomerularni permeabilita bilkovin nemusi byt porusena. Tubularni resorpce mdze byt rovnéz normalni, ale
vzhledem ke zvysené nélozi ¢ast bilkovin unikd do modi, protoze je prekroCena resorpéni kapacita proximalniho
tubulu.

Prerendlni proteinurie vznikd napr. pfi nadmérné intravaskularni hemolyze, kdy se v moci objevuje hemoglobin
(hemoglobinurie), nebo pfi crush syndromu a rabdomyolyze v moci prokazujeme myoglobin (myoglobinurie).
Pritomnost lehkych rfetézcl imunoglobulinG v modi (tzv. Bence-Jonesova bilkovina) svédc¢i o myelomu. Prerendlni
proteinurie ¢asto doprovazi zacatek nékterych akutnich zanétlivych a nekrotizujicich onemocnéni. Jsou
podminény vylucovanim tkanovych degradacnich produktd a v uréité mire i nékterych nizkomolekularnich bilkovin
akutni faze (napr. orosomukoid).

Renalni proteinurie

Renalni proteinurii rozdélujeme podle postizené ¢asti nefronu na glomerularni, tubularni a smiSenou.

Glomerularni proteinurie

je projevem zvysené propustnosti glomerularni stény pro bilkoviny. Pri selektivni glomerularni proteinurii, kdy
zanika negativni ndboj glomeruldrni membrény, jsou ve zvySené mire do moce vylucovany bilkoviny o stfedné
velkych molekuldch s Mr mezi 70 000-100 000 (zejména albumin a transferin), zatimco bilkoviny s vysokou
molekulovou hmotnosti jsou zadrzovany. V moci prevazuje albumin, ktery ma nejvyssi negativni naboj. Pri
tézSim poskozeni glomeruldrni membrana ztraci schopnost rozliSovat pfi filtraci bilkoviny podle velikosti, do
moci pronikaji kromé bilkovin o stfedni velikosti i proteiny o Mr nad 100 000 jako je napf. /gG. Hovorime o
neselektivni glomerularni proteinurii. Pfi glomeruldrni proteinurii vétSinou denni ztraty bilkovin presahuji 2 g.

Tubularni proteinurie
je podminéna sniZzenou tubularni resorpci normainé profiltrovanych bilkovin. Je charakterizovdna zvySenym
vyluc¢ovanim nizkomolekularnich bilkovin (mikroproteind), které jsou za fyziologickych podminek v tubulech
resorbovany (B,-mikroglobulin, aj-mikroglobulin, volné lehké retézce imunoglobulind). Velmi ¢astou pric¢inou
je poskozeni tubuli nékterymi nefrotoxicky plisobicimi léky (cytostatika, nékterd antibiotika, fada
analgetik a protizanétlivych latek) nebo tézkymi kovy (Hg, Pb, Cd). Tubularni proteinurie mize doprovéazet
nékteré prerendlni proteinurie (paraproteinurii, myoglobinurii), nebot dochazi ke kompetitivni relativni
nedostatec¢né tubularni resorpci ostatnich volné filtrovatelnych proteinl. Ztraty proteint pfi tubularni
proteinurii nebyvaji velké, obvykle 0,3-1,5 g/24 hodin.

SmiSena proteinurie je kombinaci neselektivni glomeruldrni proteinurie a tubuldrni proteinurie. Byva projevem
zaniku vétsiny nefrond.

Postrenalni proteinurie
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Postrenadlni proteinurie vznikd p¥i krvaceni, nadorech a zanétech vyvodnych cest mocovych, kdy dochazi k
primému priniku plazmy nebo exsudaci bilkovin do moci. Spolehlivé se identifikuje prlkazem plazmatickych
makromolekularnich bilkovin o vysoké molekulové hmotnosti (ay-makroglobulin, IgM), které ani pfi neselektivni
proteinurii nepronikaji sténou glomeruldrni kapilary.

