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Anotace

Cilem této bakalgké prace bylo vyvinout a validovat chromatogradick
metodu umoiujici stanoveni albuminu v mip dale pak provést porovnani
imunochemického a chromatografického stanoveninailw v ma@i na pacientskych
vzorcich.

Albumin je protein, vyskytujici sefpdevSim v plaz# Jeho vyldovani mai je
spojovano s onemoénim ledvin. Jako patologicka hodnota celkové pratee je
stanovena hodnota 150 mg/24 hod. Z toho éméev 30 mg/24 hod. tvibalbumin.
Stanoveni hladiny albuminu jeil@éZité gedevsim u paciefits diabetem, hypertenzi a
s onemocénim ledvin. Albumin v méi se ruting stanovuje pomoci imunochemickych
metod, které nejsou schopny detekovat vesSkery atbuRtagmenty albuminu, které
nejsou reaktivni pak imunochemickym metodam unikaji

V této praci byla vyvinuta HPLC metoda pro standvetbuminu v moi.
Metoda byla pla validovana (pesnost, spravnost, mez detekce, robustnost) a

porovnana s imunochemickym stanovenim fiblign¢ 105 pacientskych vzorcich.
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Annotation

The aim of thich bachelor thesis was to develop \allate chromatographic method
enabling determination of albumin, and proceed @mmspn of immunochemical and
chromatographic measurement of albumin in urine iepat samples.
Albumin is protein found mainly in plasma. It issdharging with the urine and it is
connected to kidney diseases. The pathologicalevidu a general proteinuria is 150
mg/24hrs. From that amount less than 30 mg/24hedbismin. Determination of the
level of albumin is important particularly for perits with diabetes, hypertension and
kidney diseases. Urinary albumin is commonly meaginy immunochemical methods,
which are not able to detect the entire amountmfrain. Fragments of albumin, which
are not reactive are not detected by these methodsis work the HPLC method was
developed for the determination of albumin in uriis method was fully validated
(precision, accuracy, limit of detection, robusg)esand compared with

immunochemical determination on approximately 1fibaipatients samples.

Keywords

urinary aloumin, HPLC, proteinuria, microalbumirayrdiabetes mellitus



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem bakatkou praci zpracovala samostagpod vedenim Ing. Evy
Klapkové, Ph.D., uvedla vSechny pouZité literarodaorné zdroje a dodrZzovala zasady
védecké etiky. Déle prohlasuji, Ze stejnd prace relpguzita k ziskani jiného nebo

stejného akademického titulu.

V Praze 9.5.2011 LibuSe Moravcova



Pod ékovani

PiedevSim chci podkovat Skolitelce Ing. EV Klapkové, Ph.D. za odborné vedeni,
poskytnuté cenné rady, vSestrannou pomoc a téivost, kterou mi p¥i zpracovani
této prace poskytla. Dale dkuji MUDr. Ing. Magdalén é Foitové za spolupraci,
vrchni laborantce Mgr. Martin € BuneSoveé, usekové laborantce Vendulce

Havrankové a viem pracovnilim Ustavu klinické biochemie a patobiochemie FN

v Motole za podporu.



LY 5 RPN 10
1. TEORETICKA CAST ..ottt smes st 11
LAPROTEINURIE ...ttt ettt e e e ennne s 11

I I I oY o o) (=1 U4 = 12
2 I 0 PPN 14
1.2.1 SYNtEZa alDUMINU......ccciiiiiieieeet ettt ee e e e eaaaeeaeaeeeeeessenneeeees 14
1.2.2 Funkce albuminu V OrganiZmMu ...........coeeeemeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiniinnne e ens 15
1.3MIKROALBUMINURIE .....coiiiiiiiiiie e ettt e e 51
1.AMETODY STANOVENICELKOVE BILKOVINY A ALBUMINU V MOCI ..17
1.4.1 ZAKIadni VYSEENT M@ ......cceeiiiiiiiiiiiieiiiieee e e e e e e e e e s e eaeeaaaaaeens 17
1.4.2 Chemické vysgni diagnostickymi prouzZky...........cccoooe s ccceeeeeeeeeennn 19
1.4.3 SIAZECT FEAKCE ... .ttt ie e e e e e et e e e e e e e e e s 20
1.4.4 BiUretOVA MELOU@.....cciiiieieee ettt 21
1.4.5 ImunochemiCKe MEtOdY.............uuuetmmmmmm s eeerrrreieeeeeeeereeeeaeeeeeeasesensnnnnns 21
1.4.6 Elektroforéza bilkOVin ..o 22
1.4.7 Chromatografick€ MetOdY ............... ommmmmeeernnnnsnseeeeeeeerreeeeeeerrnnnnnnnnnn. 23
1.5KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE ....ccviiiiiee et 25
1.5.1 Vysokodinna kapalinova chromatografie ............cooeeeeeicciiiiiiiiiieeeen, 25
1.5.2 Zpisoby stanoveni albuminu pomoci HPLC............cccviiiiiieiiiieeeeeeee 26
720 | S 29
3. EXPERIMENTALNI CAST ..ottt memen s 30
3.IMATERIAL A METODY ..ottt sttt sae s saessnaeene s 30
T I A =53 o 1= SRR 30
3.1.2 Ostatni MAteri@l..........c..uvuiiiiiiieeeeees e 31
R G B L= = o = o o = 31
3.1.4 BIPrava reageNCil .........cuuieeeeeeiiiei i esecmmmees e ee e e e e e e e e e e e 32
3.1.5 Riprava vZorki Pro @nalyzZu.........cccccceeeeeeiiiiiiiiiiceeeeee e 34
3.1.6 Chromatograficka analyza VZOUK...........cccceeeeeeiieeeeeeieiiieeeeeeiveeeeneeinenens 34

