VYSETRENI BILKOVIN V KREVNIM SERUA
V MOCI. STANOVENI DUSIKATYCH LATEK.

Témata k zopakovani

Proteiny v krevni plazmé, jejich funkce. Elektroforéza proteinil krevni plazmy. Proteinurie a jeji typy

Uvod

V krevni plazmé se nachdzi nckolik desitek rtznych bilkovin. Li§i se svym zastoupenim, funkci a
strukturou. VétSina bilkovin plazmy s vyjimkou imunoglobulinti je syntetizovana v jatrech. Z hlediska
funkce 1ze bilkoviny v plazmé klasifikovat do n€kolika skupin: jsou to bilkoviny s transportni funkei,
bilkoviny branici infekci, bilkoviny zapojené do sraZeni krve a fibrinolyzy, enzymy a jejich inhibitory,
bilkoviny chranici pfed u¢inkem volnych radikali a dalsi. Bilkoviny v plazmé maji dale vyznam pro
udrzeni koloidné-osmotického tlaku a acidobazické rovnovahy, plni rovnéz funkci pohotové

proteinové rezervy.

1.1Stanoveni celkovych proteini v séru biuretovou reakci

Latky obsahujici peptidovou vazbu reaguji sionty Cu®" v alkalickém prostiedi za vzniku
cervenofialového komplexu. M¢ti se absorbance v pasu kolem 550 nm.

HN NH
C"L (|30
J: Cu+
R—CH R—CH
CuS0s, EDTA-Nap, NaOH | : L

bilkovina nebo peptid > HN H
Ol: (|30

R—llH R—C|:H

tervenofialovy komplex

Standardni biuretové ¢inidlo obsahuje NaOH 0,6 mol/l, vinan sodno-draselny 32 mmol/l, siran
médnaty 12 mmol/l a KI 30 mmol/l. Po smichani séra s bibretovym cinidle reaguje alkalicky roztok



medi okamzit¢ s dostupnymi povrchovymi peptidovymi vazbami a reakce dobihd, jak se postupné
obnazuji dalsi vazby pti denaturaci bilkoviny.

Hodnoceni
Referencni rozpéti koncentrace celkovych proteini v krevnim séru 65-85 g/1.

K hypoproteinemii dochazi pii poruse proteosyntézy u jaternich chorob, u podvyzivy a v prub&hu
tézkych akutnich infekEnich chorob nebo rozsdhlych nadorovych onemocnéni, téz pfi nadmérnych
ztratach albuminu v exsudatech nebo moci. Relativni pokles koncentrace nastava pii ziedéni plazmy

(objemné infze nebo zastava vylu€ovaci ¢innosti ledvin).

Hyperproteinemie je méné Castym nalezem. Pfi¢inou byva dehydratace organismu pii nadmémé ztraté
tekutin (dlouhodobé Ziznéni, vysilujici prijmy, zvraceni), nebo zvysSend syntéza imunoglobulinti (napf.
v pribéhu chronickych zanétd nebo u tzv. gamapatii).

1.2 Stanoveni albuminu v séru

Albumin je kvantitativné nejvyznamngjsi protein krevni plazmy. Jeho hlavni funkce jsou udrzeni
onkotického tlaku krevni plazmy, pufracni Gcinek a funkce transportni. Je syntetizovan v hepatocytech

a odtud uvolnovan do plazmy, u dospélych asi 14 g za den. Polocas odbourani je ptiblizné 19 dni.