Charakteristika jednotlivych typt proteinurii

Typ proteinurie Charakteristické bilkoviny v moci Poznamky

RENALNiI

Glomerularni * albumin = malé zvyseni albuminu v mod¢i, tj. 30-300 mg/den je ¢asnou
celelktivnf ® transferin laboratorni zndmkou po$kozeni ledvin u diabetes mellitus

(Mr 70 000-100 000) nebo u hypertenze
= albumin
Glomerularni . ItraAnsIfec;m = plazmatické mikroproteiny nejsou zvysené
neselektivni " 19A, 19

(Mr > 70 000)

= aj-mikroglobulin
= By-mikroglobulin
Tubuldrni s lehké Fetézce Ig = celé spektrum mikroproteinl s Mr 10 000-70 000

(Mr 10 000-70000)

= albumin
Smisena (tj. : T;Znsll;e:n = viechny typy plazmatickych proteindl, kromé nejvétiich
glomerulotubularni) " . bilkovin (ay-makroglobulin, IgM, LDL)
= ap-mikroglobulin

B>-mikroglobulin

= |ehké retézce Ilg v monomerni nebo
dimerni formé —» monoklonalni gamapatie

AL NG . . P > fitomnost bilkovin, které se v plazmé normainé
PRERENALNI = hemoglobin - intravaskularni hemolyza = P o Vv plaz

= myoglobin = crush syndrom, nevyskytuji
rabdomyolyza
= hemoglobin
POSTRENALNi = v§ech[1y typy pI.azr]'matlckych bllkoylll, L] pru[uk E)Iazmy nebo exsudace bilkovin do vyvodnych cest
v€etné plazmatickych makroproteint (op- mocovych

makroglobulin, IgM)

Funk¢ni proteinurie

Funkéni (téz benigni) proteinurie je zvlastni formou glomerularni proteinurie. Vysvétluje se zménami pritoku krve
glomerulem. Setkdvame se s ni po velké fyzické ndmaze, prochladnuti, pri horeckach nebo méstnavém srde¢nim
selhanil?4], ztraty bilkovin nepfesahuji 1 g/den. U nékterych mladistvych se objevuje proteinurie pouze ve vztyéené
poloze, tzv. posturdlni (ortostatickd) proteinurie, kterd byvéa vysvétlovdna vazokonstrikci pri bederni hyperlordéze a
je nej¢astéjsi pricinou proteinurie u détil?!, V tomto pfipadé mohou denni ztraty bilkovin pfesédhnout i 1 g. Vétsina
téchto proteinurii se spontdnné upravi po odeznéni vyvoldvajici priciny. Také v téhotenstvi se odpad bilkovin do
moci zvySuje na 200-300 mg/den.

Albuminurie

Mocové exkrece albuminu fyziologicky nepfesahuje 30 mg/24 hodin (tj. 20 ug/min nebo asi 15-20 mg/I)t2%!.
BéZnymi testy na proteinurii (pomoci diagnostickych prouzkd, zkouskou s kyselinou sulfosalicylovou) vsak Ize
prokéazat bilkovinu, az kdyz koncentrace albuminu pfesdhne asi 150 mg/I, tj. kdyz je prakticky 10x zvy$enal?’,
Ztraty mensich mnozstvi albuminu (30-300 mg/24 hod) jsou prokazatelné imunochemickymi metodami.

Ve starsi literature se pro malé ztraty albuminu, které jsou prokazatelné imunochemicky, ale nikoli béznymi testy na proteinurii, pouzival
termin mikroalbuminurie.