4. VYSLEDKY A DISKUZE ......oouiiiiiiiieieteeste ettt e 35



A.IVYVOIMETODY ...t e e e et e e e et e e e eeians 35.

7 AV NI |9 Y:Xo1 = V] = @] ) R 43
N I (= 1] o] = (o = PSR 43
A @ o -1 (o 1V (=1 T 1 44
4.2.3 ReproduKOVAteINOST ...........uuuui e ettt eeeeeee e 45
S o = 1Y/ 101 PR UUR PSS 46
4.2.5 MEZ UELEKCE ... coeeeieiie e s e e et e e e e e e s e e e e e e et b e e e eeeeeees 47
4.2.6 RODUSENOSE .....ciiiiiiii et cosmsmr e e et s e e e e e et b e e e e e eesanneeeeeeeeesnes 48

4.3STANOVENIHLADINY MOCOVEHOALBUMINU U JEDNOTLIVYCH

SKUPINPACIENTU ...ttt ettt sasa ettt ennsnestssaeeaenaneas 49

4NV ol TR 56



Seznam pouzitych zkratek

PCR

ACR

HPLC

SDA-PAGE

LC-MS

HSA

TRIS

PEG

EDTA

TFA

Ab

imunoglobulin A

imunoglobulin G

N-acetylglukosaminidasa

protein creatinine ratio

albumin creatinine ratio

vysokolinna kapalinova chromatografie

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
s laurylsiranem sodnym

kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
human serum albumin
tris-(hydroxymetyl)-aminometan
polyetylenglykol

kyselina etylendiamintetraoctova

kyselina trifluoroctova

antigen

protilatka



UvoD

Selhani ledvin v dkledku jejich onemoemi je swtovym problémem J@jného
zdravi. Stale se zvySujici incidence a prevalenezanedbatetnvysoké naklady na
lécbu a nasledky onemoémi, stejié tak i ne vzdy usgné vysledky &y nuti
odborniky stale zkvalibvat strategii pro prevenci, odhalovani a vyhodnéod @icin
ledvinového onemoami. Restoze rizikové faktory se misgtporskud lisi, je dilezité
zvysit Einnost vyuZziti dostupnych odbornych zkuSenosti mjidna zlepSeni @& a
vysledki [écby komplexi [24, s. 61F.

V souwtasné dob se stavd vaznym zdravotnim i ekonomickym ceitmsxym
problémem ndist zastoupeni diabetické nefropatie jak@ipy terminalniho selhani
ledvin. Diabeticka nefropatie je onemeéaon vznikajici kwili zménam v ledvinach u
nemocnych s diabetem I. nebo Il. typu. Rozviji set u ftretiny nemocnych
s diabetem a vyrazrsniZuje kvalitu jejich Zivota. K progresi onemeéon prispiva téz
vysoky krevni tlak, obezita, kéeni a genetické predispozice. U veli@sti pacient
postizenych diabetickou nefropatii Vipthu onemocéni dochazi Kk vyskytu
mikroalbuminurie. Tito pacienti maji ve srovnanpacienty bez mikroalbuminurie
zvySené riziko kardiovaskularnich chorob a takéezpi pacieni s diabetickou
nefropatii v dialyz&nim programu je vyraznnizSi, nez paciefit s jinou gicinou
selhani ledvin. Cilenou terapii je mozné zmirnipakly onemoatni a zkvalitnit Zivot
pacienti. Proto je dlezitym cilem vyzkumu co nejtve zachytit piznaky diabetické
nefropatig 31, s. 406
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1. TEORETICKA CAST

1.1 PROTEINURIE

Proteinurie pat mezi symptomy souvisejici s onem&eim maoveho systému.
Mezi nefasgjSi priciny t¢Zké proteinurie s rozvojem nefrotického syndromuiipa
diabetes mellitus a akutni nebo chronicka glomewfiatida. Mérk ¢asto je dsledkem
infekéniho onemoceni, systémového onemasr pojiva, sekundarni amyloiddzy,
toxického poskozeni ledvin nebo alergické reakize normalnichokolnosti se filtruje
pies glomerulokapilarni &u z krve do mé& jen minimum makromolekul. Jedna se o
nizkomolekularni proteiny a albumin. Toto minimalminozstvi profiltrovanych
proteimi je témef komplet# reabsorbovano epitelem proximalniho tubulu a
degradovano na peptidy a aminokyseliny. Proteinyeiedefinovana jako odpad
bilkoviny do mai presahujici 150 mg/24 hod. Odpad proteinu v definitimadi
zdravéhoc¢loveéka v piiméru kolish mezi 40-80 mg za den, ztoho je jen 10 mg
albuminu. Fyziologicky se do mipztraci még nez 30 mg albuminu/24 hgd, s. 63.