Princip: Albumin vaze pomérn¢ specificky bromkresolovy purpur (5,5'-dibrom-o-kresol-sulfoftalein,
BCP). Toto barvivo je acidobazicky indikator s barevnym pfechodem v rozpéti pH 5,2—6,8 a jevi jako
nekteré jiné indikatory tzv. proteinovou chybu, to znamena Ze absorpéni maximum komplexu
albumin-barvivo se posouva k vys$si vinové délce. Reakce probihd ve slabé kyselém prostiedi, za
pritomnosti povrchové aktivnich latek. Obecné se vyuzivaji ta barviva, ktera tvofi ochotnéji komplex
s albuminem nez s ostatnimi bilkovinami séra. Na stejném principu spociva i detekce proteinurie
diagnostickymi prouzky albuPHAN. Protoze lidsky a animalni (napf.bovinni) albumin maji rizné
afinity k barvivu, kalibrace musi byt provadéna lidskym albuminem.
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Hodnoceni

Referencni rozpéti koncentrace albuminu v krevnim séru je 35-53 g/l. ZvySeni koncentrace albuminu
nastava zridka, obvykle je znamkou dehydratace.

Hypoalbuminemie je nejCastéji odrazem bud’ sniZzené proteosyntézy v jaternich butikach (patologické
procesy Vv jatrech nebo nedostate¢ny piivod bilkovin potravou) nebo nadmémych ztrat albuminu (napf.
moci, u rozsahlych popalenin nebo u chronickych zanéth traviciho tstroji), které nemohou byt
kompenzovany ani zvySenou proteosyntézou v jatrech. Hodnoty jsou ovlivnény také zménami jeho
distribuce (unik do ascitu). Albumin ma polocas 15-20 dnt, neklesa tedy u akutnich poruch. U
chronickych jaternich chorob jeho hladina postupné klesa, obvykle se soucasnym vzestupem gama-
globulind, takze celkova koncentrace bilkovin se neméni. Hladina albuminu klesa i u pokrocilych
cholestaz, souCasné stoupaji B-globuliny. Vyrazné sniZzeni je typické hlavné pro alkoholické cirhozy,

kdy se ptidruzi i porucha vyzivy a nepfiznivy vliv alkoholu na proteosyntézu.

Elektroforéza proteini

Elektroforéza lze pouzit k separaci a kvantitativnimu hodnoceni hlavnich proteinovych frakei lidského
séra. Proteiny migruji v elektrickém poli riznou rychlosti, kterd zavisi na jejich struktute, elektrickém
napéti, pufru (pH a iontova sila), elektroendoosmoéze a charakteru nosice.

Indikace tohoto vySetfeni jsou:

1. diagnostika nebo kontrola prubéhu zanétlivych onemocnéni, hepatopatii, onemocnéni se
ztratami bilkovin (nefroticky syndrom, exsudativni enteropatie, popaleniny), malignich
tumort, revmatickych chorob, paraproteinémii,

2. dopliikové vySetieni pfi patologickém nélezu jinych laboratornich testti (zvySeni sedimentace
erytrocytd, proteinurie, hypoproteinemie apod).

Hodnoceni

Proteiny lidského séra se rozdéli do 5 zakladnich zon. Elektroforeogram se hodnoti denzitometricky
pti vinové délce 570 nm jako podil integrované absorbance jednotlivych frakei z celkové absorbance
separovaného vzorku. Orienta¢ni hodnoceni lze provést i vizualné.



(+)

ict pohyblivosti):
Proteinova frakce | Charakteristika Referencni rozmezi | Priklady
Albumin vyrazny pas v cele 0,52-0,70 Prealbumin, albumin
o-Globuliny nevyrazny Uzky pas 0,02-0,05 o-Glykoprotein, o, -antitrypsin
o,-Globuliny diftizni pas 0,05-0,10 Ceruloplasmin, haptoglobin
B-Globuliny Casto rozde€leny na f3; a B, 0,06-0,13 Transferrin, fibrinogen
y-Globuliny velmi §iroky pas 0,10-0,19 Imunoglobuliny

Pro nékteré patologické stavy jsou zmény ve spektru sérovych proteint charakteristické. V ranné fazi
akutnich zanétlivych onemocnéni dochazi ke zvySeni o - a o,-globulint (tzv. reaktantii akutni faze),
pozdgji se zvysuji y-globuliny a snizuje albumin. Pro chronické zanéty je typické zvySeni y-globulin.
Rovnéz dalsi onemocnéni jsou spojena s vyraznymi zménami spektra proteind, napi. nefroticky

syndrom, nékteré maligni tumory, mnohocetny myelom a jiné monoklonalni gamapatie.

