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VySetieni proteinurie a jeji identifikace

Abstrakt

Proteinurie jakoZzto pfitomnost bilkoviny v moci, se u zdravé populace prakticky
nevyskytuje, Casto byva objektivnim piiznakem vaznych onemocnéni, prevazné
vylucovaciho, kardiovaskularniho systému ¢&i  metabolickych poruch. Vcasna
diagnostika je velice dilezitd, kdy mimo provedeni dalSich klinickych vySetfeni je nutné
moc¢ vysettit ve specializovanych biochemickych laboratofich pomoci vhodnych metod.
Hlavnim cilem prace je vysetfit 29 vzorkd moce, ve kterych bude zjistovana ptitomnost
bilkovin. Vysetfeni bude probihat kvalitativné, prostfednictvim elektroforézy na
agarozovém gelu. Kvalitativni vySetieni jednorazovych vzorkt bylo provadéno také
pomoci vySetieni diagnostickymi prouzky a vySetfenim zkouSkou s kyselinou
sulfosalicylovou, kterd vSak registruje vSechny pfitomné proteiny. Déle byla v ramci
bakalafské prace pouzita kvantitativni metoda imunoturbidimetrie a analyza pomoci
fotometrické metody fungujici na vazbé¢ barviva spolu s bilkovinou. Analyzovana mo¢
byla zpracovana na pracovisti klinické chemie Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s., ze
vzorki détské moci 1 moci dospélého cloveéka. Vzorky byly zpracovany pod odbornym
dohledem laboratornich pracovnikli, rovnéz pomoci piistrojového vybaveni — piistroji
ADVIA Chemistry a Sebia. Vysledkem bakaldiské prace je prezentace vysledkl
ziskanych pfi vlastnim vySetfeni moci. Pfinosem bakalaiské prace je fakt, ze zakladni
informace ziskané =z vySetieni moce po jejich analyze a interpretaci ptispcji

k porozuméni problematiky identifikace proteinurie pro praci zdravotniho laboranta.
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Examination of proteinuria and its identification

Abstract

Proteinuria as the presence of protein in urine is practically non-existent within the
healthy population. Often, it is an objective symptom of serious illnesses, mostly of
urinary or cardiovascular system or metabolic disorders. An early diagnosis is very
important. Besides performing further clinical examinations, it is necessary to examine
the urine in specialized biochemical laboratories using appropriate methods. The main
objective is to examine 29 urine samples, in which the presence of proteins will be
detected. The examination will be done quantitatively by electrophoresis on an agarose
gel. Immunoturbidimetry method and analysis using photometric method, which works
on binding dye along with protein, was used further within the thesis. Qualitative
examination of single-use samples was performed by using diagnostic examination
papers and by testing with sulfosalicylic acid; however, this one registers all the
proteins present. The analyzed urine was processed at the department of clinical
chemistry at Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s., from children and adult urine samples.
The samples were processed under specialised supervision of laboratory workers, also
by using laboratory devices such as - ADVIA Chemistry and Sebia. Final conclusion of
thesis is to present results obtained in the urine examination itself. Benefit of the thesis
is the fact, that the basic information obtained from examination of urine after its
analysis and interpretation will contribute to understanding the problems of

identification of proteinuria for the work of a medical laboratory technician.
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Uvod

Pro lidsky organizmus jsou ledviny nepostradatelné, tak jako napiiklad srdce, plice nebo
mozek. Navic poruchy ledvin maji vliv na dalsi nemoci, hlavné na nemoci

kardiovaskularniho systému.

Chronické onemocnéni ledvin, stejné jako pocatecni stadia ledvinnych onemocnéni,
nemusi pacienta bolet. V ranych stadiich nékdy nedochazi ani k projeviim, mezi které

muze patiit krev v mo¢i, otoky nohou, tinava, vyssi krevni tlak nebo ¢asté moceni.

vyskytu dalsich onemocnéni (Svétovy den ledvin, 2016a). Podle odbornych odhadt
kazdého desatého Cecha postihuje onemocnénim ledvin. Mnozi lidé viak nevédi, Ze se
u nich zakeina choroba rozviji. Nakonec cca u deviti tisic pacientti v Ceské republice
ledviny upln¢ selzou, pacienti pak musi chodit na dialyzu nebo podstoupit transplantaci

ledvin. (Peiskerova, 2010).

Kvalita zivota pacientd, ktefi jsou IéCeni dialyzou, se vyrazné zhorSuje. Do
zdravotnického zatizeni musi dojizdéet trikrat tydné€, oSetieni trva asi Ctyfi hodiny. Tato
lécba je navic velice drahd, pojistovnu stoji vice nez milion korun ro¢né (Peiskerova,

2010).

Na transplantaci ledviny se v CR &eka v priméru 1,5 roku. (Svétovy den ledvin, 2016b)
Proteinurii je tedy tfeba vcéas diagnostikovat a 1é¢it, taktéz sledovat prubéh 1écby.
V nefrologii ma své nezastupitelné misto, soucasna diagnostika se zamétuje zejména na
vySetieni celkové bilkoviny a albuminu v moci. Aby nedoslo k nebezpeci z prodleni, u
diabetikii a hypertoniki se doporucuje pravideln¢ stanovovat tzv. mikroalbuminurie.

(Tesaf et al., 2014).

Vzhledem k zavaznosti této problematiky je také kazdoro¢né Mezinarodni federaci pro
nemoci ledvin (International Federation of Kidney Foundations) a Mezinarodni
nefrologickou spole¢nosti (International Society of Nephrology) vyhlasovan Svétovy
den ledvin (Word Kidney Day), ktery pfipada vzdy na druhy ¢tvrtek v mésici bfeznu.
Cilem této akce je zvysit informovanost odborné i laické vefejnosti o véasné diagnostice

a 1écbe onemocnéni ledvin (Svétovy den ledvin, 2016b).



1 Teoreticky diskurz
1.1 Anatomie ledvin

Ledviny jsou parovy organ, ktery je ulozen po obou stranach patetre mezi 11. hrudnim a
3. bedernim obratlem v retroperitonedlnim prostoru. Jsou Siroké asi 5 cm, dlouhé 11 cm
a tlusté ptiblizn€ 2,5 cm. Jedna ledvina vazi okolo 150 g, pficemz prava ledvina je diky
velikosti jater asi o 1 az 1,5 cm ulozena niZe nez leva. Ledvina v nezvétSeném stavu je
nehmatna, jen u hubenych lidi mize byt pii hluboké palpaci hmatny dolni pol pravé
ledviny (Spinar et al., 2008). Zezadu jsou ledviny kryty patefnim svalem, levou ledvinu
obklopuje slinivka bfi$ni, lanik a tracnik. Prava ledvina pfiléha k jatriim, dvanactniku a
tracniku. Obé¢ ledviny jsou kryty tukovym vazivem, které mé ochranou funkci (The
Human Body, 1992).

Makroskopicky c¢lenime ledvinu na kiru a dfen, v kafe jsou uloZeny glomeruly,
proximalni a distalni tubulus. Ve dfeni je zanofena Henleova klicka (ma tvar vlasenky),
navazuje na distalni tubus, ktery ptfechazi do sbérného kanalku. Ten odvadi mo¢ do

ledvinové panvicky (Rokyta et al., 2000).

1.2 Fyziologie ledvin

Zakladni funkéni jednotkou je nefron. Sklada se z glomerulu, Bowmanova pouzdra,

proximalniho tubulu, Henleovy klicky, distalniho tubulu a sbéraciho kanalku. (Rokyta
et al., 2000)

Glomerulus se skladad z klubicka kapilar, ptivodné arterioly (vas afferens) a tenci
odvodné arterioly (vas efferens). Rozdilem v priméru arteriol je zde anatomicky
zajiStén vySS$i krevni tlak neZ v ostatnich arteriich, coz umoZziuje filtraci krve
Vv glomerulu. Odvodna céva se dale znovu déli do kapilarniho fecisté peritubularniho
aparatu a vasa recta (Rokyta et al., 2000) - efer. arterioly juxtamedularnich nefroni
(Kittnar et al., 2011), které jsou umisténé na rozhrani kiry a dfené, doprovazi sestupné
raménko Henleovy klicky (Dusikova, Mad’a, 2014). Krev v ledvinach prochazi sériové
fazenymi dvéma kapildrnimi fecisti, ktera souhrnné nazyvame portalni obéh ledvin

(Rokyta et al., 2000). Kulovity Bowmantiv vacek obaluje glomerulus. Ten je tvoren



buitkami podocyty, které jsou spojeny vyrustky a tvofi ultrafiltr. Mezi dvéma listy
Bowmanova pouzdra se filtruje krevni plazma, kterd pak odtéka do proximalniho

tubulu. (The Human Body, 1992).

Proximalni tubulus je vystlan jednovrstevnatym epitelem a obepind ho druh sit’ kapilar.
Probiha zde reabsorpce do krve ¢asti vody, soli a dalSich dilezitych latek. Odpadni
latky vSak ziistdvaji v moci, ktera se shromazd’'uje ve sbérném kandlku a odkud odtéka

do ledvinné panvicky (The Human Body, 1992).

Tvorba definitivni moci je ukonfena na papile ledviny, odsud zadina odsun
Z organismu. Moc¢ odchazi skrz vyvodné cesty mocové, které jsou tvoreny kalichy a
panvi¢kami ledvin, mocovody, mocovym méchyiem a uretrou. Ve vyvodnych cestach
mocovych jsou dva zasobniky moci. Mensi je ledvinova panvicka a vétsi je mocovy

méchyt (Trojan et al., 1994).

1.2.1 Funkce ledvin

Ledviny maji n¢kolik funkci. Vylucuji z téla skodlivé zplodiny metabolismu, cizorodé
latky a také latky, které by mohly byt vyuzitelné, paklize by nebyly v dany moment
prili§ koncentrované, napi. ionty (Rokyta et al., 2000). Jde zejména o ureu, kreatinin,

kyselinu mocovou, metabolity hormont, 1€kt ¢i 1éky jako takové (Racek et al., 2006).

Ledviny jsou dale dulezité jako reguldtor extracelularni tekutiny, zachovavaji jeji staly
objem a slozeni, maji také vliv na regulaci krevniho tlaku (Rokyta et al., 2000), mimo
jiné i syntézou vazodilata¢nich faktort (kinint, prostaglandint) (Vokurka et al., 2005).
Udrzuji tedy stalost vnitfniho prostfedi, to znamend osmoticky tlak, koncentraci

zakladnich minerali a vodikovych iont (pH) (Racek et al., 2006).

Ledviny produkuji i biologicky aktivni latky - hormony renin a erytropoetin, kalcitriol.
Maji soucasn¢ metabolickou funkci (Racek et al., 2006). Probiha zde naptiklad
glukogenese — tedy proces tvorby molekul glukozy z latek nesacharidové povahy
(Fontana et al., 2016).
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1.2.2 Vstiebavani jednotlivych ldtek v ledvindch

Voda - vstiebava se aktivné i pasivné. Pasivné v proximalnim tubulu a aktivné
v distalnim tubulu v zavislosti na stavu extracelularni tekutiny (ECT). Aktivni
vstiebavani je fizeno hormonem vazopresinem (Rokyta et al., 2000), také ADH-

tj. antidiuretickym hormonem (Antidiureticky hormon, 2015).