Prvni pozorovatelnou patologickou &nou byva zvySeni podilu albuminurie.
Za normalni je povaZzovana j&Sttrata proteinu do 150 mg/24 hod. Glomerularni
kapilara ma velmi svéraznou strukturu a jeji pounelse negativni naboj, ktery udrzuje
intravaskulara negativk nabité molekuly, nap albumin. Endotel ani epitel
glomerularnich kapilar netvb souvislou vrstvu, ale maji otvory, které cuji
ultrafiltracni vlastnosti kapilary v zavislosti na velikosti lekul. Do primarni moi
neprojdou molekuly o hmotnosti nad 100000 Da. Rmmudultrafiltraini schopnosti
glomerularni kapilary se vyskytuje u glomerulopattioZz je onemoaimi ledvin,
spaivajici v postizeni glomeriil Druhotrg# se poruSeni ultrafilttai schopnosti
vyskytuje také v pokr@lém a progredujicim stadiu jinych nefropatii. Ngfatii
rozumime obecné oz&eni pro nezatlivé onemocsni ledvin. Morfologie rozeznava 2
zakladni typy glomerulopatie, které setemych obmdnach vyskytuji g primarnich i
systémovych glomerulonefritidach: jsou to prolitelai a membranozni
glomerulonefritida. Glomerulonefritida je z#livé onemocgni ledvin, postihujici
predevsim glomerulus. Proliferativni glomerulonedidije charakterizovana zvySenou
burgcnosti glomerulu a tznym stupsim jeho sklerotizace. P extrakapilarni

glomerulonefriti¢ proliferuje navic epitel Bowmanova pouzdra, coZ gpojeno
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s rychlym ubytkem funkce.iPmembran6zni glomerulonefriidsou napadé difazre
ztlusglé stny glomerularnich kapiléar ip normélni bug¢nosti glomerulu. DalSim
onemocgnim je nefroticky syndrom s minimalnimi 2mami. Ri tomto onemocéni je
témét normalni glomerulus ve 8&telné mikroskopii, ale napadné &ny viditelné
v elektronovém mikroskopu a jeho iiggmiva forma tzv. fokalh segmentarni
glomerulosklerdza, coz je sklerotizace usekkterych glomerul, patrna ve sitelné

mikroskopii[3, s. 2.

1.1.1 Typy proteinurie

A. Podle lokalizace

* Prerenalni —ip nadmérné produkci nizkomolekularnich protéinledna se snadno
filtrovatelné proteiny, jejichz filtrace ipkrati reabsorpni kapacitu proximalniho
tubulu. Nap. vylucovanim volnych lehkychiettzci imunoglobulih u rekterych
monoklonalnich gamapatii, myoglobinti pelkém svalovém zhmo#zdi, hemoglobinu
u akutni hemolyzy, lyzozymu uékterych typi leukémieci beta-2-mikroglobulinu u
nékterych malignit (zejména hematologickych), také&nitwych katabolii, event.
proteini akutni faze. V tomtoifjpadt ma pacient ledviny zdravé. Jedna se v pogstat
typ ower-flow proteinuriegili z nadbytku bilkovin, kterych se tybvic, nez je mozno
absorbovat z [8, s. 609, s. 28.

* Renalni - podmigna zvysSenou syntézou nebo zvysenym twenim strukturnich
bilkovin pochazejicich z ledvinného parenchymiiciRou je onemoctni ledvin.

» Postrenalni — vznikarpmmou exsudaci bilkovin z plazmy do #nmove vyvodnych
cestach méovych. Typickd je fitomnost alfa-2-makroglobulinu a IgM. Negtji tato
proteinurie vznika zavodu zawtu nebo krvaceni. Nalez bilkoviny je ovSem v tomto

piipact vedlejsi, pevliada leukocyturigs, s. 60.

B. Podle mistaijvodu

e Glomerularni — jednd se o zvySenou propustnostowit pies porusSenou

glomerularni membréanu.
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Selektivni - ztrdta negativniho néboje glomerularni bazalni nmémp
dusledkem je zejména albuminurie. Dale se immaléza transferin, chyfi vétsi
proteiny (imunoglobuliny a makroglobuliny) a mikropeiny.