Podrobnéjsi déleni zékladnich elektroforetickych frakci umoziuji imunoelektroforetické metody.

Bilkovinné frakce pfi elektroforéze krevniho séra

Transtyretin |

Transportni protein pro tyreoidalni hormony (hlavné T,). Vytvari komplex s retinol-binding proteinem
(RBP) - transportuje vitamin A. Brani ztratam vit.A do moci.
Snizeni:

= proteinova malnutrice
= t&zké hepatopatie

Alfal-globuliny
Alfal frakce

= alfal-inhibitor protedz (alfal-antitrypsin) — vznika v jatrech, zvySena koncentrace pfi
zanétech.Snizena koncentrace u tézkych hepatopatii.




= alfal-kysely glykoprotein (orozomukoid) — vznika v jatrech, stoupa u ukautnich zanéti, klesa
pii poruseni proteosyntézy.

= alfal-fetoprotein — tumorovy marker

= alfal-lipoprotein (HDL)

= alfal-mikroglobulin — stoupa pii snizeni glomerularni filtrace

Alfa2-globuliny
Alfa? frakce

= alfa2-makroglobulin — inhibitor endoproteaz. Velkd molekula, Spatné pronikd glomerulem,
koncentrace byva zvysena u nemocnych s nefrotickym syndromem. Klesa u akutni
pankreatitidy.

= haptoglobin — vaze pevné molekulu hemoglobinu, komplex je rychle vychytan bunikami RES.
Vzrista u akutnich stavi. Pokles pii poruchach proteosyntézy v jatrech. Nizka az témer
neméfitelnd koncentrace sveéd¢i pro intravaskularni hemolyzu.

= Ceruloplazmin - vaze a transportuje me¢’d. Fyziologicky vzrista v t€hotenstvi

= Feritin — zasobni bilkovina obsahujici Fe, v krvi normalné€ nizka koncnetrace

Beta-globuliny
Beta frakce

= transferin — syntéza v jatrech. Transportuje Fe. Vzrusta pti nedostatku fe v organismu.
Vznikne-li nedostatek fe nasledkem malonutrice a chybé&ji-li soucasné i bilkoviny, k vzestupu
koncentrace transferinu nedochazi. Pokles nastava pti prebytku Fe a porusené proteosyntéze.
U alkoholikil — bezsacharidovy transferin (CDT)

= hemopexin — vaze hem. Koncentrace klesa u hemolytické anemi a stoupa u akutnich stavt.

»  slozky komplementu (C3 a C4) — komplement=komplex proteinii obsazenych v neaktivni
formé v plazmé. Nejcastéji se stanovuje C3 a C4. Jejich aktivace nastava pii akutni zatézi.

= beta-lipoprotein (LDL)

»  beta2-mikroglobulin — je soucasti HLA systému na povrchu buné¢k. Tumorovy marker.
Zvysena koncentrace mize byt pfic¢inou amyloid6zy

= C-reaktivni protein - bilkovina krevni plazmy, jejiz oznaceni se odvozuje od schopnosti vazat
se na polysacharidovy obal pneumokokt C. Ma vyznamnou roli pii nespecifické imunitni
odpovédi, ktera se objevuje v pocatecni fazi po penetraci antigenti do organismu a ptisobi pfi
stimulaci fagocytézy. CRP je dominujici bilkovina akutni faze s rychlou odpovédi (zacina po
6 h, max. za 48 h). Jeji koncentrace vyznamné stoupa pii zanétlivé reakci a pii malignim
nadorovém bujeni

»  Fibrinogen — plazmaticka bilkovina. Pohybuje se mezi frakcemi 3 a y. Vzestup je soucasti
akutni odpovédi organismu, vysoké koncentrace u zanétli. Pokles u hepatopatii nebo zvySenou
spotfebou (intravaskularni koagulopatie).

Gama-globuliny
Gama frakce|

= Ig G —nejvetsi podil plazmatickych imunoglobulind.

