VYSETRENI BILKOVIN V KREVNIM SERUA
V MOCI.ELEKTROFOREZA PROTEINU

Témata k zopakovani

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

Uvod

V krevni plazmé se nachazi né€kolik desitek rtiznych bilkovin. Li§i se svym zastoupenim, funkci a
strukturou. VétSina bilkovin plazmy s vyjimkou imunoglobulinti je syntetizovana v jatrech. Z hlediska
funkce lze 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 ti¢inkem volnych radikalii 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. Méti se absorbance v pasu kolem 550 nm.
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Standardni biuretové cinidlo 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 okamzité s dostupnymi povrchovymi peptidovymi vazbami a reakce dobiha, jak se postupné
obnazuji dalsi vazby pti denaturaci bilkoviny.

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

K hypoproteinemii dochazi pti poruSe proteosyntézy u jaternich chorob, u podvyzivy a v prubéhu
tézkych akutnich infekénich chorob nebo rozsahlych nadorovych onemocnéni, téz pfi nadmérnych
ztratach albuminu v exsudatech nebo moci. Relativni pokles koncentrace nastava pii ziedéni plazmy

(objemné inflze nebo zastava vylucovaci ¢innosti ledvin).

Hyperproteinemie je méné Castym ndlezem. Pfic¢inou byva dehydratace organismu pii nadmérné ztraté
tekutin (dlouhodobé zZiznéni, vysilujici prijmy, zvraceni), nebo zvySena syntéza imunoglobulinil (napf.
v pribéhu chronickych zanétl nebo u tzv. gamapatii).

1.2 Stanoveni albuminu v séru

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

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

Princip: Albumin vaze pomérné 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 vyssi vinové délce. Reakce probihd ve slabé kyselém prostiedi, za
pritomnosti povrchové aktivnich latek. Obecné se vyuzivaji ta barviva, ktera tvoii ochotnéji komplex
s albuminem neZ s ostatnimi bilkovinami séra. Na stejném principu spoc¢iva i detekce proteinurie
diagnostickymi prouzky albuPHAN. Protoze lidsky a animalni (napf.bovinni) albumin maji rtizné

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 nejéastéji odrazem bud’ sniZzené proteosyntézy v jaternich buinikach (patologické
procesy v jatrech nebo nedostate¢ny ptivod bilkovin potravou) nebo nadmérnych ztrat albuminu (napf.
moci, u rozsdhlych popalenin nebo u chronickych zanéti traviciho ustroji), které nemohou byt
kompenzovany ani zvySenou proteosyntézou v jatrech. Hodnoty jsou ovlivnény také zménami jeho
distribuce (Unik do ascitu). Albumin mé poloc¢as 15-20 dnii, neklesd tedy u akutnich poruch. U
chronickych jaternich chorob jeho hladina postupné klesa, obvykle se soucasnym vzestupem gama-
globulintl, takZe celkova koncentrace bilkovin se neméni. Hladina albuminu klesa i u pokrocilych
cholestaz, soucasné stoupaji -globuliny. Vyrazné snizeni je typické hlavné pro alkoholické cirhozy,

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

Elektroforéza proteini

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

Indikace tohoto vySetfeni jsou:

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

2. dopliikové vysetieni pii patologickém nalezu jinych laboratornich testd (zvySeni sedimentace
erytrocytd, proteinurie, hypoproteinemie apod).

Hodnoceni

Proteiny lidského séra se rozdeli do 5 zakladnich zon. Elektroforeogram se hodnoti denzitometricky
pii vinové délce 570 nm jako podil integrované absorbance jednotlivych frakci z celkové absorbance

separovaného vzorku. Orienta¢ni hodnoceni lze provést i vizualné.



(+)

ici pohyblivosti):
Proteinova frakce | Charakteristika Referencni rozmezi | Priklady
Albumin vyrazny pas v Cele 0,52-0,70 Prealbumin, albumin
0;-Globuliny nevyrazny Uzky pas 0,02-0,05 a;-Glykoprotein, 0;-antitrypsin
0,-Globuliny difuzni pas 0,05-0,10 Ceruloplasmin, haptoglobin
B-Globuliny Casto rozdéleny na 3; a 3, 0,06-0,13 Transferrin, fibrinogen
y-Globuliny velmi Siroky pas 0,10-0,19 Imunoglobuliny

Pro nékteré patologické stavy jsou zmény ve spektru sérovych proteinti charakteristické. V ranné fazi
akutnich zanétlivych onemocnéni dochazi ke zvySeni 0 ;- a 0,-globulini (tzv. reaktantii akutni faze),
pozdé&ji se zvySuji y-globuliny a snizuje albumin. Pro chronické zanéty je typické zvysSeni y-globulint.
Rovnéz dal§i onemocnéni jsou spojena s vyraznymi zménami spektra proteinli, napf. nefroticky

syndrom, n¢které 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 ztratdm vit.A do moci.
Snizeni:

= proteinova malnutrice
= tézké hepatopatie

Alfal-globuliny
Alfal frakce

= alfal-inhibitor proteaz (alfal-antitrypsin) — vznika v jatrech, zvysena koncentrace pii
zanétech.Snizena koncentrace u tézkych hepatopatii.