Sodik — vstiebava se pasivné i aktivné za pomoci Na/K pumpy. Zpétné vstiebavani Na*
iontl je fizeno hormonem aldosteronem. Spolu se sodikem se resorbuje také voda a

vylucuje draslik (Rokyta et al., 2000).

Draslik — vylucuje se vyménou za resorbovany sodik v distdlnim tubulu a sbérném

kanalku. Vydej K* je fizen aldosteronem (Rokyta et al., 2000).

Chloridové ionty — vétSinou se vstiebavaji spole¢né s ionty Na*, v proximalnim tubulu i

pasivné (Rokyta et al., 2000).

Hydrogenkarbondtové ionty — vstfebavaji se v zavislosti na potfebdch homeostazy jen

aktivné (Rokyta et al., 2000).

Glukéza — jde o tzv. prahovou latku, kdy do urcit¢ hladiny glukézy v krvi (ledvinovy
prah, jehoz hodnota je 8-10 mmol/l) je proximalni tubulus schopny vSechnu glukézu
aktivn¢ vstfebat. Paklize dojde k pfekroceni této hladiny, objevuje se glukdza

Vv definitivni mo¢i a dochazi k tzv. glykosurii (Rokyta et al., 2000).

Proteiny — jsou filtrovany z plazmy do glomerularniho filtratu v mnozstvi asi 30 g
denn¢. Jsou pfiliS§ velké na to, aby se reabsorbovaly bé&znymi transportnimi
mechanismy, dostavaji se zpét do krve pinocytézou. Shromazdi se u kartacového lemu
membrany, jsou obemknuty a vpraveny dovniti buitky. Tam jsou rozlozeny na

aminokyseliny a absorbovany do intersticialni tekutiny (Rokyta et al., 2000).
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1.3 Moé
1.3.1 Tvorba modi

Moc¢ je tvofena v ledvinach pomoci glomeruldrni filtrace, tubularni resorpce a tubularni
sekrece. Mnozstvi latek, které jsou vyluCovany moci, je fizeno podle aktualnich potieb
organismu. Pfi onemocnéni organismu miiZze dochédzet k tniku latek, které se za

normalnich okolnosti v moci nevyskytuji (Homolka et al., 1984).

U zdravého dospélého ¢lovéka protéka ledvinami zhruba 1 700 | krve za 24 hodin, to
odpovida 1 200 ml krve za minutu. Velky pritok ledvinami je dilezity pro dostatecnou
renalni filtraci a tim odstranovani odpadnich latek z krve. Za den se vytvori a prefiltruje
cca 180 I ultrafiltratu (primarni moci) a utvoii zhruba 1,5 1 definitivni hypertonické
moci (Rokyta, 2000). Slozeni primarni mo¢i (glomerularniho filtratu) je velmi podobné
slozeni plazmy, ale bez vétSiny bilkovin. V dalSich usecich, tedy pii prichodu
proximdlnim a distdlnim tubulem a Henleho klickou se moc¢ zahu$tuje, dochazi
k reabsorbci potiebnych latek pro organismus. V tubulech se dale resorbuji a dochazi k

sekreci minerald tak, aby byla zachovana stalost vnitiniho prostfedi (Racek et al., 2006).

Finalnim produktem ledvinného parenchymu je tzv. definitivni mo¢. Moc€ je typicky
zapachajici, ¢ird kapalina, kterd je zabarvena zlatoZluté¢ urochromem. Jeji specificka
hmotnost se pohybuje okolo 1 003 az 1 038 kg/m®. Mo¢ je vétsinou lehce kysela, ale
pH se mtze byt v rozmezi od 4,5 do 8,0. Obsahuje kreatinin, vapnik, zhruba 135 mmol/l
chloru, 25 — 100 mmol/I drasliku, 100 — 250 mmol/l sodiku. Dale se zde vyskytuje urea,
kyselina mocova, amylaza, kyselina vanilmandlova jakozto zbytek po odbouravani
katecholaminti a dalsi latky. Pfi normalni diuréze se vylouci 55 — 70 g pevnych latek za
24 hodin. V moci zdravého ¢lovéka se ovSem vyskytuje bilirubin, glukéza i bilkoviny

ve stopovém mnozstvi. (Rokyta et al., 2000).

1.3.2 Fyziologie vylucovani bilkovin do moci

Glomerularni bazalni membrana efektivné brani pruniku bilkovin na zakladé jejich
molekulové hmotnosti (velikosti), dale na zaklad€ tvaru a naboje - pomoci usnadnéni

vyludovani kationickych a ztizeni vylu¢ovani anionickych bilkovin (Zabka, 2008).
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Proteiny s molekulovou hmotnosti vétsi nez albumin (tedy 69 kD, efektivniho praméru
3,6 nm) pronikaji do moci velice zfidka. V glomerularni bazalni membrané je velké
mnozstvi proteoglykand, které funguji jako polyanionty. Diky tomu pak pronikaji do
moci nejsnaze bilkoviny s pfevahou bazickych aminokyselin. Za fyziologického pH se

vét§ina plazmatickych bilkovin (napf. albumin) chova jako polyanionty (Zabka, 2008).

Bilkoviny s nizkou molekularni hmotnosti, které jsou filtrovany v glomerulech, jsou
vstfebavany a dale katabolizovany (degradovany na peptidy a aminokyseliny)

Vv proximalnim tubulu (Zabka, 2008).

Jejich nalez v moci je tak minimalni. Pfi normalnim pritoku krve zdravymi ledvinami
(1,2 I/min) protece asi 40-45 kg albuminu za 24 hodin. Z tohoto mnozstvi se do
ultrafiltratu dostane cca 2-3 g albuminu. 99% profiltrovaného albuminu je vSak
katabolizovano V tubulech, takze moci se obvykle vylou¢i méné¢ nez 30 mg albuminu

denné (Tesar et al., 2014).

Hodnoty fyziologické proteinurie rozliSujeme pro dany typ bilkoviny. Nejvyssi podil
ma tzv. Tamm-Horsfalltiv protein (uromodulin), coz je mukoprotein, ktery je vylucovan
tubularnimi bunkami v tlusté ¢asti vzestupného raménka Henleho kli¢ky (jde o zhruba
30 — 50 mg/24 hod.). Déle je obsazen albumin (do 10 mg/24 hod.), IgG a sekre¢ni IgA
(okolo 10 — 15 mg/24 hod.) a volné fetézce imunoglobulinti (do 10 — 15 mg/24 hod.)
(Tesat et al., 2014).

1.3.3 Definice proteinurie

Proteinurie je jeden ze symptomil, ktery doprovazi onemocnéni ledvin a je definovdna
jako ptitomnost bilkoviny v moc¢i nad hodnotu 150 — 200 mg za 24 hodin (Teplan,
2013). Obvykle rutinnim vySetfenim moci tuto hladinu neprokazeme (Vokurka, 2005).
Pii bézné svalové aktivité fyziologickd proteinurie nepiesdhne hladinu 50 — 80 mg
denné, pti vétsi svalové zatézi, prolongované ortostaze a snizeném piijmu tekutin mize
byt vyssi. Podle poslednich praci je propustnost kapilarni stény glomerulu podstatné
vyS8i nez se obecné piedpokladalo. Vzhledem k vysoce efektivni tubularni resorpci je u

zdravych osob pfitomno jen minimum albuminu (Tesaf et al., 2014).
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1.3.4 Formy proteinurie
Déleni dle lokality vzniku proteinurie

Proteinurie glomerularni (rendlni) - jeji vznik je na zakladé nefunkcni glomerularni

membrany (Teplan, 2013). MuzZe byt zpusobena ztrdtou negativniho naboje bazalni
membrany glomerulu, kdy disledkem je hlavné albuminurie. Je typickd u tzv.
nefrotického syndromu a jde o tzv. selektivni proteinurii, dochazi ke ztraté selektivity
podle naboje. Vznika taktéz t€z$im poskozenim glomerularni membrany se vznikem
velkych defektii. Nasledkem toho dochazi ke ztraté selektivity dle velikosti, prochdze;ji
bilkoviny s velkou molekulovou hmotnosti (Tesaf et al., 2014).

Proteinurie tubularni (rendlni) - dochazi k ni v pfipadé nedostatecného vstiebavani

nizkomolekularni bilkoviny a albuminu v tubulech (Teplan, 2013). V proximalnim
tubulu mize byt pfiznakem tubulointersticialni nefropatie, napf. na podkladé
pyonefritidy nebo jako projev tzv. Fanconiho syndromu u kupf. mnohocetné¢ho
myelomu ¢i Wilsonovy choroby, dale nasledkem toxického poskozeni (gentamycinem,
rtuti, kadmiem, NSAID), pfi ischemii, metabolickych dysbalanci, pti hyperurikémii,
hyperkalcémii, hypokalémii. Tubuldrni proteinurie vznikd 1 na zaklad€ piekroceni
maximalni tubularni resorp¢ni kapacity bun¢k proximalniho tubulu, kdyz dojde k vyssi
koncentraci jinych resorbovatelnych proteini (napf. imunoglobulinti, hemoglobinu,
myoglobulinu). V neposledni fadé se muze projevit na podkladé metabolického

poskozeni — pti obstruk¢ni uropatii, hyperoxalurii, hyperurikémii (Tesaf et al., 2014).

Proteinurie smiSend - vznikd kombinaci neselektivni glomeruldrni proteinurie a

tubularni proteinurie, byva projevem zaniku vétSiny nefrona (Proteinurie, 2016).

Proteinurie prerendlni - vznika v dasledku zvySené koncentrace v séru u nékterych

bilkovin, které jsou schopné pronikat glomerularni membranou (Teplan, 2013). Hovori
se o ni jako o proteinurii z ,,pfetékani” - overflow proteinurii, kdy 1 za fyziologickych
podminek mohou bilkoviny o nizké molekulové hmotnosti prochazet do ultrafiltratu.
Glomerularni permeabilita bilkovin tak nemusi byt poruSena. Tubularni resorpce muze
byt také normalni, ale vzhledem ke zvySené nélozi ¢ast bilkovin unikd do moci, protoze
je piekroéena resorpéni kapacita proximalniho tubulu (Proteinurie, 2016). Patologicky

jde napf. o tzv. Bence- Jonesovu bilkovinu, ktera je nahromadénad v krevnim séru pfi
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myelomu (Teplan, 2013), hemoglobin u akutni hemolyzy, lyzozym u nékterych druht
leukémie, u tkanovych katabolitl ¢i eventuelné bilkovin akutni faze (Tesaf et al., 2014).

MW

skrz cévy do moci (tzv. k extravazaci) ve vyvodnych cestaich mocovych. Pfi¢inou miize
byt napt. krvaceni, nadorové onemocnéni mocové soustavy, propustnost podslizni¢nich
kapilar pfi zanétu mocovych cest (Teplan, 2013). Typicka je zde pfitomnost a2-
makroglobulinu IgM (Tesat et al., 2014), coz jsou bilkoviny o vysoké molekulové
hmotnosti, které neprojdou ani poSkozenou glomeruldrni membranou (Marshall,

Bangert, 2008).

Artificialni proteinurie- jde o prikaz cizorodé bilkoviny v moci, kterou si pacient do

moci zamérné pridal. Nejcastéji jde o vajeCny bilek, ktery lez prokazat elektroforeticky,

ptipadné imunochemicky (Tesar et al., 2014).