Neselektivni - ztrata selektivity podleelikosti @i téZSim posSkozeni
glomerularni membrany, kterou pak prochazeji i girgt s velkou molekulovou
hmotnosti, nap 1gG, IgA.

e Tubularni — postizenim proximalniho tubulu doché&ei zvySenému vytiovani
nizkomolekularnich bilkovin, které se za normalnddolinosti dostavaji glomerularni
filtraci do primarniho filtratu a nasledise tubularni resorbci &mé reabsorbuji. Nap

alfa-1-mikroglobulin, beta-2-mikroglobulin, NAG.

* Glomerulotubularni — smiSend. Dochézi ke kombirgiomerularni a tubulérni
proteinurie.

Tento typ proteinurie se vyskytuje rtédgpad pi chronické renalni insuficienci, coz je
termin oznaujici pacienty se snizenou funkci ledvin u ktergtd jeS¢ nedoslo k jejich

nezvratnému selhani

C. Podle intenzity

Mirna proteinurie s hodnotou 0,15 — 1,5 g bilkoRéhhod. Tato proteinurie
swd¢i pro chronicka posSkozeni ledvin, zejména inteidtic¢ nefritidou, nebo pro
toxické poskozeni napléeky.

Stredni proteinurie s hodnotou 1,5 — 3,5 g bilkovinAad. Ricinou je nefastji akutni
glomerulonefritida nebo akutni toxické posSkozedvia.

Tézka proteinurie s hodnotou > 3,5 g bilkovin/24 tewid¢i o nefr6ze a nefrotickém
syndromy?2, s. 1; 4, s. 28

D. Klinicko — diagnostickértdeni

* Intermitentni proteinurie
Funkéni - vznika napp po namaze, prochlazeni nebo €nim stresu.
Febrilni — vyskytuje seiphoreinatych stavech.
Posturalni — ortostaticka proteinurie. WBkterych mladistvych se vyskytuje pouze ve

vztycené poloze. Byva vystlovana vazokonstrikcifpbederni hyperlordéze. Ztraty
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bilkoviny v tomto gipadt nebyvaji ¥tsi, nez 1 g/24 hod. Ve vzorcich &eo ziskanych
vleze se bilkovina nenach&zi. Posturalni protetnye prognosticky benignim
symptomem a mizi v dosjosti.

V¢étSina Echto proteinurii se spontaénpravi po odezmi vyvolavajici piciny.

* Perzistujici proteinurie
Jako perzistujici proteinurii oz&wgeme proteinurii nalézanou v opako¥an
vySetovanych vzorcich m@. Tento nalez £dci o renalnim onemoceni, i kdyZ jsou

renalni funkce intaktri2, s. J.

1.2 ALBUMIN

e

Proteiny jsou nejsloijSi a funkné nejdilezitéjSi molekuly v organizmu. Tvo
podstatnoucast kazdé hitky. Jsou to makromolekularni skmniny tvdené fizre
dlouhymi polypeptidovymietzci, které jsou slozeny z proteinogennich aminolkyse
Ty jsou vzajemi pospojovany peptidovou vazbflp, s. 72.

Albuminy pati do skupiny tzv. sféroproteinneboli globularnich protein coz
jsou proteiny nepravidekhkulovitéhodi protahle elipsovitého tvaru, rozpustné ve ¥od
nebo ve gednych roztocich neutralnich soli. Jejich prostorog@dadani je takoveé,
aby hydrofilni skupiny byly fevazré lokalizovany na povrchu, kde mohou deb
interagovat s vodou. Nejzndjgi je sérovy albumin — hlavni protein krevni plazm
tvorici priblizné 60 % celkové hmotnostni koncentrace plazmatickpcbtein.

Molekulovd hmotnost albuminu je relativmald - 67 kD46, s. 620.

1.2.1 Syntéza albuminu

Jako ¥tSina proteifi krevni plazmy je i albumin syntetizovan v jatreéiera
denrgé produkuji giblizn¢ 12 g tohoto proteinu. Mnozstvi ihned dostupnéhmuminu
v organizmu je fiblizn¢ 3,5 — 5,0 g/kg dlesné hmotnosti. Do krevni cirkulace se
albumin dostéva jaterni Zilou. Jakakoliv poruchlogpmosti jater syntetizovat proteiny
se tedy projevi i snizenim hladiny sérového albumifeho syntéza je oviievana
dostupnosti aminokyselin,fgdevsim tryptofanu. SniZzeni koncentrace albumirak vs
muze byt zgisobeno i proteinovou podvyzivou, velkymi ztratanmodinpii ledvinovém

onemocgni. Jeho sniZzené hladina aléZa byt také ukazatelem zfh, akutnich stav
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nebo nadar, protoZze albumin je negativhim reaktantem akutazef ZvySeni
koncentrace albuminu e byt zfisobeno dehydrataci, kdy dojde ke sniZzeni objemu
vody v plazné a tim se hladina albuminu relativavysi. Alboumin se kromh plazmy
nachazi téz ve tkanich, hlaviv podkozi a ve svalech. Nepatrné mnozstvi pronika

hematoencefalickou bariérou do mozkomisniho nj8i, s.].