Screeningové vysetreni albuminurie je cenné zejména u pacientl trpicich diabetem mellitus 2. typu, ale i u
ostatnich poruch metabolismu glukdzy a u hypertonik@. Nalez malych mnoZzstvi alouminu v moci je ¢asnou
znamkou komplikaci téchto onemocnéni, zejména diabetické ¢i hypertenzni nefropatie a vaskulopatie, a byva
dlvodem k zintenzivnéni |éCby.
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Zvyseni albuminurie je velmi citlivym ukazatelem poskozeni glomeruldrniho aparatu. Je to ddno tim, Ze albumin v
malém mnozstvi prochazi glomeruldrni membranou i fyziologicky. Za normdlnich okolnosti je ovSem témér zcela
resorbovan v proximalnich tubulech. Kapacita tubularni resorpce albuminu je vSak prakticky vyclerpdna uz pfi
fyziologické filtraci albuminu; jakékoliv zvySeni koncentrace této bilkoviny v glomeruldrnim filtratu proto vede k
rychlému néarlistu koncentrace albuminu v definitivni mo¢il27!,

Albuminurie
mg/24 hod Hg/min| mg/mmol kreatininu

norma <30 <20 <3,5
zvySena albuminurie 30-300 20-200 |3,5-35
detekovatelna proteinurie > 300 >200 |(>35

Pro monitorovani progrese onemocnéni a fizeni |éCby je tfeba albuminurii kvantifikovat presnéji. Stanovuje se
albumin v moci sbirané pres noc a ztraty se prepocitavaji na pg albouminu za minutu. Hodnoty mensi nez 100
pg/min obvykle odpovidaji reverzibilnimu poskozeni, které m{ze byt ovlivhéno peclivou kompenzaci diabetu a
arteriadIni hypertenzel?6!,

Jinou moznosti je stanoveni albuminu v prvnim vzorku ranni modi a vypocitani poméru albumin/kreatinin.
Fyziologicky se tento index pohybuje kolem 2,8-22,8 g albuminu na mol kreatininul?”!,

Aby mélo vySetreni albuminurie vypovédni hodnotu, je tfeba vyloucit uroinfekci.

Kvalitativni stanoveni bilkoviny v moci

K prlikazu patologické proteinurie se pouzivaji diagnostické prouzky. V nékterych laboratorich se vysetreni
prouzkem kombinuje se zkouskou s kyselinou sulfosalicylovou.

Diagnostické prouzky

Princip stanoveni bilkovin v mo¢i pomoci diagnostickych prouzkd je
zalozen na tzv. bilkovinné chybé acidobazického indikatoru, napf.
tetrabromfenolové modfi, etylesteru tetrabromfenolftaleinu ¢i 3°,3°7,5°,5
“’-tetrachlorfenol-3,4,5,6-tetrabromsulfoftaleinu. Jako kazdy acidobazicky
indikdtor tyto latky pri urc¢itém pH méni svou barvu (chovaji se jako slabé
kyseliny, pricemz protonovana forma mé jiné zbarveni nez disociovand
forma): pfi pH nizSim nez 3,5 jsou zluté, pri vySSim pH jsou zelené az
modré. V reak¢ni zéné testovaciho prouzku je kromé indikatoru i pufr,
ktery udrzuje pH v rozmezi 3,0 az 3,5, indikdtor tedy ma zlutou barvu.
Jsou-li ve vzorku bilkoviny, navazi se svymi aminoskupinami na indikator.
Tim ovSsem zméni jeho vlastnosti - prfechodova oblast se posune smérem
ke kyselejSimu pH. Znamena to, Ze pfi uvedeném konstatnim pH mezi 3,0
az 3,5 bude mit indikator s navazanou bilkovinou zelenou barvu, jako
kdyby byl v alkali¢téjsim prostredi (proto bilkovinna chyba indikatoru).

Intenzita zbarveni zavisi na koncentraci bilkoviny, kolisd od zelené az po Br

modrou a hodnoti se vizudlné nebo instrumentalné. 37,3"",5,5" -tetrachlorfenol-3,4,5,6-
tetrabromsulfoftalein; v alkalickém prostredi

U vyrazné alkalickych moci (pH nad 8) nebo je-li mo¢ velmi nebo po navézani bilkoviny oznac¢ena

koncentrovana, mlze test davat falesné pozitivni vysledky (dojde k hydroxylové skupina disociuje a barva

vycerpani pufru v reakéni zéné). V téchto pripadech moc okyselime slou¢eniny se zméni ze svétle Zluté na tmavé

nékolika kapkami zfedéné kyseliny octové na pH 5-6 a test opakujeme. zelenomodrou

Falesnou pozitivitu mohou také zpUsobit vysoké koncentrace nékterych
latek s aminoskupinami (kontaminace odbérové nadoby nékterymi

s N7

dezinfekénimi prostredky), jeZ se na indikatory vazi podobné jako bilkoviny.