= IgA
= IgM
= IgD

= IgE



Hypoimunoglobulinemie: fyziologické poruchy u novorozencti, dédicné poruchy syntézy, ziskané
poruchy syntézy u nadort, ztrata imunoglobulint napt.pfi nefrotickém syndromu

Hyperglobulinemie — polyklonalni pti chronickych zanétech, chronickych hepatopatiich,
autoimunitni choroby, monoklondlni - myelom

Zakladni elektroforetické typy:
Typ akutniho zanétu
Celkova bilkovina je normalni, lehké snizeni albuminu.

Nejvyrazngjsi je vzestup a, o, globulint, ¢asto i [3,-globulind.

Cim jsou zpiisobeny zmény v bilkovinném spektru?

Typ chronického zanétu

Vzestup a; o, globulinové frakce (mén¢ vyrazny nez u akutniho zanétu)
Siroky pruh y-globulinové frakce (polyklonalni hyperimunoglobulinemie)
Naélez je provazen poklesem koncentrace albuminu.

Vysvétlete priciny nalezi.

Typ chronické hepatopatie

U nemocnych s fibrézou az cirhdézou nachazime snizeny podil albuminu, o; o, globulini i f3,-
globulint. Typicky je nalez y-globulinové frakce,, difuzni a pfimo nasedajici na B-globuliny. (B-y
bridging)

U akutni hepatititidy je obraz akutniho zanétu. U tézkého prabehu klesd albumin a a,-globuliny.

Pokuste se vysvétlit tyto ndlezy.

Typ nefrotického syndromu

Typicky je veliky pokles koncentrace albuminu, obvykle i y-globulinti. Naproti tomu o, Casto i [3-
globuliny vyrazné stoupaji.

Pokuste se vysvétlit tyto nalezy.

Malnutriéni typ

Typicka je hypoalbuminemie a pokles P;-globulind. Je-li sou¢asné nedostatek Zeleza, zmény v B;-
globulinech se nemusi projevit. Nékdy byva pozorovano zvyseni o a a, globulint.

Pokuste se vysvétlit nalez



Monoklonalni hyperimunoglobulinemie.

Uzky prouzek monoklonalniho imunoglobulinu kdekoli od o, po y frakci. Byva niz§i koncentrace

v v v

albuminu. U t€zSich stavli vymizi frakce y-globulint.

Dikaz proteinurie

Za fyziologickych okolnosti pronika bazalni membrdnou glomerulli do filtratu jen mala cast
plazmatickych proteinti, z nichz je vétSina resorbovana v tubulech. V moc¢i se pak za den fyziologicky
vylou¢i nejvySe nékolik miligramit malo rozmérnych globulinti krevni plazmy s M; < 60 000 a
glykoproteinti z epitelu dutého systému ledvin a vyvodnych cest. Bézné zkousky na proteinurii toto

mnozstvi neprokazi.
Jako protenurie se oznauje vylucovani vice nez 150 mg proteint za den.

V pribéhu dne je vylucovani proteind moci u zdravého ¢lovéka asi dvakrat vétsi nez v noci (zavislost
na poloze t¢la, na namaze). Proto je nutné vySetfovat prvni ranni moc¢ (zachyceni no¢ni klidové
proteinurie). Pfi pozitivnim vysledku opakujeme vySetfeni nékolik dni po sob¢€, abychom odlisili
fyziologickou pfechodnou proteinurii od patologické (z pfi¢in prerendlnich, renalnich nebo
postrenalnich). "NeSkodné" fyziologické proteinurie se vyskytuji zvlast¢ u mladych osob pfi
zhorSeném prokrveni ledvin, napf. po télesné namaze, silnych emocich, dlouhém stani.

Po zjisténi proteinurie musi nezbytné nasledovat vySetfeni hematurie, morfologické vySetieni
mocového sedimentu, mikrobiologické vySetieni moci, podle potieby funkéni zkousky ledvin,
kvantitativni stanoveni proteinurie (napf. biuretovou reakci) a urceni jejiho typu (napif. SDS-
elektroforézou v polyakrylovém gelu).