1.2.2 Funkce albuminu v organizmu

Albumin se vyznamiipodili na regulaci onkotického tlaku krve a oiiliye tak
distribuci vody mezi intravazalni a intersticiatekutinou. V pipac snizené hladiny
albuminu proto dochazi k tvatbotoki. Dale albumin slouZi k transportu ritgbad
volnych mastnych kyselin, bilirubinu, hormign/apniku, h&iku, ale i 1ék. Je zdrojem
aminokyselin pro proteosyntézu v perifernich tknima pufréni schopnost a je
nejwtsim antioxidantem krevni plazmy.

Biologicky polatas albuminu je iiblizné 19 hodin, pak je odbouravan,
piedevsim endoteliemi krevnich kapilar. Malé mnoZzsthduminu pronika do mi
ztraci se také difuzi do travici trubigg s.72 8, s. 69.

Bilkoviny, véetré albuminu jsou degradovanyéhem pfichodu ledvinnymi
glomeruly. Fragmenty bilkovin, které praygbdobr vznikaji v Ilysozomech
proximalniho tubulu se pak vyuji mati béhem rgkolika minut. Navrat dchto
degradanich produki zpét do krevniho o&hu nebyl zjis¢n. Pongr neporuseného a
degradovaného albuminu jedldzity marker renalni patologie. Intaktni forma
vylu¢ovaného albuminu neni detekovateln&rg pouzivanymi imunochemickymi

metodami, protozZe tato forma nereagujéislpSnou protilatkodi30, s. 171F.

1.3 MIKROALBUMINURIE

Zavedeny termin mikroalbuminurie neni z biochemikélediska filis presny
neba@ neoznd&uje nalez mikroalbuminu v ngg ale vylwovani malého mnoZstvi
albuminu, neprokazatelnéh@&amymi testovacimi prouzky nebo precigndmi testy.
Vylucovani albuminu m& je velmi variabilni, zavisi na prokrveni ledvima svalové
namaze, na zém¢ polohy €la, na &lesné teplat a na dalSich faktorech. Wstginy
zdravych lidi se proto uvadi fyziologické rozmegiwovani albuminu 2,5 — 26 mg/24

hod. Jako mikroalbuminurie se ozoge hodnota mezi 30 — 300 mg albuminu za den.
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Hodnoty pod dolni mezi mikroalbuminurie jsou fynigické, ozn&ované jako
normoalbuminurie, hodnoty nad horni mezi pak ¢ajgane jako makroalbuminurii
neboli proteinurii. Albumin fedstavuje velmi vhodny marker ukazujici na
generalizovanou cévni hyperpermeabilitu. O skudemikroalbuminurii vSak mluvime,
jedna-li se o dlouhotrvajici nalez albuminu vdnoPrikaz mikroalbuminurie je
povaZzovan za nejvhodj$i ukazatel rizika vyvoje diabetické nefropatieediinové
onemockni u diabetik je velmi ¢asté a vyrazh zasahuje do Zivota nemocnych.
Vyskytuje se u 20 az 40 %ipadi nemocnych diabetem 2. typu. Vyskytégsgjsi u
pacienti s hypertenzi, s diabetickou retinopatii a neuiépa€etnost vyskytu
mikroalbuminurie a #Si riziko vzniku diabetické nefropatie stoupd f&Sim
nastupem onemoeni. Nalez mikroalbuminurie souvisi s metabolickymarkery u
diabetiki, jako je napiklad glykovany hemoglobin a také s indexypernych dennich
glykémii[5, s. 236.

V prvnim stadiu diabetické nefropatie se objevpichodna mikroalbuminurie
(30-100 mg/den), zvySena glomerularni filtrace acgpaficky prokazatelné #tseni
ledvin. Toto stadium je potenci&meverzibilni. Ve druhém stadiu se vyskytuje trvala
mikroalbuminurie (30-300 mg/den), glomerularni réitte klesa.Casto se objevuje
hypertenze. fleti stadium je charakterizovano proteinugisv nez 0,5 g/den, ktera
vede aZz krozvoji nefrotického syndromu. | v tonmgtadiu Ize dslednou lébou
vyznamrE zmirnit progresi rendlni insuficience. ¥evrtém stadiu dochazi k chronické
renalni insuficienci a selhani. U inzulin-dependémd diabetes mellitus je nutné
vySeteni opakovat alespio3krat v odstupu &kolika dnmi. Hlavni vyznam stanoveni
mikroalbuminurie u diabetik spa&ivAd ve vymezeni skupiny paciénts rizikem
manifestni diabetické nefropafi&8, s. 99.

Déale zaznamenavame zvySenou exkreci albuminu ciédeinhypertenze, asi u
1/3 pacieni. Nalez mikroalbuminurie u non-diabetickych paciefg povazovan za
rizikovy faktor kardiovaskularnich onemagn. Fimy vliv proteinurie #ejme hraje roli
pii vzniku a progresi fibrozy renalniho intersticlRychlost progrese byva zpravidla
piimo angrné velikosti proteinurie. Hypertenze u renalniclemocrni je casto €2ka,
obtizre kontrolovatelna terapjil9, s. 87.