Déleni dle kvantity proteinurie

Pfi Uniku bilkoviny moci do 1,5 g/24 hodin se uziva oznaceni tzv. mala proteinurie.
(Teplan, 2013). Napiiklad u infekce mo¢ovych cest anebo u chronické pyelonefritidy se
obvykle vylucuje jen néco okolo 1 g proteinu za 24 hodin (Teplan et al., 2007).
Dochéazi-li ke ztraté v rozmezi 1,5 az 3,5 g/24 hodin mluvime o stfedni proteinurii a nad
3,5 g/24 hodin se jedna jiz o proteinurii velkou. Ta doprovazi velmi zéavazna
onemocnéni, napt. nefroticky syndrom, kde hladina bilkoviny vV moc¢i je Casto vyssi nez
10 -20 g/24 hodin (Teplan, 2013). Mize se vSak vyskytnout i u jedince s chronickou
infekci mocovych cest, nejcastéji paklize jde o jedince postizeného diabetem na

podkladé diabetické nefropatie (Teplan et al., 2007).

Dalsi déleni proteinurie

Selektivni proteinurie se vyznacuje takika pouze vylu¢ovdnim albuminu, ktery ma
relativné niz§i molekularni hmotnost. Jako neselektivni proteinurii chapeme situaci, kdy

je do moci vyluCovan albumin, ale i1 jiné druhy globulini o vysoké molekularni
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hmotnosti, transferin, fibrinogen, hormony, vazebné bilkoviny pro vitaminy, atd.

(Teplan, 2013).

1.3.5 Mikroalbuminurie

V brzkych stadiich né€kterych onemocnéni ledvin (hlavné u hypertenzni a diabetické
nefropatie) dochazi na zakladé hemodynamicko-morfologickych zmén k propousténi
malého mnozstvi sérového albuminu do moci. To Ize prokazat jen velmi citlivymi
diagnostickymi metodami a takovouto proteinurii nazyvame mikroalbuminurii. Zdravy
dospély Cloveék neptesahne hodnotu 30 mg/24 hodin (tzn. 20 pg/min). Patologicka
hodnota se pohybuje v rozmezi 30-300 mg/24 hodin (tj. 20-200 pg/min). Pfi hodnotach
nad 300 mg za den hovofime o tzv. zjevné proteinurii a nebo makroalbuminurii. V této
kvalitativni urovni se jedna o ztraty vétiinou ¢istého albuminu (Zabka, 2007). Zvysené
hladiny albuminu v mo¢i mohou také souviset s nékterymi abnormalitami metabolismu
lipidli, S riznymi poruchami imunity a rovnéz mohou byt zpiisobeny jinymi stavy,
naptiklad po intenzivni fyzické namaze, ptfi infekci moCového ustroji, dehydrataci,
po uzivani 1ékt nebo pii piitomnosti krve v moéi (Navod k pouziti, Siemens, ADVIA
Chemistry, 2011).

Zéachyt mikroalbuminurie je dilezity pro co nejcasn€jsi zahajeni 1écby, coz je zasadni

z hlediska prognézy onemocnéni (Teplan, 2013).
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1.4 VySetieni moci

Analyzou moci ziskdme mnoho informaci o stavu organismu a jeho metabolismu.
Vysetteni moci tak piispiva k diagnostice, sledovani prabéhu i vysledka 1é&¢by. Mezi
zakladni vySetieni patii fyzikalni, chemické vySetfeni moci a morfologické vysetieni

mocovych elementd (Levkova, n.d.).

1.4.1 Fyzikalni vySetieni moci

Pomoci fyzikalniho vySetfeni zjiStujeme objem moci, barvu, zapach, ptitomnost zdkalu

a pény, hustotu moci (Levkova, n.d.).

v r

Objem moc¢i méfime pomoci odmérnych valci. Diuréza je samoziejmé jina u
novorozenct, déti nebo dospélych osob a je také vyznamné ovlivnéna piijmem tekutin a

objemem vyloucené tekutiny (napt. potem, stolici) (Levkova, n.d.).

Barva moci, zavisi na objemu vylou¢ené moci, na pfitomnosti pigmenti z potravy,

ptitomnosti 1€kt a jinych patologickych soucasti (Levkova, n.d.).

Zapach moci se vySetfuje jen u Cerstvé sebrané moci, pifi delSim skladovani se moc
rozklada a ziskava tak amoniakalni zapach. Zapach je navic zkreslen slozenim piijaté

potravy, a tedy neni podstatnym ukazatelem pro stanoveni diagnézy (Levkova, n.d.).

Hodnoceni zdkalu provadime pouze u Cerstvé moci, protoze stdnim se muize vysrazet
mukoprotein. Pii chladnuti se z moci uvoliiuji rizné krystaly soli, v tomto piipadé zakal
nema patologicky vyznam. Fyziologicky je mo¢ ¢ird nebo jen velmi slabé zakalena

pritomnosti fosfatl, uratd ¢i mucinovych latek (Levkova, n.d.).

Péna u moci je bezbarva a rychle se ztraci. Pokud je ji velké mnoZzstvi bilého a event.
bezbarvého vzhledu, miize ukazovat na proteinurii, glukosurii, ale rovnéz i na Spatné
vyplachnutou sbérnou nadobu, ve které zistaly zbytky saponatu. Zlutohndda, Zluta a
snadno zelenajici péna identifikuje bilirubin v moci, bublinky jsou pfiznakem infekce

mocovych cest pii soucasné glukosurii (Levkova, n.d.).
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Hustotu moci ovliviiuje mnozstvi pevnych latek, které jsou vylou¢ené moci, zejména
mocoviny a chloridi. M¢éfime ji urometrem, refraktometrem ¢i nejvhodnéji

osmometrem (Levkova, n.d.).

1.4.2 Chemické vySetieni moci

Chemické kvalitativni  vySetfeni provadime pomoci zkumavkovych testd,
indikatorovych tablet a nejbéznéji diagnostickymi prouzky (Levkova, n.d.). Mezi
zakladni chemickd vySetfeni fadime zjiSténi pH moci, pfitomnost bilkovin, glukosy,
ZluCovych barviv, ketolatek a krevnich barviv v moc¢i (Racek et al., 2006). N¢kdy je
mozné stanovovat obsah nékterych patologickych slozek moci, napf. melaning,

alkaptonu, kyseliny fenylpyrohroznové, porfynt (Levkova, n.d.).

Hladina bilkoviny a glukézy byva v nékterych piipadech kvantifikovana, mluvime pak

o kvantitativnim vysetfeni proteinurie a glykosurie (Racek et al., 2006).

Nejcastéji uzivané diagnostické prouzky jsou obvykle vyhodnocovany subjektivné
okem. Existuji také reflexni fotometry (v klinicko-biochemickych laboratotich), které
umoznuji poloautomatické nebo dokonce 1 automatické zpracovani a nasledné
objektivni vyhodnoceni testaénich prouzkt (Racek et al., 2006). Testovaci prouzky jsou
k dispozici v riznych verzich, nékteré jednodussi hodnotici jeden klinicky vyznamny
analyt (napf. prouzky pro diabetiky), aZz po nékolik klinicky vyznamnych analyti jako
jsou krev/erytrocyty/hemoglobin, glukéza, ketony, kyselina askorbova, proteiny,
leukocyty, dusitany, pH, bilirubin, urobilinogen, specifickh hmotnost moci
(Diagnostické prouzky, 2013). Pfi praci s prouzky je tfeba dodrzet zejména kratkou
dobu namaceni (cca 1 sekundu), aby nedoSlo k vymyti reagencii a spravnou dobu
odectu k jednotlivym parametrim. Dulezité je také odstranéni piebytku moci otfenim
hrany prouzku o okraj nadoby s moci a ulozeni prouzku do vodorovné polohy tak, aby
nedoslo ke kontaminaci jednotlivych indika¢nich zon. Prouzky chranime pted vlhkosti

uzavienim v tub¢, jednotlivych poli¢ek se rukou nedotykame (Racek et al., 2006).
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1.4.3 Morfologické vySetieni mocovych sedimenti

Kvalitativni vySetfeni mocového sedimentu je moZzné provadét orientatné za pomoci
diagnostickych prouzka (erytrocyty a leukocyty), pfipadné u indikovanych piipadi

kvantitativné pomoci mikroskopu (Masopust, 1998).

Na diagnostickych prouzkach se pfitomnost krve projevi modrymi aZ modrozelenymi
teCkami na ploSe testacni plochy, volné krevni barvivo obarvi zoénu cele. Dikaz
pfitomnosti leukocytli se projevi modrozelenym zbarvenim po 15 minutdch. Proces

obarveni je zaloZen na specifické esterasové aktivité bilych krvinek (Masopust, 1998).

Pti pozitivnim patologickém vysledku pomoci testatnich prouzka je indikovano
mikroskopické vySetfeni mocového sedimentu (Masopust, 1998). Zde je nutné dbat na
spravny postup odbéru vzorku i1 na spravnou techniku zpracovani. Kvalitni vzorek ranni
moc¢i vyzaduje omezeni pfijmu tekutin pfed odbérem tak, aby nedoSlo k pfilisnému
nafedéni moci a tim se nesnizila koncentrace bilkoviny v moci nebo pocty bunécnych
elementll v sedimentu. Samotny odbér ma probihat po dikladné hygiené okoli zevni
mocove trubice, u Zen je tieba vyloucit obdobi menstruace (i kratce pied ¢i po ni). Sbér
moci je mozné provadét klasicky dle Addise (10 hodin sbéru piepocteny na 24 hodin),
ale tento zpusob se v praxi jiz nevyuziva vzhledem k degradaci mocovych elementi
vV moci sbirané za delsi casovy usek. I kdyz Teplan (2013) upozoriuje, Ze pokud je
vzorek zpracovan co nejdiive po odbéru, maximalné do jedné hodiny z divodu
hrozicich infekci vzorku ze zevniho prostiedi a z nebezpeci rozpadu bunéénych

elementt, je tato metoda mozna.

V soucasné dobé se spiSe nez diiv€jsi metoda urceni primérného poctu elementl
Vjednom zorném poli mikroskopu pifi definovaném zvétSeni a zahuSténi pouziva
metoda priatokové cytometrie nebo vyhodnoceni mikroskopického obrazu pomoci

pocitace. Vysledkem je tidaj o poctu elementt v 1 ul moc¢i (Racek et al., 2006).

Pt#i hodnoceni mocového sedimentu sledujeme piitomnost eytrocytii, leukocytt,

epitelovych bunék a valcu (Levkova, n.d.).
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1.5  VySetiovini celkové bilkoviny a albuminu v moci

Problematika vySetfeni pfitomnosti bilkoviny v mo¢i je velmi sloZity analyticky tkol
z diivodu Siroké Skaly plazmatickych (prerendlnich), rendlnich a postrenalnich bilkovin
S riznym sloZenim, v diametralné rozdilnych koncentracich, navic na jejich odhalovani
muize mit soucasné Vvliv objem diurézy a interference nebilkovinnych slozek moci.
Koncentrace proteini v mo¢i miize byt za fyziologickych i patologickych okolnosti
ovlivilovana i procesy, které se na vlastni pficiné proteinurie nepodili, tj. hlavné
prozatimnimi vykyvy rendlni hemodynamiky. Nasledkem tohoto se Casto stidva, ze
vysledek miize byt faleSné negativni a dale i1 pozitivni vysledek miize byt podhodnocen

(Englis, 2007).