Jen podle koncentrace proteinli nelze usuzovat na zavaznost pfiiny, nékdy i nepatrna proteinurie

muze byt piznakem velmi zdvazného stavu.

Priukaz proteinurie sulfosalicylovou kyselinou

Piisobenim sulfosalicylové kyseliny bilkovina denaturuje, coZ se projevi tvorbou zakalu az srazeniny

v z&vislosti na mnozstvi pfitomné bilkoviny.

Hodnoceni

Zkouska je velmi citliva (Ize prokazat bilkoviny v koncentraci asi od 100 mg/l), je proto vhodna pro
screeningova vySetifeni. Pokud je negativni, je zbytecné provadét dalsi zkouSky. Slabé pozitivni
vysledek jesté proteinurii nemusi prokazovat, musi byt potvrzen nékterou dalsi zkouskou.



Prikaz proteinurie diagnostickymi prouzky albuPHAN

K dikazu se vyuziva tzv. proteinové chyby nékterych acidobazickych indikatort.. Tyto indikatory méni
své zbarveni v pfitomnosti proteinti a vykazuji zdanlivé jinou hodnotu pH, nez odpovida skutecnosti.
Prikladem jsou indikatory sulfoftaleinového typu. Indika¢ni zéna na konci prouzku je nasycena
uvedenym indikéatorem a kyselym pufrem o hodnoté pH 3. Po smoceni v roztoku obsahujicim proteiny
indikator nabude zbarveni odpovidajici podstatné vyssi hodnoté pH, nez které v indikani zoné

zajistuje pufr (indikator vykazuje proteinovou chybu).

Hodnoceni

Exkrece proteinli moci u zdravych dospélych do 150 mg/den, z toho mnozstvi albuminu neni vétsi nez
20 mg/l. Prouzky albuPHAN indikuji albumin jiz od koncentrace 100 mg/l, na globuliny a
glykoproteiny jsou méné citlivé. Zluté zeleny odstin, slabsi nez odpovida barevnému poli stupnice 1

(300 mg/1), se hodnoti jako "stopy". Pii proteinurii vznika zbarveni Zluté zelené az modreé.

Falesn¢ pozitivni vysledky se mohou vyskytovat u pacientd, kterym byly podavany chininové
preparaty nebo 1éCiva na bazi chinolinu, nebo v neobvykle alkalickych mocich (pH = 8), ptipadné
v neutralnich koncentrovanych mocich s vysokou pufracni kapacitou. V téchto ptipadech staci okyselit

vzorek nékolika kapkami zfedéné kyseliny na pH 5—6 a provést zkousku s novym papirkem.

Typy proteinurie

Podle typu bilkovin pfitomnych v moc¢i rozliSujeme nékolik typti proteinurie.

Glomerularni proteinurie

Dochazi k ni pfi poSkozeni glomeruld. Pfi¢inou je zejména ztrata negativniho naboje glomerularni
membrany (kyselina sialova v povrchové vrstvé membrany). Pii mirném poskozeni nachdzime v moci
zejména albumin a bilkoviny o molekulové hmotnosti do 100 tisic, napf.transferin. Porucha se
oznacuje jako glomerularni selektivni proteinurie. Je-li poskozeni glomerularni membrany vétSiho
stupné, najdeme v moci i bilkoviny s vétsi molekulovou hmotnosti , napt.imunoglubuliny. Jedna se
glomerularni neselektivni proteinurii. Pacient ztraci moci velké mmnozstvi bilkovin, gramy az
desitky gramt.

Tubularni proteinurie

Pfi poskozeni tabularnich bunék nemohou byt bilkoviny, které¢ prosly glomerulem, vstiebavany a
dostavaji se do definitivni moci.. Typicky je nalez bilkovin s mensimi molekulovymi hmotnostmi —

napf.3,-mikroglobulin, a,;-mikroglobulin, lyzozym ad.