Nevyhodou testovacich prouzki je jejich rozdilna citlivost vici jednotlivym bilkovindm. Prouzky reaguji velmi dobre
s albuminem a jeho pritomnost indikuji v mo¢i od 0,1 az 0,5 g/I. Podstatné nizsi citlivost vykazuji vaci globulindim,
glykoproteinlim a Bence-Jonesové bilkoviné. Témito diagnostickymi prouzky nelze prokazat zvyseni albuminurie na
hodnoty do asi 200 mg/I, resp. denni ztraty albuminu v rozmezi 30 az 300 mg/24 hodin, které provazi zejména
¢asnéjsi faze nékterych nefropatii. Pro skrinink zvySeni alouminurie je mozno pouzit imunochemickych metod, napf.

specialnich diagnostickych prouzk zaloZzenych na imunochromatografickém principu nebo imunoturbidimetrie.

Zkouska s kyselinou sulfosalicylovou

Princip zkousky spociva v denaturaci bilkoviny kyselinou sulfosalicylovou, kterd se projevi vznikem opalescence
az zakalu.

Reakce je citlivd, prokaze 0,1-0,2 g/l celkové proteinurie. Rozdily v detekci jednotlivych bilkovin nejsou tak vyrazné
jako u diagnostickych prouzkd. Kyselina sulfosalicylova srazi i globuliny.

Falesné pozitivni vysledky dava tato zkouska pri vylucovani nékterych rentgen-kontrastnich latek, penicilinu,
sulfonamidd, kyseliny salicylové a antidiabetik.

Pro hodnoceni se pouziva semikvantitativni stupnice:
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Semikvantitativni hodnoceni zkousky s kyselinou sulfosalicylovoul28!

Nalez Hodnoceni Priblizna koncentrace bilkoviny v g/l
Opalescence stopy 0,05-0,1
Lehky zakal (prdhledny, Ize ¢ist podlozeny text) + 0,1-0,2
MIécny zékal (nepriihledny, bez viocek) ++ 0,5-1,0
Mlécny zdkal s tvorbou viocek +++ 2,0-5,0
Vloc¢kovita srazenina ++++ =>5,0

Kvantitativni stanoveni bilkovin v moci COOH

Kvantitativni stanoveni bilkoviny v moci je metodicky pomérné obtizné. vV
klinicko-biochemické praxi praxi se pro stanoveni proteinurie pouzivaji
metody, které mizeme podle principu rozdélit do tri skupin: OH

1. metody zaloZzené na denaturaci s ndslednym turbidimetrickym
stanovenim intenzity zdkalu (napr. metody s kyselinou
trichloroctovou nebo kyselinou sulfosalicylovou);

2. kolorimetrické metody s nebo bez predchozi denaturace bilkovin
(napfr. biuretova reakce);

3. metody zaloZzené na vazbé barviv na bilkoviny (napr. metoda s HOgS
Coomasie brilliant blue G 250 dle Bradfordové, s pyrogalolovou

v ; v/ Kyselina sulfosalicylova
Cerveni a dalsi).

Dnes se dava prednost technikam, které Ize automatizovat - turbidimetrii a barevné reakci s pyrogalolovou cerveni.

Stanoveni proteinurie pomoci pyrogalolové cervené

7

Pyrogalolova Cerven vytvari s molybdenanem rlzovy komplex s
absorpcnim maximem pfi 470 nm. Po navazani bilkoviny na tento komplex
v kyselém prostredi dojde k posunu absorp¢niho maxima do oblasti 600
nm. Absorbance vzniklého komplexu cinidla s bilkovinou je v
koncentra¢nim rozmezi 0,06-2,0 g/l linedrné zavisla na koncentraci
bilkoviny ve vysetfovaném vzorku.