Pfi zachytu 1 monitorovani pribéhu proteinurie se doporucuje vySetfeni ze vzorku
nejlépe prvni ranni nesbirané moci, ktera je nejvhodnéjsi z divodu nejlepsi korelace
mezi pomérem albuminu a kreatininu spolu s 24-hodinovym vylu€ovanim albuminu.
Neni-li mozné vyuzit prvni ranni vzorek moci, je pouzitelny i jiny nesbirany vzorek
(Tesat et al., 2014). Stale Castéji se také doporucuje pouziti druhého ranniho vzorku
moci, ptipadné s korekei vysledkll kvantitativnich stanoveni na kreatininurii. Nevhodny
je tento postup u déti, kde je podezieni na ortostatickou proteinurii. Mze u nich totiz
dojit k ortostaticky podminéné proteinurii i n€kolik minut po rannim ptfechodu do
vzpiimené polohy (Teplan, 2006). Tuto proteinurii nazyvame také juvenilni proteinurii,
protoze se objevuje u rychle rostoucich déti nejCastéji v prepubertalnim obdobi. Jedna
se vetSinou o déti astenického typu postavy s bederni hyperlord6zou. Proteinurie se
objevuje rdno po prechodu do vzpiimené polohy, v noci mizi. Zalezi vSak na fyzické
aktivité, ostatni vysledky vySetieni moce jsou fyziologické. Tento typ proteinurie
obvykle mizi okolo 20. roku véku (Racek et al., 2006).

Na proteinuriich se nejcastéji podileji bilkoviny, které jsou pomérné stabilni pfi
pokojové teploté, chemickou konzervaci neni tieba pouzit. Plati zde, Ze vzorek by mél
byt do dvou hodin vySetfen, aby nedoSlo ke kontaminaci bakteriemi a ovlivnéni

vysledkl rozpadem ptitomnych bunék (Teplan, 2006).

Kvantitativni proteinurie je vyjadfovana jako pomér proteinu a kreatininu v moci
(PCR). Vzhledem ke skutecnosti, ze nejcastéj$§imi pfi¢inami chronického onemocnéni

ledvin dospélé populace jsou hypertenze, diabetes mellitus a chronicka
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glomerulonefritis, které se n€kdy projevuji jen mirné zvySenou exkreci albuminu, je
lépe stanovovat koncentraci albuminu a vysledek méfeni vyjadiovat jako pomér

albuminu a kreatininu v mo¢i (ACR) (Tesat et al., 2014).

1.5.1 Chemické vysetieni pomoci testovacich prouZki

Metodou prvni volby jsou testovaci prouzky, které kromé jiného orientacné detekuji
bilkovinu v moc¢i za predpokladu, je-li jeji koncentrace vyssi nez 0,2 g/l. Vysledky
zavisi na vyrobci prouzki (Tesat et al., 2014). Prouzky jsou citlivé zejména na albumin,
méné citlivé na globuliny a velice malo citlivé na hemoglobin, glykoproteiny a na
Bence- Jonesovu bilkovinu (Levkova, n.d.). Prouzkovou metodou nezachytime
pfitomnost malého mnozstvi albuminu, pii podezieni na mikroalbuminurii provedeme
imunochemické  vySetfeni na  principu  imunoturbidimetrie a nebo na

imunochromatickém (Zima et al., 2007).

Diagnostické prouzky funguji na principu vyuziti chyby specidlniho indikatoru, ktery se
pfi pH mensim nez 3,5 barvi zluté, pti pH vys$Sim nez 3,5 se barva méni pies zelenou az
do modré. Mensi pH nez 3,5 zajist'uje pufr, ktery je pfitomen v indika¢ni zoné. Pokud je
ve vzorku obsaZena bilkovina, vazi se ionty vodiku (H*) na zasadité skupiny proteini a

zbarveni se méni do zelena az modra (Levkova, n.d.).

1.5.2 Sraieci reakce

Stanoveni bilkoviny v moci je mozné i diive pouZivanymi metodami, které¢ jsou
zalozené na srazeci reakci ve zkumavce. Jde o stanoveni bilkoviny reakci s kyselinou
sulfosalicylovou, zkouSkou s koncentrovanou kyselinou dusi¢nou a zkouSkou varem

(Levkova, n.d.).

Pouzitim kyseliny sulfosalicylové dojde k vysrazeni bilkoviny v moci a to se projevi
zdkalem az vznikem sraZeniny. Pokud vySetfovana moc jiz pied zkouSkou neni Cird,
pouzijeme porovnani vzniklého zakalu s polovinou vzorku, ktery nebyl pouzZit a byl
pouze okyselen kapkou kyseliny octové. Jako reagencie se uziva 20% roztok kyseliny

sulfosalicylové, vznikly zékal se hodnoti proti tmavému pozadi a boénim svétlem. Mo¢
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nesmi byt konzervovana thymolem, stanoveni rusi sulfonamidy, penicilin, kontrastni
jodové latky vylouc¢ené moci. Jednou z dalSich nevyhod je neprikaznost glykoproteint,
K jejichz zvySenému vyluCovani dochazi u zanétd. Naopak, muze byt zachycena i
fyziologicka proteinurie (od 20 mg/24 hod), ktera se projevi opalescenci (Levkova,
n.d.).

Tzv. Hellerova zkouska funguje na principu denaturace bilkovin s koncentrovanou
kyselinou dusi¢nou. Na 1 ml koncentrované kyseliny dusi¢né navrstvime po sténé
zkumavky mo¢, ktera byla okyselena 30% kyselinou octovou. Pozitivni reakei je vznik

bilého prstence na rozhrani, n¢kdy az srazeniny (Levkova, n.d.).

Zkouska varem stanovuje bilkovinu denaturaci v prostiedi octanového pufru, kdy dle
koncentrace bilkoviny vznikne zakal aZ srazenina. Chybou pfi vySetieni je nedostate¢ny
var, nedostatecné okyseleni i pfebytek kyseliny octové (rozpusti zékal) i pfitomnost
lékd. Tato metoda se rovnéz mize pouzit k deproteinaci moci za G¢elem analyzy latek,

u kterych by pfitomnost bilkoviny byla ptekazkou (Levkova, n.d.).

Diikaz Bence-Jonesovy bilkoviny, kterda mtze byt vyluCovana do moci pii nékterych
mnohocetnych myelomech, lymfosarkomu, makroglobulinemii byval v minulosti
stanovovan koagulaci v uzkém rozmezi teplot (40-70°C), nebot’ je za horka rozpustna.
Mo¢ se okyselila 30% kyselinou octovou, v ptipad€ pozitivni reakce se pti teploté 50-
60°C objevil zakal, ktery pti zvySovani teploty zmizel a pti chladnuti se zase objevil.

V soucasné praxi je vyuzivan imunochemicky prukaz (Levkova, n.d.).

1.5.3 Biuretovd metoda

V rutinnim provozu se nejcastéji jako kvalitativni metoda stanoveni celkové bilkoviny
uziva biuretovd metoda. Jde o vySetfeni pomérné jednoduché, avSak nevyhodou je
nedostatecna citlivost u biologického materialu s malou koncentraci celkové bilkoviny
(napf. mozkomisni mok, moc¢) a je tedy doporucena spiSe pro stanoveni celkové

bilkoviny v séru (Cermakova et al., 2005).

Principem je reakce Cu?* v alkalickém prostiedi s bilkovinou nebo jejimi §tépnymi
produkty (peptony a polypeptidy). Slouceniny, obsahujici v molekule 2 a vice

amidovych nebo peptidovych vazeb poskytuji s Cu?*ionty charakteristické
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¢ervenofialové zbarveni, které je dané komplexni méd’natou soli. Intenzita zbarveni je
pfimo timérna poctu peptidovych vazeb. Méfi se fotometricky pti 545 nm. Nazev reakce
je odvozen od ,biuretu", nazvu slouc¢eniny (NH2 — CO — NH — CO - NHy), ktera vznika
tepelnou upravou ze dvou molekul mocoviny (Kraml et al., 2000). Pro pouziti této
metody ke stanoveni celkové bilkoviny v moci je nutné uzit kyselinu trichloroctovou
k vysrazeni bilkoviny. Srazenina se nasledné oddéli centrifugaci a rozpusti
V biuretanovém cCinidle. Pied fotometrovanim je potieba zabranit styku s piimym

svétlem (Cermékova et al., 2005).

15.4 Imunochemické metody

Pomoci imunoanalytickych metod je mozné stanovit bilkoviny, Iéky, hormony, markery
nadorovych onemocnéni aj. Jejich velkou ptfednosti je vysokd citlivost a specifita
(Cermékova et al., 2005). Jsou zalozené na reakci mezi antigenem a protilatkou, v tomto
ptipad¢ jsou bilkoviny jako antigeny. Reakci vznikne imunokomplex, tedy precipitat.

Mnozstvi preCipitatu je zavislé na poméru antigenu a protilatky (Ferencik et al., 1981).

V klinické biochemii se pouzivaji hlavné¢ turbidimetrie a nefelometrie. Jsou to optické
metody vhodné pro stanoveni specifickych proteind (Dolezalova et al., 1995).
Imunoturbidimetrie je vyuzivdna zejména pro stanoveni albuminu v moc¢i — tzv.
mikroalbuminurii (Kralova et al.,, 2001). Metoda vyuziva méteni stupné zakalu ¢ili
turbidituv piipadé, Zze se méfi intenzita svétla prochazejiciho vzorkem v pivodnim
sméru. Nefelometrie je Kturbidimetrii zrcadlova, méfi také intenzitu svétla, ale
rozptyleného pod urcitym uhlem (90°a 31-35°u laserovych nefelometril). Koncentrace
se odecitd z kalibra¢niho grafu, ktery je stanoven na zakladé soucasné provadéné

analyzy standardnich roztokt (Dolezalova et al., 1995).

Metoda je zalozena na tzv. Tyndallové jevu, kdy dojde k diftznimu rozptylu svétla,
pokud paprsek prochazi prostfedim, které malo absorbuje mikroskopické castice.
Prochazejici paprsky jsou viditelné ve formé kuzele, protoze doslo k odklonu
prochazejiciho svétla. Mnozstvi rozptyleného svétla zavisi na mnoha proménnych, na

koncentraci a velikosti ¢astic, na vinové délce svétla (Dolezalova et al., 1995).
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Pro stabilitu imunokomplexu tvoficiho zakal se ptidava do reakéni smési ochranny
koloid, nejcastéji polyethylenglykol (PEG). Intenzita zdkalu je za definovanych
podminek piimo umérna obsahu stanovované bilkoviny. Zakal je velmi jemny a méii se

pomoci vysoce citlivych spektrofotomerti (Dolezalova et al., 1995).

Pyrogalolova cCerven se dnes uziva takika nejCastéji ke kvantitativnimu stanoveni
celkové bilkoviny v moci. Metoda je zalozena na vazbé barviv, kdy spolecné
s molybdenanem vytvaii rizovy komplex, ktery ma absorpéni maximum 470 nm. Kdyz
se bilkovina navéze na tento vytvofeny komplex v kyselém prostiedi, dojde ke zbarveni

a absorp¢ni maximum se posune do oblasti 600 nm (Proteinurie, 2016).