Postrenalni (subrenalni) proteinurie



Bilkoviny pochazeji z moCovych cest, napt. pfi zanétech a krvacenich. V moci jsou soucasné
leukocyty, pfip.erytrocyty.

Prerenalni proteinurie

Funkce ledvin neni posSkozena. Pacient ma v krvi bilkovinu s malou molekulou, ktera prochazi
glomerulem — napf. hemoglobin pfi masivni hemolyze, nebo myoglobin pfi pfi zhmozdéni svali,

Bence —Jonesova bilkovina u mnohoc¢etného myelomu.

Arteficialni proteinurie

Pacient ptidava bilkovinu do moce zamérn¢ (obvykle vajecny bilek

Typ proteinurie lze prokazat napt. PAGE- SDS-elektroforézou.

Prukaz Bence-Jonesovy bilkoviny v moci - paraprotinemie

Bence Jonesova bilkovina (BJB) byva prokazovana v moci pii onemocnéni mnohocetnym myelomem.
Mnohocetny myelom vznika klonalni proliferaci plazmatickych bunék produkujicich protilatky.
V kostni dfeni vznikne zhoubny kmen téchto bunék (myelomovych bun€k). Od funkénich plazmocytt
se lisi nekontrolovanym mnozenim a dlouhym zivotem v kostni dfeni. Myelomové buiiky produkuji
monoklonalni imunoglobuliny, tzv.paraproteiny, které se daji v plazmé prokazat elektroforeticky.
Nejcastéji se jedna o kompletni molekulu imunoglobulinu, v nékterych piipadech se do plazmy
dostanou jen lehké tetézce. Lehké fetézce snadno pronikaji glomerulem a dostavaji se do moci.
Nazyvaji se Bence-Jonesova bilkovina (BJB), v moci se vyskytuji ve form¢& monomert, dimeri i
fragmentd o nizké molekulové hmotnosti, vykazuji také velky stupeni polymerace. Jejich koncentrace

v moc¢i mize dosahnout az nékolik desitek g/l.

BJB ma neobvyklé precipita¢ni vlastnosti, po okyseleni kyselinou octovou pti zahiivani (kolem 60°C)
vzniké zékal, ktery se pti delSim zah#ivani (varu) rozpousti. Tento termoprecipitacni test je vSak malo

citlivy a ma jen historickou cenu.

Pro stanoveni Bence Jonesovy bilkoviny neni vhodné pouziti béznych diagnostickych
prouzkti Albuphan, které jsou zaloZeny na principu proteinové chyby acidobazického
indikatoru. Tyto prouzky indikuji albumin, avSak jsou vyrazné méné specifické na globuliny,
glykoproteiny a Bence Jonesovu bilkovinu. Na posouzeni zvysené proteinurie, ktera mize byt
zpiisobena 1 jinymi bilkovinami (napt.BJB) je vhodna reakce s kyselinou sulfosalicylovou,
ktera vykazuje vysokou citlivost a lze ji pouzit jako rychly screening zvlasté pti podezieni na
piitomnost Bence Jonesovy bilkoviny. V piipad€ pozitivity nasleduji dalsi biochemicka
vySetfeni. V soucasné dob¢ je nejcastéjSim postupem hodnoceni BJB elektroforéza proteint



s naslednou imunofixaci. Pfi imunofixaci se k elektroforeogramu piidavaji protilatky proti
jednotlivym imunoglubuliniim a na zakladé specifické precipitace se hodnoti typ
monoklonalniho imunoglobulinu. Stanoveni Bence Jonesovy bilkoviny patii mezi dilezité
testy v diferencidlni diagnostice monoklonalnich gamapatii.

Hodnoceni Bence Jonesovy bilkoviny:

Bence Jonesova bilkovina se v moc¢i miize vyskytovat v koncentraci od n€kolika mg/l az po desitky

g/l.  Stanoveni Bence Jonesovy bilkoviny patii mezi dualezité testy v diferencialni diagnostice
monoklonalnich gamapatii.