= alfal-kysely glykoprotein (orozomukoid) — vznika v jatrech, stoupa u ukautnich zanétd, 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. Velka molekula, $patné pronika 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 stavii. Pokles pfi poruchach proteosyntézy v jatrech. Nizka az témer
neméfitelnd koncentrace sveédci pro intravaskularni hemolyzu.

= Ceruloplazmin - vaze a transportuje m¢’d. Fyziologicky vzriista v téhotenstvi

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

Beta-globuliny
Beta frakce

= transferin — syntéza v jatrech. Transportuje Fe. Vzrtsta 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 pii piebytku Fe a porusené proteosyntéze.
U alkoholikii — bezsacharidovy transferin (CDT)

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

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

= beta-lipoprotein (LDL)

»  Dbeta2-mikroglobulin — je soucasti HLA systému na povrchu bun¢k. Tumorovy marker.
Zvysena koncentrace mize byt pric¢inou amyloidozy

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

=  Fibrinogen — plazmaticka bilkovina. Pohybuje se mezi frakcemi 3 a y. Vzestup je souéasti
akutni odpovédi organismu, vysoké koncentrace u zanétli. Pokles u hepatopatii nebo zvysenou
spotiebou (intravaskularni koagulopatie).

Gama-globuliny
Gama frakce|

= Ig G —nejvetsi podil plazmatickych imunoglobulind.

= IgA
= IgM
= IgDh

= IgE



Hypoimunoglobulinemie: fyziologické poruchy u novorozencii, dédi¢né poruchy syntézy, ziskané
poruchy syntézy u nadort, ztrata imunoglobulinti napf.pti nefrotickém syndromu

Hyperglobulinemie — polyklonalni pfi chronickych zanétech, chronickych hepatopatiich,
autoimunitni choroby, monoklonélni - myelom

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

Nejvyraznéj§i je vzestup o a, globulind, ¢asto i [3,-globulind.

Cim jsou zpiisobeny zmény v bilkovinném spektru?

Typ chronického zanétu

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

Vysvetlete priciny nalezii.

Typ chronické hepatopatie

U nemocnych s fibréozou az cirhdzou nachazime snizeny podil albuminu, o; o, globulinti i [3-
globulinti. Typicky je nalez y-globulinové frakce,, difuzni a ptimo nasedajici na [-globuliny. (B-y
bridging)

U akutni hepatititidy je obraz akutniho zanétu. U tézkého prubéhu klesa albumin a a,-globuliny.

Pokuste se vysvétlit tyto nalezy.

Typ nefrotického syndromu

Typicky je veliky pokles koncentrace albuminu, obvykle i y-globulinti. Naproti tomu a, ¢asto i [3-
globuliny vyrazn¢ stoupaji.

Pokuste se vysvétlit tyto ndlezy.

Malnutriéni typ

Typicka je hypoalbuminemie a pokles (3;-globulind. Je-li soucasné nedostatek zeleza, zmény v [3;-
globulinech se nemusi projevit. Nékdy byva pozorovano zvyseni o, a a, globulini.

Pokuste se vysvetlit nalez



Monoklonalni hyperimunoglobulinemie.

Uzky prouzek monoklonalniho imunoglobulinu kdekoli od a; po Yy frakci. Byva nizsi koncentrace

2%

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

Dikaz proteinurie

Za fyziologickych okolnosti pronikd bazalni membranou glomeruld do filtratu jen mala cast
plazmatickych proteinti, z nichZ je vétSina resorbovana v tubulech. V moci se pak za den fyziologicky
vylou¢i nejvySe n€kolik miligrami malo rozmérnych globulinii 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 oznacuje vylu¢ovani vice nez 150 mg proteint za den.