1.5.5 Elektroforéza bilkovin

Uzitim elektroforézy bilkovin v moc¢i Ize stanovit typ proteinurie, resp. zda jde o
selektivni glomerularni proteinurii ¢i neselektivni, protoze kazda z téchto forem ma i
svij specificky nalez bilkovinnych frakci. Bilkoviny s mensi molekuldrni hmotnosti
(napf. transferin, albumin) jsou charakteristick¢ pro selektivni proteinurii, zatimco
bilkoviny s molekulovou hmotnosti vétsi nez 100 000 (napi. imunoglobuliny) najdeme
u neselektivni proteinurie (Cermakova et al., 2005). Je méné vypovidajici u tubularnich

proteinurii a neumoznuje jejich diferenciaci (Masopust, 1998).

Elektroforetické metody pracuji na zakladé oddéleni latek, bun¢k a jinych castic, které
nesou elektricky naboj (ionty nebo amfolyty). Jde o tzv. separa¢ni metodu. V piipadé,
ze vystavime tyto latky v ur€itém prostfedi plsobeni elektrického pole, zacnou se
molekuly latek pohybovat. Jejich pohyblivost je zavisla na velikosti naboje, velikosti a
tvaru molekuly, podminek prostiedi a sily elektrického pole. Velikost naboje ovliviiuje

stupen ionizace, pH a iontova sila prostfedi (Ferencik et al., 1981).

Pohyb molekul pti elektroforéze probiha na nékterém druhu nosice — filtraénim papiru
(papirova elektroforéza), acetatceluloze nebo gelu (agar6zovy, Skrobovy,
polyakrylamidovy gel). Nékteré gely (napt. polyakrylamidovy, Skrobovy) ovliviuji
velikosti svych portt déleni molekul, pfedstavuji tak molekularni sito a omezuji tim

pohyb vétsich molekul (Kraml et al., 2000).
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V elektrolytu nejprve rozpustime latky nesouci elektricky naboj a umistime je mezi dvé
elektrody. Nasledkem toho se zacnou pohybovat konstantni rychlosti smérem dle svého
naboje. Bilkoviny jako amfolyt nesou naboj podle pH prostiedi, ve kterém se nalézaji —
v kyselém prostiedi se chovaji jako zasady (jejich naboj je kladny, v elektrickém poli

putuji ke katodé€) a naopak v zasaditém prostiedi (Dolezalova et al., 1995).

Elektroforéza bilkovin v moci je nejCastéji provaddéna za pfitomnosti detergentu
laurylsiranu sodného (SDS), ktery prostfednictvim svého zaporného naboje nahradi
vlastni ndboj bilkoviny. Vzniklé komplexy jsou ptiblizn€ stejného tvaru a naboje, proto
se v elektrickém poli budou d¢lit jen na zakladé velikosti svych molekul. Soucasné se za
stejnych podminek posuzuji vzorky se znamymi relativnimi hmotnostmi molekul,
nasledné se porovna pohyblivost analyzovanych bilkovin v mo¢i se standardnimi
vzorky. K déleni se nejb&znéji uziva nezahusténa moc¢ na foliich s agar6zovym gelem a
v polyakrylamidovém gelu (PAAG) (Cermakova et al., 2005). Stabilita mode pro
elektroforetické vySetfeni je minimalné jeden tyden pfii teploté¢ 2-8 °C, vzorky neni

vhodné mrazit (Tesar et al., 2014).

Analyza trva asi 15 — 30 minut, kdy dojde k denaturaci bilkoviny v gelu (vétSinou
pusobenim metanolu a kyseliny octové, aby se zabranilo jejich difuzi anebo vymyti
z gelu v dalsich fazich vysSetfeni. Nasledné se bilkoviny obarvi vhodnym organickym
barvivem (napf. amidocerni). Hodnoceni probihd pomoci denzitometrie. Svétlo urcité
vlnové délky prochézi Stérbinou na elektroforeogram, kde v misté frakci je ¢astené
absorbovano zafeni. Posléze dochazi k dopadu zafeni na cCidlo a jeho pfevod na

analogovy zaznam (Kralova et al., 2001).

1.5.6 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou fyzikaln¢ chemické d€lici metody, kdy se slozky délené
smési nanaseji na staciondrni fazi, kterou pretékd mobilni fdze. Rlizna afinita slozek ve
smési zplisobuje, ze dochézi k strhadvani slozek v staciondrni smesi pomoci mobilni faze
ruznou rychlosti, ¢imz se jednotlivé castice rozdéluji. Nasledn€ jsou identifikovany

praveé podle rizné pohyblivosti a chovani pii detekei (Ferencik et al., 1981).
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Tyto metody miiZzeme obecné rozdélit z hlediska pouzité mobilni faze na plynnou, kdy
mobilni fazi je nosny plyn, fluidni, jez jako mobilni fadzi pouziva kapalinu
Vv superkritickém ¢i subkritickém stavu, dale pak plazmovou, ve které je mobilni fazi

proud ionttl a kapalinovou, kde mobilni fazi je kapalina (Ferencik et al., 1981).

Z hlediska formy stacionarni faze se déli na sloupcovou, papirovou a chromatografii na
tenkych vrstvach (Ferencik et al., 1981). Pii sloupcové je stacionarni faze ulozena v tzv.
chromatografickych  kolonach, tedy sklenénych nebo kovovych trubicich
(Chromatografie, 2014). Dé¢lena smés se nanas$i navrch, ptipadné dospod kolony,
mobilni faze se protlatuje skrz népln hydrostatickym tlakem kapaliny. Pii papirové
chromatografii je jako stacionarni faze uzivana celuldza Ci papir ze sklenénych vlaken.
Chromatografie na tenkych vrstvach je podobna papirové. Dochazi k prutoku mobilni
faze po sklenéné ¢i hlinikové desce vlivem kapilarnich sil nebo i hydrostatickym tlakem
kapaliny, kdy staciondrni fiaze je nanesena ve form¢ suspenze ¢imz vytvoii tenkou

vrstvu (Ferencik et al., 1981).

Podle fyzikdlniho principu ¢lenime chromatografii jest¢ na rozd€lovaci, absorpcni,

iontové vymeénnou (ionexovou), gelovou a afinitni (Chromatografie, 2014).

Chromatografie je predevsim analytickd metoda uzivana na dé€leni latek, zaroven je
v8ak schopna pomoci pii jejich identifikaci a kvantitativnim stanoveni. V praxi se
jednotlivé druhy chromatografie kombinuji tak, aby doslo k co nejacinnéjSimu rozdéleni

potiebné latky (Ferencik et al., 1981).

V souvislosti s vySetfenim proteinurie je tieba zminit vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC), ktera je jednou z forem kapalinové chromatografie, pii které
ma sloupec napIng primér 2 — 8 mm. Castice, které tvoii napli, maji praimér od 5 do 50
pm a linearni rychlost mobilni faze je od 0,1 do 10 cm/s na rozdil od klasické
kapalinové chromatografie, kde primér sloupce je 1 cm a vic a linedrni rychlost mobilni
faze je mensi nez 0,02 cm/s. Vysoka linearni rychlost mobilni fize je dosahovana
pomoci uziti vysokého tlaku (desitky atmosfér), pod kterym se protlacuje elu¢ni ¢inidlo
pfes napli. Nékdy je také nazyvana vysokotlakou kapalinovou chromatografii, jeji
ucinnost se vyjadiuje poctem teoretickych pater za sekundu a je ovliviitovana délkou

naplng, velikosti ¢astic napIn¢ a rychlosti mobilni faze (Ferencik et al., 1981).

26



Kapalinovy chromatograf se obecné skladd ze zasobniku mobilni fize, odplynovace,
davkovace, vysokotlakého Cerpadla (desitky atmosfér), kolony a detektoru. Muze mit
fadu obmén, nékteré zafizeni je mozné dodat a jiné naopak odebrat. V tomto
sloupcovém uspotradani miize kolona pracovat na jakémkoliv separaénim principu
(iontoménic, reversni faze, gelova permeacni chromatografie, absorpéni chromatografie

atd.) (Kodicek, 2004, s. 80).

Pomoci kapalinové chromatografie je vhodné prokazat napi. mikroalbuminurii, ktera
byva nedostate¢né prikazna béZnym imunochemickym vySetifenim z hlediska
schopnosti zachytit zménénou molekulu albuminu. VySetfeni se neuziva bézné, je ho
tteba pravidelné opakovat v intervalu asi tfech az Sesti mésicl. Jako pozitivni nalez se

mikroalbuminurie hodnoti ze dvou az tii pozitivnich vysledka (Jabor et al., 2008).
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2 Cil prace

Hlavnim cilem prace bylo vySetfit 29 vzorkh moce, ve kterych byla zjistovana
ptitomnost bilkovin. VySetfeni probihalo kvalitativné tzn. na zaklad¢ nasledujicich
parametrl, pouzitim diagnostickych prouzkti, zkouskou s kyselinou sulfosalicylovou a
elektroforézou a kvantitativng, tzn. prostiednictvim imunochemickych metod. Dil¢im
cilem prace je fakt, ze zakladni informace zjisténé z vySetieni moce byly analyzovany a
interpretovany, taktéz porovnavany vysledky z n€kterych metod méteni proteinurie, coz
pfispéje k porozuméni problematiky identifikace proteinurie pro budouci praci

zdravotniho laboranta.
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3 Metodika

Vysetieni moc¢e na pritomnost bilkoviny jsem provadéla nejprve pomoci diagnostickych
prouzklt s odectem vysledkli vizualné, nasledné pomoci analyzdtoru a zkouSkou
s kyselinou sulfosalicylovou. Po centrifugaci vzorkd byl pouzit pfistroj ADVIA
Chemistry (obr. 1), ktery vyhodnocuje hladiny celkové bilkoviny a albuminu. Nekteré
ze vzorku byly vySettovany téz elektroforeticky na piistroji Sebia.

Obr. 1 — Pristroj AdviaChemistry

3.1 VySetieni pomoci testovacich prouZkii
Ptiprava vzorkd

Vzorky moce byly piipraveny K vySetfeni v oznaenych zkumavkach k tomuto
uréenych, tedy v jednordzovych, Cistych a suchych plastovych zkumavkach se zlutou
zatkou, do kterych byla odebrana moc. Slo o stiedni proud ranni moé¢i, ktery mél byt
ziskan po dikladné hygiené genitdlii a rukou. U kojencl je k odbéru vyuzivano
sbérnych sacki, u batolat a predskolakt se pouziva dikladné vymytého a vysuseného
no¢niku. Mo¢ byla dopravena do laboratofe spolu se zadankou, kterd je oznacena
stejnym Stitkem jako zkumavka a musi obsahovat nasledujici udaje: jméno a pfijmeni
pacienta, rodné ¢islo, Ciselny kod diagndzy, oznaceni zatizeni, které pozaduje vySetieni,
kod zdravotni pojistovny. Na zadance je mimo téchto tidaji informace o pozadovaném

vysetfeni. Udaje na zkumavce a zadance jsem nejprve peclivé zkontrolovala. Mo¢ pied
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samotnym vySetfenim se dale neupravuje. Samotné vySetfeni se provadi suchyma a

Cistyma rukama, laborant se chrani pfi praci rukavicemi na jedno pouziti.