Hodnoceni velikosti proteinurie

Hodnoceni velikosti proteinurie

< 0,150 g/24 hod|fyziologicka proteinurie

< 19/24 hod malé proteinurie (vétSinou tubularni)
1,0-3,5 g/24 hod |stfedni proteinurie

Pyrogalolova Cerven

> 3,5 g/24 hod |velka proteinurie
> 10 g/24 hod proteinurie zpravidla spojena s tézkym nefrotickym syndromem

Typizace proteinurie

Pro stanoveni typu proteinurie je nutné znat spektrum proteind vylu¢ovanych modi. K tomu se pouzivaji
elektroforetické metody. Elektroforetické rozdéleni mocovych bilkovin podle jejich molekulové hmotnosti
umozriuje semikvantitativni hodnoceni jednotlivych diagnosticky vyznamnych proteinl a klasifikaci proteinurii.
Metodou volby pro analyzu bilkovin v moci se postupné stala elektroforéza v agaréze nebo v polyakrylamidovém
gelu.

Aby se bilkoviny rozdélily podle velikosti (a nikoliv podle naboje), Ize pouzit polyakrylamidového gelu, jehoz hustota
se smérem od katody k anodé zvysuje (tj. postupné se zmensuji ,,oka” ¢i ,,pory” v gelu). Malé molekuly v takovém
gelu doputuji dal nez velké molekuly.

Jinou, Castéji vyuzivanou moznosti, je oSetreni vzorku detergentem laurylsiranem sodnym (dodecylsiranem
sodnym - SDS), ktery bilkovinu ,,obklopi” a svym zdpornym nabojem nahradi jeji vlastni naboj. Vzniklé komplexy
maji priblizné stejny naboj (presnéji: maji stejnou povrchovou hustotu ndboje). Provadi-li se pak elektroforéza v
pomeérné hustém gelu, déli se v zavislosti na relativni molekulové hmotnosti: mensi molekuly putuji gelem
rychleji nez velké (technika molekulového sita). Nejrychleji se pohybuje B>-mikroglobulin, albumin lezi asi uprostred

Vv

délici drahy; mezi startem a albuminem jsou lokalizovany bilkoviny o Mr vyssi nez 70 000.
Hodnoceni elektroforézy bilkovin v moci

U glomerularnich proteinurii nalézdme v elektroforeogramu proteiny mezi startem a albuminem vcetné (tj. Mr >
70 000).
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Bilkoviny pozorované u glomerularnich proteinurii

Mr
Albumin 68 000 selektivni| neselektivni romdini __ postrendtni
@ | ] i
Transferin 77 000 selektivni| neselektivni
19G 150 000 neselektivni
IgA 160 000 neselektivni 5
Haptoglobiny 85 000-1 000 000 neselektivni e i — | :
proglobiny e o | Ly
s -, - - . . s v/, VN . . Il A 180 C 1 i !:;
Tubularni proteinurie jsou charakterizované pritomnosti bilkovin mezi uptp—— § £
albuminem a anodovym koncem elektroforeogramu (tj. Mr < 70 000). Mengary D
Bilkoviny pozorované u tubulédrnich LS Typ proiniourie
proteinurif
Mr Typizace proteinurie pomoci elektroforézy na
agarézovém gelu v pritomnosti SDS
B,-mikroglobulin 11 800 9 geluvp
Lysozym 15 000
Retinol véazajici protein (RBP) 21 000
Volné lehké retézce Ig 25 000
a1-mikroglobulin 33 000

Dimer volnych lehkych fetézcl Ig|50 000
Albumin 68 000

Smisené proteinurie jsou charakterizovany pritomnosti bilkovin prokazovanych u glomerularnich i tubularnich
proteinurii, lokalizovanych katodovym i anodovym smérem od prouzku albuminu.

Pritomnost ay-makroglobulinu (Mr = 800 000) s ostatnim nalezem podobnym smiSené proteinurii svéd¢i pro
postrenalni proteinurii.
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