V prubéhu dne je vyluovani proteinti moci u zdravého cloveka asi dvakrat vétsi nez v noci (zavislost
na poloze t¢la, na namaze). Proto je nutné vysetiovat prvni ranni mo¢ (zachyceni no¢ni klidové
proteinurie). Pfi pozitivnim vysledku opakujeme vySetfeni nékolik dni po sob€, abychom odlisili
fyziologickou piechodnou proteinurii od patologické (z pfi¢in prerenalnich, renalnich nebo
postrenalnich). "Neskodné" fyziologické proteinurie se vyskytuji zvlasté u mladych osob pfi

zhorSeném prokrveni ledvin, napf. po télesné namaze, silnych emocich, dlouhém stani.

Po zjisténi proteinurie musi nezbytné nasledovat vySetieni hematurie, morfologické vysetfeni
mocového sedimentu, mikrobiologické vySetfeni moci, podle potieby funkcéni zkousky ledvin,
kvantitativni stanoveni proteinurie (napf. biuretovou reakci) a urCeni jejiho typu (napf. SDS-

elektroforézou v polyakrylovém gelu).

Jen podle koncentrace proteinti nelze usuzovat na zavaznost pri¢iny, n¢kdy i nepatrnd proteinurie

mize byt priznakem velmi zavazného stavu.

Prikaz proteinurie sulfosalicylovou kyselinou

Pasobenim sulfosalicylové kyseliny bilkovina denaturuje, coZ se projevi tvorbou zékalu az srazeniny

v zavislosti na mnozstvi pritomné bilkoviny.

Hodnoceni
Zkouska je velmi citliva (Ize prokazat bilkoviny v koncentraci asi od 100 mg/l), je proto vhodna pro
screeningova vySetieni. Pokud je negativni, je zbyteCné provadét dalsi zkousky. Slabé pozitivni

vysledek jesté proteinurii nemusi prokazovat, musi byt potvrzen nekterou dalsi zkouskou.



Prukaz 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 indikatorem a kyselym pufrem o hodnoté pH 3. Po smoceni v roztoku obsahujicim proteiny
indikator nabude zbarveni odpovidajici podstatné vyssi hodnoté pH, nez které v indikacni zoné

zajistuje pufr (indikator vykazuje proteinovou chybu).

Hodnoceni

Exkrece proteinit 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". Pfi proteinurii vznika zbarveni zluté zelené az modré.

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

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

Typy proteinurie

Podle typu bilkovin pfitomnych v moci rozlisSujeme né¢kolik typt proteinurie.

Glomerularni proteinurie

Dochazi k ni pfi poskozeni glomerulti. Pfi¢inou je zejména ztrata negativniho ndboje glomerularni
membrany (kyselina sialova v povrchové vrstv€é membrany). Pfi mirném poskozeni nachazime v moci
zejména albumin a bilkoviny o molekulové hmotnosti do 100 tisic, napf.transferin. Porucha se
oznacuje jako glomerularni selektivni proteinurie. Je-li poskozeni glomeruldrni membrany vétsiho
stupn¢, najdeme v moci i bilkoviny s vétsi molekulovou hmotnosti , napf.imunoglubuliny. Jedna se
glomerularni neselektivni proteinurii. Pacient ztrdci moci velké mnozstvi bilkovin, gramy az

desitky grami.

Tubularni proteinurie

Pti poskozeni tabularnich bunék nemohou byt bilkoviny, které prosly glomerulem, vstiebavany a
dostavaji se do definitivni moci.. Typicky je nalez bilkovin s men$imi molekulovymi hmotnostmi —

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

Postrenalni (subrenalni) proteinurie



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

Prerenalni proteinurie

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

Bence —Jonesova bilkovina u mnohoc¢etného myelomu.

Arteficialni proteinurie

Pacient ptidava bilkovinu do moce zamérné¢ (obvykle vajecny bilek

Typ proteinurie 1ze prokazat napt. PAGE- SDS-elektroforézou.

Prikaz Bence-Jonesovy bilkoviny v mo¢i

Bence Jonesova bilkovina (BJB) byva prokazovana v mo¢i pti onemocnéni mnohoc¢etnym myelomem,
Mnohocetny myelom vznika klonalni proliferaci plazmatickych bunék produkujicich protilatky.
V kostni dfeni vznikne zhoubny kmen téchto bunék (myelomovych bun¢k). Od funkénich plazmocyta
se lisi nekontrolovanym mnozenim a dlouhym zivotem v kostni dfeni. Myelomové butiky produkuji
monoklonalni imunoglobuliny, tzv.paraproteiny, které se daji v plazmé prokazat elektroforeticky.
Nejcastéji se jednd o kompletni molekulu imunoglobulinu, v nékterych piipadech se do plazmy
dostanou jen lehké fetézce (kappa a lambda). Lehké fetézce snadno pronikaji glomerulem a dostavaji
se do moci. Nazyvaji se Bence-Jonesova bilkovina, v moci se vyskytuji ve form¢ monomerti, dimerti
i fragmentd o nizké molekulové hmotnosti, vykazuji také velky stupen polymerace. Jejich koncentrace
v mo¢i mize dosahnout az n¢kolik desitek g/1.