Mikroalbuminurie je také velmitdezitym a citlivym indikatorem preeklampsie
u thotnych Zen s hypertenzi. Preeklampsie geotenstvim podmima hypertenze

spojena s proteinurii aripadré s generalizovanymi otoky. Jejigsna etiologie neni
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znama. Uvadi se genetické a imunologické faktomilur této komplikace. Vyskytuje
se ffiblizn¢ u 2 — 5 % ¢hotnych,¢astji u mladych Zen v prvnimehotenstvi. ZvySené
riziko byva u viceetnych &hotenstvi, preexistujici hypertenze, diabetes tmsllia
vyskyt preeklampsie vipdchozim ghotenstvi[20, s. 17 Preexistujici hypertenze je
diagnostikovana jiz igd €hotenstvim nebo do jeho 20. tydne. Gé&sidnypertenze je
stav specificky pro¢hotenstvi a je charakterizovana Spatnym prokrvemitly orgaig.
Pacientky s rizikem preeklampsie bylgpnbyt vySeteny vcasné fazi ¢ghotenstvi, coz
pomaha zabranit progresi preeklampsie do Zivotaljicich stav [21, s. 6.

Mikroalbuminurie se mize vyskytnout i jako nespecificka odga/u akutnich
zaretlivych stavi nag. u akutni ischémie, traumatu a poskozeni mozkpaleoin a
dalSich. V &chto gipadech obvykle mikroalbuminurie nastupuje ddatika minut a
trva jen 24 az 72 hodin. Tento stav je pipabobr zpisoben uvoldnim mediatoi
akutni faz¢5s, s. 236.

Lécba mikroalbuminurie spidvd predevsim v normalizaci vyvolavajiciho
onemocgni. Fi obezit usiluieme o redukci vahy, u diabetu o co nejld@ihpenzaci
stavu. Nemocnym s hypertenzi se podavaji antihgpeina, pi nedostateném efektu
se rida mala davka diuretika. EBa angiotensin-konvertujicim enzymeniza snizit
kardiovaskularni a renalniipody az o 44 %. Dochazi k poklesu Wguani albuminu
maoci [26, s. 532, s. 26D

1.4 METODY STANOVENI CELKOVE BILKOVINY A ALBUMINU V MOCI
1.4.1 Z&kladni vySefeni mate

VySeteni mae pati k zakladnim screeningovym vyBetim u kazZzdého
pacienta. M¢ je koncentrovany roztok, tveny pedevsSim vodou a dale velkym
poétem rozpusdinych sloenin. Jejich koncentrace je rozdilna u kazdéhogtice a
tyto rozdily znesnadiji mocovou analyzu. Normalni ndoje ¢ira, lehce nazloutla
kapalina, jejiz barva je dandifmmnosti urochrorin coz jsou hlavni Zluté pigmenty
moci. Barvu mai ovliviuje i jeji koncentrace affpomnostiady latek, napiklad hnisu,
erytrocyf, bilirubinu, ale i gkterych chemickych latek, léka podobs. Hustota moi
kolis4 mezi 1001 a 1035 kg/mHustotu mei zvySuje gitomnost bilkoviny, glukézy

nebo radiokontrastnich latek. Za normalnich okdines pH mei pohybuje v rozmezi
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55 - 7. Pro stanoveni diagnézy onemwinledvin pouzivdme ipdevsim tyto
vySefovaci metody:
» chemické vyséeni mai a mikroskopické vyséeni m@&oveho sedimentu

« vySeteni proteinurie

vySeteni funkce ledvin

imunologicka vyséeni

zobrazovaci metody

renalni biopsie

Jednim ze zékladnich vygeni v nefrologii je stanoveni movych bilkovin. Na
tomto vySeteni zavisi jednak dasna diagnostika onemdagen, sledovani vyvoje
choroby, ale také odhad rizika vyvoje selhani ledvikardiovaskularniho rizika. Dale
pomoci vySdeni proteinurie Ize sledovat odpolorganizmu na kbu. V sodasnosti
je diagnostika zalozena na sledovani celkové billkoa albuminu v mé&, mére pak na
sledovani dalSich ntovych proteiid [4, s. 28. Stanoveni celkove bilkoviny vyléané
moci za 24 hodin provazi z analytického hlediska mngmoblémi, souvisejicich
jednak s metodami stanoveni, ale i s preanalytickaktory. Nagiklad spravny sér
moce nebo jeji uchovavarb, s. 205]. B detekci i monitorovani proteinurie je
doporweno vysdteni ze vzorku nesbirané tho pokud mozno z prvniho ranniho.
Pokud neni k dispozici prvni ranni vzorek, Ize gbujakykoliv jiny vzorek nesbirané
moci.