Material

K analyze vzorku se vyuzivaly testovaci prouzky Heptaphan firmy Erba Mannheim
(obr. 2). Prouzky detekuji ptitomnost bilkoviny, pH, glukozy, ketond, urobilinogenu,

bilirubinu, krve a hemoglobinu.

Obr. 2 — Testovaci prouzky

Analyza

Vyhodnoceni vzorki se provadi porovnanim okem diagnostického prouzku a stupnice.
Nejprve se vzorek promicha a po kratkém namoceni (asi 1-2 s.) vSech indika¢nich zén v
moci jsem otfela hranu prouzku tak, aby nedochédzelo k vymyvani reagencii, prouzek je
mozné polozit na podlozku, kterd neni savd. Po uplynuti 1 minuty jsem spolu
s laborantkou odecitala vysledky dle pfilozené stupnice. V ptipadé ptitomnosti
bilkoviny se testovaci zony obarvila od Zlutozelené barvy az do tmavé zelené ci

zelenomodré.

Testovaci prouzky je tieba chranit pfed moznym zneciSténim ¢i vlhkosti uklidem zpét

do tuby, taktéZ je nutné dotykat se pouze €asti, kde nejsou indikacni zony. Vysledek byl
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zapsan do piiloZeného protokolu oznaceného jménem pacienta. Paklize byla pfitomna

bilkovina, vzorek se dale vysetfoval zkouskou s kyselinou sulfosalicylovou.

Mo¢ jsem dale vySetfovala pomoci testovacich prouzki v analyzatorech Arkray -
Aution Max a IRIS iQ200 (viz obr. ¢. 3). Jedna se o linku, ktera se sklada z analyzatoru
na chemickou analyzu moc¢i Arkray-Aution MAX (mé&fi glukozu, bilkovinu, bilirubin,
urobilinogen, pH, specifickou hmotnost, peroxidazovou reakci, ketolatky, nitrity a

leukocyty) a ptistroje na automatizovanou mikroskopii IRIS IQ 200 (Pavli¢kova, 2007).

Po promichéani vzorku analyzator Arkay — Aution MAX automaticky pipetuje presné
mnozstvi mo¢i na jednotliva diagnosticka policka mocového prouzku, nasledné je
barevnd zména hodnocena reflektometricky. Vysledky jsou déle odesilany do
analyzatoru IRIS IQ 200, kde po automatickém promichani je nasato presné mnozstvi
moc¢i do pratokové komirky a pomoci digitdlni kamery nasnimdno 500 obrazkda.
Pocita¢ provede analyzu velikosti, kontrastu, tvaru a textury a Castice je zafazena do
jedné z 12 kategorii (erytrocyty, leukocyty, hyalinni vélce, ostatni valce, dlazdicové
epitelie, bakterie, kvasinky, krystaly, hlen, spermie a shluky leukocytl. (Pavlickova,

2007). Vysledky jsem porovnala s méfenim pomoci testovacich prouzki odecitanym

vizualné.

Obr. 3 — analyzatoryhArkray - Aution Max a IRIS iQ200
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3.2 VySetiteni pomoci zkouSky s kyselinou sulfosalicylovou

K potvrzeni pozitivniho vysledku bilkoviny v moci jsem dale pouzivala zkouSku
s kyselinou sulfosalicylovou, kdy do zkumavky byl odlit vzorek o objemu 2 ml.
Nasledné jsem piidala 1-2 kapky roztoku kyseliny 5-sulfosalicylové (1mmol/l).
Zkumavkou se opatrn¢ zamicha, posléze se proti tmavému pozadi prohlizi vzorek okem,
zda je zakalen nebo vznikla-1i srazenina. Doba odeéitani je ihned (srazenina) az 10 min

(opaleskujici zakal). Vysledek se vyznaéi do tabulky k personaliim pacienta.

3.3  Imunochemické vysetieni

Pfed vlozenim vzorki do pIné automatického pfistroje ADVIA Chemistry 1800, ktery
analyzoval ptitomnost albuminu a celkové bilkoviny, bylo potfeba moc¢ zcentrifugovat.
Do rotoru odstiedivky jsem umistila sudy pocet zkumavek (at’ uz plnych moc¢i nebo
v ptipad¢ lichého poctu, byla doplnéna zkumavka s odpovidajicim mnozstvim vody pro
vyvazeni). Zkontrolovala jsem jiz pfednastavené parametry nastaveni poctu otacek za

minutu, dobu odstfedéni. Poté byly vzorky pfemistény do ptistroje ADVIA Chemistry.

Metoda vyuzivana pfistrojem pro stanoveni celkové bilkoviny je modifikaci postupu
S navazanim barviva. Pouziva se pro kvantitativni stanoveni celkové bilkoviny v moci,
nejlépe ze sbéru za 24 hodin. Dle prirucky pfistroje je detekci této metody koncovy bod
a je zaloZena na stanoveni zmeny absorpce, ke které dochazi, kdyz se komplex
pyrogalolovda cerven — molybdenan vdze na protonovanou formu zdasaditych
aminoskupin proteinit pri kyselem pH. Narust absorbance pri 596/694 nm je primo
umerny koncentraci proteinu ve vzorku (Navod k pouziti, Siemens, ADVIA Chemistry,
2011, s. 2).

Jako reagencie se pouzivaji komponenty dodavané v Kitu, které jsou urcené pro uréity
pocet vySetieni. Jsou stabilni za podminek skladovani pti teploté mezi 15 az 25 °C az do
data vyznaceného na obalu. Pfistroj je rovnéz nutno kalibrovat a to pfi nutnosti vymény
Cisla Sarze Cinidla, po vymén¢ dulezité ¢asti optické nebo hydraulické, apod., minimalné
viak jedenkrat za 14 dni. Cinidlo R1 nutné k vySetfeni celkové bilkoviny je v tomto
ptipadé slozeno z pyrogalolové cervené v koncentraci 79,8 umol/l, molybdenanu

sodného 91 pumol/l, pufru, detergentl a konzerva¢ni latky. Cinidlem je nutno pied
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pouzitim jemné zakrouZit, aby se odstranily bubliny a byla zajisténa homogenita ¢inidla.
Paklize by byla pfitomna péna ¢i bubliny, musi se pfed pouzitim odsat pomoci Cisté

pipety.

Dalsi pomicky jsou: zkumavky se vzorky, systémové roztoky, kalibrator, kontrolni
materialy pro fizeni kvality méfeni, adaptéry lahvicek na cinidlo, ev. pipeta. Vzorky
moci jsem vlozila do pfenosného kruhového drzaku, poté jsem je instalovala do
pfistroje a zapnula analyzu. Asi po 10 minutach byl hotov vysledek ozna¢eny Ciselnym
kédem. Paklize se vyskytl vysledek s ptfitomnosti celkové bilkoviny nad 1200 mg/l,

pfistroj po vyhodnoceni vzorek dale fedi a proces trva o dalSich 10 — 11 minut déle.

Mikroalbuminurie vysetfuje systtm ADVIA Chemistry pomoci imunoturbidimetrie

podporovand PEG, kterd je schopné stanovit i velmi nizké hladiny albuminu v moci.
Lze vyuzit vzorek moci sbirany 24 hodin i vzorek ndhodny ze stfedniho proudu moci. Je
mozné pouzit vzorky uchované maximaln¢ 2 tydny pii teploté¢ 4 °C ¢i 5 mésicl pfi
teploté -70 °C. Vzorek, ktery obsahuje lidsky albumin je nafedén, pak smicham
S antisérem tak, aby vytvoril precipitat, ktery lze métit pomoci turbidimetrie pti vinové
délce 340 nm. Nasledné vznikne kiivka absorbanci standardi, podle které se stanovi

koncentrace albuminu ve vzorku modi.

K analyze se vyuziva 2 cCinidel. Prvni Cinidlo obsahuje polyethylenglykol v 6,00%
koncentraci a NaNs v 0,09% koncentraci. Druhé ¢inidlo se sklada s protilatky proti
lidskému globulinu (kozi) v koncentraci, ktera je vzdy dle $arze a NaNs Vv koncentraci
0,09 %. Cinidla se pfipravuji stejné jako v piipadé méfeni celkové bilkoviny u tohoto
pristroje, tedy promichdnim a odpipetovanim piipadnych bublin, skladuji se pii teploté

2-8 °C az do data pouzitelnosti vytiSténého na Stitku.

Pted analyzou se vzorky dobie promichaji a centrifuguji, nasledné je postupovano
stejn¢ jako v piipadé meéteni celkové bilkoviny, resp. vySetfeni celkové bilkoviny a

albuminu se déla rutinn€ soucasné z jednoho vzorku.

3.4 Elektroforéza

10 vzorki moci jsem vySetiila elektroforeticky na pfistroji Sebia., ktery pomoci

separace jednotlivych mocovych bilkovin dle jejich molekulové hmotnosti odliSuje
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bilkoviny tubuladrni od bilkovin glomeruldrnich. Na vySetfeni se pouZziva specidlniho
kitu HYDRAGEL PROTEINURIE 5 (obr. 4), ktery hodnoti - identifikuje proteinurii
z nezahu$téné moci. Jedna se poloautomatizovany systém, kdy automaticky je
provadéna postupné elektroforetickd migrace, suseni, barveni, odbarvovani a konecné
osuSeni gelové plotny. Ru¢né je tfeba manipulovat se vzorky, gely, vkladat reagencie a
spustit pfistroj (Laboratorni piirucka Sebia, 2014). Nejprve jsem do piedem
piipravenych zkumavek odpipetovala dle navodu diluent, nasledné jsem ptidala vzorek
moci. Po promichdni vzdy po péti vzorcich jsem ziskanou smés aplikovala pomoci
pipety na agardzovy gel. Nasledné bylo potieba kapnout destilované vody 1 cm nad
listu v pfistroji a vlozit vzorky do drzaku. Sebia po spusténi pracovala cca 2,5 hodiny,
nacez vysledek, ktery byl vytistén, jsem porovnala vizudlné s proteinovymi markery

Vv referenéni stopé, ¢imz jsem identifikovala typ proteinurie.

I ' — Bilk. [UALB |Pc
'YDRAGEL 5 PROTE!
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Obr. 4 — Hydragel 5 proteinurie

Reagencie:

e agardzové gely: obsahuji agarozu, tlumici roztok pH cca 7 a ptidavné latky; jde
o nosné¢ medium pro elektroforézu moci

e pufrované prouzky: slouzi jako rezervoar pufru pro elektroforézu a zajistuji
kontakt mezi gelem a elektrodami

e kysela violet: obsahuje kysely roztok (pH =2), kyselou violet’, ethylenglykol a
ptidavné latky; pouziva se Kbarveni gelt srozdélenymi bilkovinami po

elektroforéze, je urcen pro 10 gelt
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o diluent: sklada se ztlumiciho roztoku pH cca 7, bromfenolové modii a
pfidavnych latek; slouzi kfedéni moci, modf je migracnim a aplikacnim

markerem
e prouzky filtra¢niho papiru: pro odsati prebytecné tekutiny

o fyziologicky roztok: pouzivd se pro fedéni moci s vysokou koncentraci

bilkoviny (nad 2 g/1)

e odbarvovaci roztok: na odstraiiovani piebyte¢ného mnozstvi barvy, odbarvuje se

pozadi agar6zové plotny

e promyvaci roztok: obsahuje tlumici roztok pH cca 8,7, slouzi k promyvani

barvici Casti cca 1 x za tyden, pouziva-li se denné

e konzervacni roztok: jde 0 15 % roztok glycerinu v destilované vod¢, vyuziva se

k prevenci poSkozeni gelu pii suSeni a skladovani

Dalsi pomucky: univerzalni drzak gelu, pipety — 5 ul, 20 pl a 200 ul, markery

molekularni hmotnosti.