Na posouzeni zvysSené proteinurie se vyuziva reakce s kyselinou sulfosalicylovou, ktera slouzi jako
rychly screening zvlasté pfi podezieni na pritomnost Bence-Jonesovy bilkoviny. Pouziti béznych
diagnostickych prouzkti Albuphan neni vhodné, nebot’ tyto prouzky indikuji pfevazné albumin, a jsou
vyrazné¢ mén¢ specifické na globuliny, glykoproteiny a Bence Jonesovu bilkovinu. V pfipad¢ zvysSené
proteinuriec nasleduji dalsi biochemicka vySetfeni, kvantitativni stanoveni bilkovin v moci a

elektroforetické stanoveni proteind v moci.

V souCasné dobé nejcastéjSim postupem hodnoceni monoklonalnich gamapatii je kombinace
biochemickych metodik. Jako zékladni screeningovy postup slouzi elektroforéza bilkovin séra a moce,

a vpripadé pozitivity paraproteinii se poté provadi imunofixacni elektroforéza bilkovin. Pii



imunofixaci se kprovedenému elektroforeogramu piridavaji protilatky proti jednotlivych
imunoglobulinim a lehkym fetézciim a na zakladé specifické precipitace se hodnoti jejich typy. Pro
kvantitativni stanoveni BJB v moci se pouziva citlivd imunochemickd metoda vyuzivajici reakce se
specifickymi protilatkami proti BJB s naslednym turbidimetrickym méfenim vzniklého nerozpustného

imunokomplexu.

Hodnoceni Bence Jonesovy bilkoviny:

Bence Jonesova bilkovina se v moc¢i miize vyskytovat v koncentraci od nékolika mg/l az po desitky
g/l.  Stanoveni Bence Jonesovy bilkoviny patii mezi dulezité testy v diferencialni diagnostice

monoklonalnich gamapatii.

1.1 Prukaz mikroalbuminurie

U zdravych jedinct nepiekroc¢i obvykle vylucovani albuminu moé¢i hodnotu 30 mg/den. Pii malém
zvyseni permeability bazalni membrany glomerulti dochazi ke zvysené exkreci proteinl se stiedni
molekulovou hmotnosti, nejvice albuminu (M, 68 000). ZvySené vyluCovani albuminu moci, které
predpovida pocatecni fazi nefropatie (ktera je jesSté reverzibilni), ale které neni detekovatelné
kvalitativnimi metodami realizovanymi béznymi testovacimi prouzky pro pritkaz proteinti v moci, ¢i
jinymi metodami kvalitativni analyzy, se oznacuje jako mikroalbuminurie (coz odpovida koncentraci
albuminu v rozmezi 30-299 mg/24 h). Bézné testy na proteinurii maji citlivost pfiblizné nad 100 mg/1.
Toto malé mnozstvi albuminu (mikroalbuminurie) jesté neni prokazatelné béznymi testy na proteinurii
(citlivost nad 100 mg/1).

Stanoveni se provadi ve 2. rannim vzorku moce, po vylouceni manifestni proteinurie, nebo ve sbirané
moci béhem no¢niho odpocinku. Perzistentni mikroalbuminurie je potvrzena opakovanym pozitivnim
nalezem ve dvou ze tfi vysetieni provadénych béhem jednoho tydne v intervalu 3—6 mésicti. Potieba
zvyseného poctu méfeni je dana vysokou hodnotou intraindividualni biologické variace albuminu v
moci.

1.1.1 Diikaz mikroalbuminurie diagnostickymi prouzky MicroalbuPHAN

Diagnostické prouzky MicroalbuPHAN (Erba Lachema) jsou ur€eny pro semikvantitativni stanoveni
mikroalbuminurie. Prouzek obsahuje zonu pro stanoveni albuminu a zénu pro stanoveni kreatininu.
Test na stanoveni albuminu v mo¢i je zaloZen na principu zmény acidobazického indikatoru
(,,proteinova chyba™) a test na stanoveni kreatininu je zalozen na reakci kreatininu s 3,5-

dinitrobenzoovou kyselinou v alkalickém prostiedi.