Kvantitativni  proteinurie je vtomto fipad vyjadiovana jako porr
protein/kreatinin v m& (PCR — protein creatinine ratio). K automatizaei pouzivaji
metody stanovujici nefelometricky nebo turbidineiyi protein precipitovany
kyselinou trichloroctovou nebo benzethoniumchlomde nebo  alternativh
spektrofotometrické metody zaloZzené na barevnyekadieh, zejména pak stanoveni s
pyrogallolovou cerveni. ProtoZze n&sEjSimi pricinami chronického onemoéni
ledvin u dosplych je diabetes mellitus, hypertenze a chronick#mgrulonefritidy,
které jsou spojeny &kdy jen s mird zvySenou exkreci albuminu, je vheghi
stanovovat misto celkové bilkoviny koncentraci atimu a vysledek vaj&dvat jako
poner albumin/kreatinin v m@ (ACR — albumin creatinine rati¢9, s. 28.

Mikroalbuminurie se stale malo vysee, by jeji pozitivita je dilezitym
ukazatelem nefropatie. Vy$ehi je nutno opakovat v intervalu 3 — &sio1 a jako

pozitivni nédlez se hodnoti pozitivita dvou z& vzorki vySetenych v uvedeném
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intervalu. Kvalitu vySeeni ovliviiuje i odlEr vzorku. Zahrarini autdi doporwuji sksr
moce za 24 hodin, u nas v3ak dopsem neni. S&r mace je sice vhod§jsi z hlediska
vySSi stability vzorku, ale je zatizen chybouwrsba jeho nespravnym provedenim.
OvSem i ranni vzorek je zatizen Znau variabilitou, proto je nutné&idledré dodrZzovat
pravidlo opakovaného vygeni[25, s. 335

Bézre se albumin v m@ stanovuje pedevSim imunochemickymi metodami
(imunoturbidimetrie/imunonefelometrie), elektrofoc&ymi metodami, idka metodou
vysokotinné kapalinové chromatografie — HPLC (high-perfamce liquid
chromatography). Wity podil albuminu g prachodu renalnimi proximalnimi tubuly
je proteolyticky &tpen na tkolik fragment, které nevykazuji vzdy stejnou reaktivitu.
Cast&na ztrata imunoreaktivity albuminu by mohla byimou fales®# podhodnocené
koncentrace albuminu v iostanovené imunochemickymi metodami. Vysokota
kapalinova chromatografie praygbdobré detekuje i albumin, ktery imunochemickym

metodam unik]10, s. 24.

1.4.2 Chemické vySdteni diagnostickymi prouzky

Pro orientani vySeteni ma@e se ¥tSinou pouzivaji diagnostické prouzky. Tato
metoda je metodou kvalitativni. Test je jednodudéyny, s pordrné vysokou citlivosti
a dostaténou diagnostickou specifitoi23, s. 105 Vysledky vySeieni jsou v tomto
piipact zavislé jednak na vyrobci testovacich prauyzka koncentraci proteinu, ale i na
stupni zahu$ni maii. VySeteni mai testovacim prouzkem se proto nehodi
k monitorovani vyvoje proteinurif9, s. 28. Princip metody spidva na takzvané
bilkovinné chyks acidobazického indikatoru, niaptetrabromfenolové mad nebo
etylesteru tetrabromfenolftaleinu. Tyto latky piréitém pH neéni svou barvu, # pH
nizSim nez 3,5 jsou ZlutéfiprysSim pH jsou zelené az modié s. 228. Metoda je
zaloZzena na nespecifické reakci bilkovin s barevrigiikatorem. Nejlépe reaguje
albumin, ostatni bilkoviny jiz meén [15, s. 37. Polcko je impregnovano
tetrabromfenolovou mdad pufrovanou na pH 3,0. Reakce probibagH < 3,5 a
okyseleni moe je zajistno pufrem z impregnace p&kia. S naistajici koncentraci
bilkoviny, zejména albuminu, seéni barva ze Zluté az na modrou. Rozmezi 0 az 4+
zhruba odpovida rozmezi 0-5 g/l bilkovinde-li ma alkalicka (pH 8,0), musi se okyselit
zrecEnou kyselinou octovou na pH 5 — 6 a analyzuébd zopakovat s novym prouzkem.

Pii pouziti této metody fi¥ze vzniknout fale&h pozitivni nélez v dsledku velmi
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alkalické mai nebo vlivem interference s metabolity penicilinukyseliny
acetylsalicylové a peroralnich antidiabetik. Fatepozitivni vysledky se mohou téz
objevit v disledku kontaminace mie vaginalnim nebo uretralnim sekretem, dale
v piipac¢  kontaminace odisové nadobky saponaty nebo dezidfekni cinidly.
VySetenim proteinurie papirkovou metodou nezachytimedmatozstvi albuminu ani
vyS8Si koncentrace jinych bilkovin.fiPpodezeni na mikroalbuminurii se provede
imunochemické vyS&ni[11, s. 5. Testovaci prouzky jsou tieny papirovym
noscem nebo nogem z unglé hmoty, na kterém jsou upeiny indikani zony.
Indikacni zony jsou vyratny ze vhodného materialu, rage specialniho filtniho
papiru a jsou napusty kapalnym analytickyndinidlem. Testovaci prouzky se dodavaji
bud monofunkni, polyfunkni nebo jako prouzky pro specialni vy&et.
Monofunkéni prouzky obsahuji indikai zonu pro zakladni vy§eni ucité latky.
Polyfunkéni umoziuji vySeteni rékolika parameir najednou, diky &Simu mnozZstvi
indikacnich zon. Prouzky pro specialni vy&esti jsou vyrobeny s indikaimi zonami
zvolenymi pro vyséeni konkrétniho onemoéni, nag. prouzky pro screening diabetes
mellitus obsahuji zénu pro stanoveni glukézy, ketolatekkdvihy a pH. VySaeni
moce testovacimi prouzky se provadi ze vzorkwenalo kterého porfome testovaci
prouzek na 1 — 2 s. Poté prouzek vyjmentepptek ma@i odstranime dgenim hrany
prouzku o okraj nddoby s mioa ulozime do vodorovné polohy. Tim zabranime
kontaminaci jednotlivych indikanich zon.