Ptiprava vzorku: 20 ul disentu se pienese na dno mikrozkumavky, poté se ptida 80 pl

¢isté moci a 5 vtefin promicha. Jestlize vzorek obsahuje vice nez 2 g/l bilkovin, fedi se

fyziologickym roztokem.

Pracovni postup analyzy:

1. Migrace

Nejprve je tieba vybalit gel, jemné a rychle odsat prebytek tekutiny z jamek za pouziti
filtraéniho papiru. Strip se musi umistit tak, aby byl zarovnan s jamkami. Potom se
napipetuje 5 pl upraveného vzorku moc¢i do kazdé jamky. Je tieba dat pozor, aby
nedoslo k napipetovani bublin a po kazdé aplikaci je tfeba vyménit Spicku pipety ¢i ji
otfit. Také nesmi dojit k doteku dna jamek pipetou. Nasledné se otevie viko modulu,
zvedne migra¢ni ramecek s elektrodami a nosi¢em aplikatoru smérem vzhiiru. Poté se
nastavi ptisluSny program migrace pro jeden ¢i dva gely. DalSim krokem je vyjmuti a
aplikace stripii na vystupky elektrodového nosie, naneseni 120 pl destilované ¢i
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deionizované vody na dolni stfedni ¢ast rdamecku vyznaceného na migracni ploSiné
migra¢niho modulu pro jeden gel nebo dvakrat, po 100 pl na dolni pravou i levou
polovinu pii pouziti dvou geli. Dale se opie gelova plotna o zarazku vyznaceného
ramecku, gel se ohne a vlozi do vody tak, aby se voda rozlila rovnhomérné pod celym
gelem bez vzduchovych bublin. Ramecek se poté snizi dolt tak, aby se pufrované stripy
nedotykaly gelu. Po wuzavieni vika modulu se zapne proces tlac¢itkem START

(Laboratorni ptirucka Sebia, 2014).

2. Piiprava zpracovani gelu

Asi po 25 minutach, kdy Sebia pracuje, se ozve zvukovy signal (kratké pipnuti) a je
tteba ptistoupit k nasledujicim kroklim. Po otevieni vika se zvedne migracni ramecek,
vyjmou pufrované stripy a odstrani se. Nasledn€ je nutné vyjmout ususené gely, otiit
elektrody a migracni plochu. Déle se vyjme drzak gelu z barvici komory, otevie se a
umisti se gelova plotna do zlabki obou tycek a drzak se uzavie a vlozi do modulu na
barveni a zpracovani. Je tfeba, aby byl jiz instalovan barvici roztok (300ml),
odbarvovaci roztok (1 litr), konzervacni roztok (300 ml). Kontejner na odpad nesmi byt
plny. Dale se postupuje dle pokynti na obrazovce pfistroje, zvoli se barvici program
»PROTEINURIE* a stiskne zelena Sipka pro start. Pfistroj signalizuje ukonéeni prace
zvukovym signalem, pak je mozné vyjmout drzak s gelem a odecitat vysledky
(Laboratorni ptirucka Sebia, 2014).
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4 Vysledky

Zakladni rozd€leni méteni zkoumanych vzorki moci bylo podle mnozstvi a pohlavi.
Bylo vyhodnocovano 29 vzorkli moc¢i, 12 vzorkd (41%) patfilo zendm, 17 vzorkl
(59 %) bylo muzskych (obr. 5).

Z.akladni rozdéleni méreni

MUZI - 17

Obr. 5 - Graf rozdéleni mérent
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Obr. 6 popisuje vek zen. Nejvice (témét 42%) jsem vySetfovala moce Zen ve véku mezi
71 az 80 lety, nasledné ve dvou skupinach, mezi 21 az 30 rokem véku a mezi 31 az 40
rokem (oboji 16,67%). Zadny vzorek nebyl u mladych do 20 let, dale v rozmezi véku 41
—50 leta 61— 70 let.

VEK ZENY

41,67%

-

3 16,67% 16,67%

2 — -
’ 8,33% 8,33% 8.33%
1 - i -
! D 0,00%
0,00% ) I 0.00%
—— re— g A
31

0-20 21- - 41 - 51 - 61 - 71 - 81 - nad
let 30let 40let 50let 60let 70let 80let 90let 90 let
VEK ZENY 0 2 2 0 1 0 5 1 1

Obr. 6 - Graf zastoupeni Zen dle véku

U muzu bylo vySetfovano nejvice vzorki ve véku mezi 41 az 50 lety (29,41 %), dale
pak ve vékové skupiné od 61 do 70 let (23,53 %). Zadny vzorek nebyl u mladych od 21
do 30 let a v rozmezi véku 81 — 90 let (obr. 7).

VEK MUZI
29.41%
5
23.53%
4
4
3
3
11,76% o
11,76% i 11.76%
2
: 5,88% 5.88%
‘ j )
1
0,00% . . 0.00%
o —— - —
0-20 21 - 31 - 41 - 51- 61 - 71 - 81 - nad
let 30let 40let 50let 60let  70let  S0let 90let 90 let
= VEK MUZI 2 0 1 5 2 4 1 0 2

Obr. 7 - Graf zastoupeni Zen muzii dle véku
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Vyseteni diagnostickymi prouzky vizualné u Zen popisuje obr. 8. Celkem 41,67 %

vzorkd bylo negativnich (zluta barva pole), 25 % obsahovalo od 0 do 0,3 g/ I bilkoviny

(svétle zelena barva pole), 8,33 % vzorkl vykazovalo 0,3 do 1,0 g/ | bilkoviny (tmavé

zelena barva pole) a 25 % vzorka ¢italo 1,01 az 5 g/l proteinu.

Testovaci prouzek zeny

41,67%

0 [g/1]

5

0-0.3[g/1]

Testovaci prouzek Zeny [pocet]

25,00%

8,33%

L

0,31-1,0
[/1]
3 1

Obr. 8 - Graf vysledkit diagnostickymi prouzky - Zeny

25,00%

/

1,01 -5,0
[g/1]
3

U muzh testovaci prouzky odecitané vizudlné vykazovaly: 35,29% vzorkll bylo

negativnich (zluta barva pole), 52,94 % obsahovalo od 0 do 0,3 g/l bilkoviny (svétle

zelena barva pole), 5,88 % vzorki vykazovalo 0,3 do 1,0 g/l bilkoviny (tmavé zelena

barva pole) a rovnéz 5,88 % vzorku ¢italo 1,01 az 5 g/1 (obr. 9).

Testovaci prouzek muzi

35,29%

0 [g/1]

6

Testovaci prouZzek muZi [pocet]

52,94%

5,88%

0-0,3 0,31-1,0

[eM [eM
9 1

Obr. 9 - Graf vysledkii diagnostickymi prouzky — muzi
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Na grafu ¢. 10 je moZzné sledovat vysledky méfeni bilkoviny v moci odecitané pomoci
analyzatoru. Zajimavy se jevi vysledek s vice nez 5 g/l celkové bilkoviny, ktery u

testovacich prouzkil neni méfitelny.

Testovaci prouzek - analyzator - Zeny

50,00%

25,00%

8,33% 8,33% 8,33%

| 1 73

0 [g/N] 0-03 0.31-1,0 1.01-5.0 =5 [g/]
[=/1] [g/1] [g/1
1 1

Prouzek - analyzator 3 6 1

Obr. 10 - Graf vysledkii diagnostickymi prouzky — analyzdtor - Zeny

Graf ¢. 11 znazornuje vysledky méfeni bilkoviny v mo¢i testovacimi prouzky u muza
s ode¢tem provadénym na analyzatoru. Nejvyssich hodnot je dosahovano v poli

S negativnimi hodnotami (41,18 %), nasleduje 35,29 % vzorku s bilkovinou do 0,3 g/l,
dale 23,53 % s vysledkem mezi 0,31 az 1,0 g/I.

Testovaci prouzek - analyzator - muzi
41,18%

35,29%

23,53%

0,00% 0,00%
A

0 [g/1] 0-03 031-1,0 1,01 -5,0 =
[e/1] [g1] [g/1]
Prouzek - analyzator 7 6 4 0

(V]

[e/1]

=]

Obr. 11 - Graf vysledkii diagnostickymi prouzky — analyzator - muzi
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Porovnani vysledki vySetfeni bilkoviny testovacimi prouzky vizualné€ a za pomoci
analyzatoru je graficky znazornéno na obr. ¢. 12 u zen a na obr. ¢. 13 u muzd.

Srovnani vysledki testovacich prouzki - Zeny

0]|11J

0 [g/1] 0-03[g1] 0,31-1,0 1,01 -5,0 =5 [g/1]
[e/1] [e/1]
Prouzek 5 3 1 3 0
® Analyzator 3 6 1 1 1

Obr. 12 - Graf srovndni vysledkii diagnostickymi prouzky — Zeny

Srovnani vysledki testovacich prouzkd - muzi

7
6
5
a
3
2
1 1
| ol
(6] 6] [¢]
=4

0 [g1] 0-0,3[g/1] 0.31-1,0 1,01 -5,0 > 5 [g/1]
LeA] Le/]
® Prouzek 6 9 1 1 0
W Analyzitor 7 6 4 0 0

Obr. 13 - Graf srovnadni vysledkii diagnostickymi prouzky — muzi
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Na obr. 14 mizeme vidét vysledky méfeni proteinurie u zen pomoci zkousky
s kyselinou sulfosalicylovou. Nejvice vysledkt bylo negativnich (58,33 %), 25 %
vzorkl vykazovalo sraZeninu, u zddného vzorku se nevyskytl vlo¢kovity zakal.

Zkouska Kyselinou sulfosalicyovou - Zeny [podet]

58,33%
7
6
a 25,00%
? 16,67%
2
1 0,00%
o
negativni lehky zakal vlockovity srazenina
zéakal
zkouska Zeny 7 2 0 3

Obr. 14 - Graf vysledkii zkouska kyselinou sulfosalicylovou — Zeny

U muzi jeden ze vzorkll prokazal nejtéz$i mozny vysledek - tvorbu srazeniny, stejné

jako u zen byl nejcastéjsi vysledek negativni — 47,06 % (obr. 15)

Zkouska kyselinou sulfosalicyovou - muZi [pocet]

47,06%

20.41%

17.65%

1

o}
negativni lehky zakal vlockovity zakal srazenina
zkouska muzi 8 5 3 1

Obr. 15 - Graf vysledkii zkouska kyselinou sulfosalicylovou — muzi
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Vysetieni celkové bilkoviny v moci u Zen i muzi probihalo pomoci ptistroje ADVIA

Chemistry za pomoci pyrogalolové ¢ervené. U Zen ze 12 vzorkd 33,33 % obsahovalo

101 az 500 mg/l (tedy 0,101 az 0,5 g/l) a ani jeden vzorek nebyl v rozmezi 2000 az

4000 mg/1 (2,0 az 4,0 g/l). (obr. 16).