MicroalbuPHAN lze pouzit jako screeningovy test, pozitivni mikroalbuminurie by méla byt potvrzena
kvantitativnim stanovenim (napf.imumonefelometricky). Vyhodnoceni lze provést vizualné nebo za

pomoci stolniho analyzatoru (typ LAURA Smart, umoznujici vyhodnotit pomér albumin/kreatinin)
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Material: Diagnostické prouzky MicroalbuPHAN (Erba-Lachema),vzorky moci.

Provedeni

& Prouzek kratce (1-2 s) ponoite do vySetfované Cerstvé, nijak neupravované moci tak, aby indikacni
zona byla stejnomérné smocena. lhned vyjmete, pfebytecnou kapku otfete o okraj nadobky.

Prouzek ponechte ve vodorovné poloze.

& Po 1 minuté srovnejte zbarveni zén s predtiSténou barevnou stupnici pro semikvantitativni

vyhodnoceni koncentrace albuminu a kreatininu, nalepenou na pouzdte pro prouzky.

% Hodnoceni
& Pfednost ma stanoveni ve sbirané moci béhem no¢niho odpoc¢inku.Ve vzorku ranni
moce piiblizna horni mez fyziologické koncentrace albuminu je 20 mg/l. Kvantitativné koncentraci
albuminu v rannim vzorku moce Ize hodnotit pouze pti soucasném stanoveni latkové koncentrace
kreatininu ve stejném vzorku moce. Fyziologické hodnoty jsou < 3,0 mg albuminu/mmol kreatininu.
& Zvysené hodnoty signalizuji pocatek poruchy glomerularni filtrace (napft. u diabetik
v diisledku neenzymové glykace kolagenu v bazalni membrané glomeruld nebo u hypertonika
v dasledku zvyseného filtra¢niho tlaku).

1.2 Orientaéni hodnoceni dusikové bilance

Pojem dusikova bilance vyjadiuje rozdil mezi hmotnosti dusiku pfijatého do organismu potravou ve
formée proteinti nebo aminokyselin a hmotnosti dusiku, ktery byl z téla vyloucen.



Pti orientacnich vypoctech se pocitd mnozstvi dusiku vylouceného moci (za jehoz miru se poklada
mnozstvi vylou¢ené mocoviny) a ke zjisténému mnozstvi se piipocitava 1,0 g/d na ostatni ztraty
dusiku (stolici, potem).

Hmotnost dusiku piijatého potravou (V) — vzhledem k tomu, Ze proteiny obsahuji primérmné 16 %

dusiku, se vypocte ze vztahu:

Ny = hmotnost pfijatych proteind (g) x 0,16 (g/24h)

Hmotnost dusiku vylou¢eného mo¢i (Noyr) se orientaéné vypocita na zakladé udaje o mnozstvi
vylouc¢ené mocoviny. Vychazi se pfi tom z uvahy, ze mocovina ¢ini 84 % dusiku vylouc¢ené¢ho moci a
ze 1 mmol moc¢oviny obsahuje 0,028 g dusiku:

Nour = (CugpaImoc X Vy % % % 0,028 + 1 (g/24h)

kde (cyrea)moc je koncentrace mocoviny v moci v mmol/l, ¥, diuréza v litrech.

V piipadé masivni proteinurie je tieba k takto vypoctené hodnoté pficist hmotnost dusiku, vylou¢enou
moci (Oprot X 0,16 X V), kde Prrot je hmotnostni koncentrace proteind v moci.

» Vypoctéte odpad dusiku za 24 h na zakladé koncentrace mocoviny v moci 250 mmol/I.

» Zhodnot'te dusikovou bilanci za pfedpokladu, Ze vysetfovana osoba ptijala v potravé za den
90 g proteind.

Hodnoceni

Vyrovnana dusikova bilance (mnozstvi pfijatého dusiku se rovna jeho ztratdm) je za normalnich

okolnosti u zdravého dospélého ¢loveka.

Pozitivni dusikova bilance (vyssi prijem dusiku nez jeho ztraty) je charakteristickd napf. pro rostouci
organismus nebo rekonvalescenci. Navozeni pozitivni dusikové bilance je rovnéz zadouci u pacientti

s chronickou renalni insuficienci a u dalSich chorob.

Negativni dusikova bilance je vétSinou spojena se zavaznym poskozenim zdravi (tézké infekce,
urazy, operace, popaleniny, nedostatek proteinii nebo hladovéni). Organismus vyuziva jako zdroj
energie vlastni proteiny, odpad dusiku stoupa na desitky gramil za den. Stav se zpravidla projevuje
vyraznym poklesem télesné hmotnosti — ztrata 1 g dusiku odpovida piiblizné ztraté 6,25 g proteind, t;.
25-30 g svalové hmoty.

1.3