Celkova bilkovina Zeny [pocet] - Pyrogalolova ¢erveii

33,33%
a
N 25,00%
3
3
2
2
8,33%
1
1
< 100 [mg/1] 101 - 500 501 -1 000
[mg/1] [mg/1]
zkouska zeny 3 4 1

Obr. 16 - Graf vysetieni celkové bilkoviny — Zeny

16,67% 16.67%
0,00%
——
1 000 - 2 000 2 000 -4 000 = 4000 [mg/]
[mg/1] [mg/1]
2 0 2

U muzi se celkova bilkovina v moc¢i (pyrogalolovou cerveni) v 35,29 % piipada

pohybovala do 100 mg/l. 23,53 % bylo shodné¢ naméfeno v rozmezi od 101 mg/l do

500 mg/l a od 501 mg/l do 1000 mg/I. (obr. 17).

Celkova bilkovina muZi [pocet] - Pyrogalolova ¢erven

35,29%

23,53%

23.,53%

<100 [mg/1] 101 - 500 501 - 1 000
[mg/1] [mg/1]
zkouska muzi 6 4 4

Obr. 17 - Graf vysetieni celkové bilkoviny — muzi
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Ptitomnost albuminu v mo¢i byla zjiStétna imunoturbidimetrickym vySetfenim.
Vysledky obsahu albuminu v mo¢i u zen jsou patrné z obr. 18, kde nejcastéji byla

prokazana hladina do 50 mg/1 (41,67 %).

41.67% Albumin - Zeny
5
a
a
3
3 16,67% 16,67% 16,67%
2
2 8.33%
1
R 0,00%
>
< 50 [mg/1] 51-100 101 - 500 501 -1 000 1001 -2 000 =2 000
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
zkouska zZeny 5 2 2 0 2 1

Obr. 18 - Graf vysSetieni albuminu —Zeny

V 76,47 % byla vykazovana hodnota do 50 mg/l albuminu v mo¢i u muzi, coz je
patrné z obr. ¢. 19.

Albumin - muZzi

y 76.47%
12
10
8
6
17,65%
a /
i 5,88%
0,00% 0,00% 0,00%
—— i ——
< 50 [mg/1] 51-100 101 - 500 501 - 1 000 1 001 - 2 000 =2 000
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
m zkouska muzi 13 0 3 1 0 0

Obr. 19 - Graf vysetieni albuminu —muzi
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U 10 vzorkii mo¢i bylo provedeno elektroforetické vySetfeni na agar6zovém gelu.
Naméiené hodnoty celkové bilkoviny a albuminu znazornuje obrazek ¢. 20.

Elektroforéza - 10 vzorkua
SEBIA
celkova
lbumi |
bilkovina [g/] | 2 2u™n (me/l]
1. 0,61 11
2, 1,19 205
3, 0,76 243
4. 0,96 204
5, 0,92 32
6. 0,11 5
7, 0,18 122
8, 1,07 18
9, 0,46 155
10. 1,12 83

Obr. 20 —Tabulka vysledkui elektroforézy 10 vzorkii

U 20 % ptipadi Slo o glomerularni neselektivni proteinurii, v 10 % piipadd o
glomerularni selektivni a ve 40 % se jednalo o smiSenou proteinurii. V 30 % byla
identifikovana tubularni proteinurie (obr. 21).

PROTEINURIE 10 VZORKU

tubularni
30%

glomerul. selektivni
10%

glomerul.neselektiv.
20%

Obr. 21 — Graf typu proteinurie z elektroforetického vysetieni
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5 Diskuze

Prikaz a identifikace proteinurie je jednou z dulezitych slozek screeningu lidského
zdravi, nicméné jde o rozsahlou, mezioborovou a slozitou problematiku, jez se neustale
vyviji. Engli§ ve své praci zdlraziiuje, Zze je tomu tak z divodu Sirokého spektra
plazmatickych, rendlnich a postrendlnich bilkovin s rozdilnymi koncentracemi i
Sruznym slozenim, z diivodu puasobeni rozliénych nepifimych vlivii kupt. vykyvi
rendlni hemodynamiky, vlivu pfijmu a vydeje tekutin, atd. Na zaklad¢ téchto fakth
miize dojit k podhodnoceni pozitivniho vysledku nebo k falesné negativnimu vysledku
(Engli§, 2007). V ramci bakalarské prace jsem se sezndmila s ¢asto pouzivanymi
metodami, diagnostikou pomoci testovacich prouzkd, zkouskou s Kyselinou
sulfosalicylovou a se slozit€j§imi pistrojovymi analyzami pomoci imunochemickych
metod a elektroforézy. Velmi zajimavé bylo také porovnani vizualniho a automatického

pristrojového kvalitativniho vySetfeni diagnostickymi prouzky.

Vysetifeni diagnostickymi prouzky je jednoduché na provedeni, snadno financné
dostupné, avsak je tfeba mit zkuSenosti s odecitanim vysledki. Dle Racka by bylo
feSenim pouziti specidlnich fotometrii, které vSak nemohou byt v kazdé ordinaci, ale
spiSe ve vybavenych biochemickych laboratotich (Racek et al., 2006). Pfi praci
Vv laboratofi jsem méla moznost obé metody vyzkouSet a sledovat rozdily v méfeni,
které se dle mého ndzoru nejsou nezanedbatelné. Na druhou stranu vidim vyhodu
predevSim v tom, ze i samotny pacient si pomoci prouzki, které mohou meéfit jen
nékolik dle onemocnéni vybranych testovacich zon, rychle a snadno kontroluje napft.
prabéh 1écby. Déle se domnivam, ze vzhledem k tomu, Ze se Casto vyuzivaji prouzky
s vice analyty, dochazi casto k prikazu né€kolika objektivnich ptiznakt, coz sméfuje
odborniky k rychlému urCeni néslednych vysetieni a nasledné k stanoveni definitivni
diagnozy. Také dle Tesate et al., je citlivost na koncentraci a typ bilkovin zévisla i na
vyrobei prouzki. (Tesar et al., 2014). Levkova dodava, Ze prouzky jsou citlivé zejména
na albumin, méné citlivé na globuliny a velice malo citlivé na hemoglobin,
glykoproteinim a k Bence- Jonesové bilkoviné (Levkova, n.d.). Tesat et al. pfipomina,
ze k faleSn€ negativnimu vysledku mtze dojit i pfi dehydrataci, hematurii, alkalické
moc¢i a pH nad 8a také pfi kontaminaci dezinfekénimi roztoky. Naopak faleSné
negativniho vysledku je mozno se dockat pfi vylucovani jinych bilkovin, nez je
albumin, které mohou omezené reagovat s testovacimi prouzky (Tesaf et al., 2014).
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Proto se také pii podezieni na mikroalbuminurii provadi dals$i vySetfovaci metody, jak
uvadi Zima et al. na principu imunoturbidimetrie ¢i imunochromatografie (Zima et al.,

2007).

Vysetteni proteinurie zkouSkou s kyselinou sulfosalicylovou je rovnéz jednoduchou a
levnéj$i metodou. Podle Levkové jde o velice citlivou metodu, nicméné neprokaze
pfitomnost glykoproteinli a také samoziejmé zachyti i1 fyziologickou proteinurii do 20
mg/ 24 hod. (po fyzické namaze), ktera se projevi opalescenci. Je vSak tfeba myslet na
moznosti interakce, které zkresli vysledky vySetfeni, napt. po uziti sulfonamida,
penicilinu, kontrastni jodové latky pouzivané Kk mnohym radiodiagnostickym

vySetienim (Levkova,n.d.).

Podstatné¢ narocngjSim  vySetfenim se jevi analyza moci prostfednictvim
imunochemickych metod, avsak jde o metody s vysokou mirou citlivosti. Podle Tesaie
et al. vykazuji mez detekce 2 — 10 mg celkové bilkoviny na litr ve srovnani s analyzou
pomoci testovacich prouzkl, kde mez detekce se pohybuje asi okolo 150 mg/l
celkového proteinu. Tesar et al. ve své praci dale porovndva imunochemické vySetfeni
spolu s HPLC, kdy vysokou¢innd kapalinova chromatografie stanovuje vysledky
systematicky vyssi nez pfi imunochemickém vySetieni. Nicméné sdéluje, ze posledni
vyzkumy nasvédcuji pro vetsi spravnost ve prospéch imunochemickych analyz, dale je
tteba si dle autora uvédomit, ze pro analyzu vzorkt s vysokou celkovou bilkovinou je
tato metoda nevhodna pro nebezpeci ,,hook efektu (Tesat et al., 2007), tj. zjednodusené
pii velmi vysoké koncentraci zkoumané latky dojde k maximalnimu vyvazani protilatek
na antigen a nasledné falesné negativnimu vysledku. V ramci této prace jsem se setkala
s informaci, ktera vysvétluje postup pii feSeni této problematiky. Paklize by byla
celkova bilkovina nad 1200 mg/l, pfistroj po vyhodnoceni vzorek dale fedi a proces dale

pokracuje.

Elektroforetické vysetieni moci jsem provadéla na 10 vybranych vzorcich, kdy jsem
méla moZnost vyzkouset si vyuziti této metody k identifikaci proteinurie. Slo o metodu
Casove€ narocnou, jen pristrojové vyhodnoceni trvalo zhruba 2,5 hodiny. Z prace Englise
vyplyva, ze elektroforéza v gradientnim polyakrylamidovém gelu v prostiedi
laurylsiranu sodného je metodou volby u elektroforetickych metod, v Ceské republice je
provadéna pies 40 let. Je tfteba podotknout, ze kvantitativni stanoveni vhodné¢ zvolenych

tzv. ,,indikdtorovych® bilkovin v moc¢i je povazovano za nejprogresivnéjsi metodu
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analyzy a identifikace proteinurie. Toto stanoveni proteinurie i elektroforetické metody
analyzy moci jsou dle Englife vCR ve srovnani se zemémi zapadni Evropy a

Skandinavie vyuzivany malo (Engli§, 2007).
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6 Zavér

Cilem této prace bylo vySetfit chemicky 29 vzorki moci, ve kterych jsem zjistovala

ptitomnost bilkovin a 10 vzorki moc¢i za pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu.

Diky tomuto tématu jsem si pii praxi v laboratofi prosla a osvojila praci s materidlem,
od jeho ptijmu az do vloZeni do analyzatoru a zaznamenani vysledku. Naucila jsem se
nékolik metod na prokazani bilkoviny v moci. Vyhodnoceni vzorkit moci, pii které byly
pouzity dané metody, pifispélo k porozuméni problematiky identifikace bilkovin v moci

a dalSimu prohloubeni informaci pro praci zdravotniho laboranta.

Vysledky jsem zpracovala ve formé grafi v kapitole 4, znazornujicich zavéry méteni
pomoci testovacich prouzkl vizudln€ a pouzitim analyzatoru, prostfednictvim zkousky

s kyselinou sulfosalicylovou, imunochemickym vysetfenim a nakonec elektrofereticky .
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9 Seznam pouzitych zkratek

ECT — extracelularni tekutina

ADH — antidiureticky hormon

H* - kladng& nabité ionty vodiku
PCR — protein creatinine ratio
ACR - albumin creatinine ratio
SDS — sodiumdodecylsulfat

HPLC - high performance
chromatografie

rrrrrr

liguidchromatography — vysoce u¢inna kapalinova
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