Po uplynuti reaéni doby, kteracini cca 60 s vyhodnotime podle barevné
stupnice na obalu nadobky s testovacimi prouzkysladek testu lze hodnotit i
piistrojem — reflexnim fotometrem. Tubu s testovacimiouzky uchovavame
uzawenou, abychom chranili prouzkyeu vihkosti. Indikanich zén se nedotykdme
rukou[12, s. 162207.

1.4.3 Sréazeci reakce

Semikvantitativni pikaz albuminu v m& zaloZzeny na bilkovinné chyb
acidobazického indikatoru neni dostake spolehlivy, proto sepozitivni reakce jest
potvrzuje dikazem meové bilkoviny ve zkumavce. Nejoblibgsi konfirmani dikaz je
sraZeci reakce bilkovin pomocékolika kapek 20 % kyseliny sulfosalicylové. Princip
spaiva v denaturaci bilkoviny kyselinou, kterd se pudjvznikem opalescence az zakalu.

Citlivost reakce je vysoka, prokaze 0,1 — 0,2 glkové proteinurie. Vysledny zakal
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hodnotime podle semikvantitativni stupnice. Na fwdon principu je zalozena i zkouSka
s kyselinou dugnou, gipadre zkousSka varem. Vlivem vysoké teploty séitgmné

bilkoviny v maii srézi. Uvedené metody se v gasnosti vSak prakticky neprovddi, s.

48],

1.4.4 Biuretovd metoda

Za nejspecifitéjSi metodu ke stanoveni celkové bilkoviny vdnee poklada
biuretovd metoda, ktera difi vSechny proteiny a glykoproteiny se srovnatelnou
senzitivitou. Nevyhodou této metody je nizk& cdbv pro koncentrace bilkovin v @&o
béZzneé nachazeng9, s. 22. Principem této reakce je vyfei komplexnich slaienin
CU** s ionty peptidovych vazeb. S@sti biuretovéhainidla je siran mid'naty, ktery
poskytuje C@" ktvorbs komplexi s peptidovymi vazbami, hydroxid (alkalizujici
slozka), dale vinan sodno — draselny, zabjiai sraZeni Cti na Cu(OH) a jodid
draselny, ktery zab#aje autoredukci CU. Reakci vznikd modrofialovy komplex,
piicemz intenzita zbarveni jefimo Unerna koncentraci bilkoviny ve vzorku. & se
fotometricky, absofgni maximum je @ vinové délce 545 — 552 nm. Metoda je
doporienda jako metoda referém pro stanoveni celkové bilkoviny v séfti2, s.179
13, s. 159

1.4.5 Imunochemické metody

Turbidimetrie a nefelometrie jsou optické metodigr& se v klinické biochemii
pouzivaji zejména ke stanoveni specifickych pniteMetoda je zaloZena nacheni
stupré zédkalu — turbidity[12, s. 167. P dopadu z#eni utité vinové deélky na
heterogennéastice v koloidnich roztocich, suspenzich a na yamrvrstvach pevnych
castéek dochazi k odrazu, lomucast&éné absorpci tohoto #éni. Vznika sekundarni
zaeni vychazejici z roztoku vSemi 8m. Swtelny tok rozptyleného #éni zavisi na
ahlu, ktery svira dopadajici (primarni) paprsekssg&rem k detektoru rozptyleného
swtla, coz je takzvany TyndaN jev [22, s. 76. Tyto metody stanovuji jednotlivé
bilkoviny kvantitativié. Jsou zaloZeny na reakci mezi antigenem (Ag) ail@ticoou
(Ab), kdy bilkoviny vystupuji jako antigeny. Tout@akci vznika imunokomplex =
precipitat. MnozZstvi precipitdtu je zavislé na kutativnim pongru antigenu a

protilatky. Vznikly komplex je nutno udrzet dost&te staly, proto seijfidava ochranny
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koloid, nefasgji polyethylenglykol (PEG). Intenzita zakalu jetfimo umérna
koncentraci antigenu ve vzorku. Absémp maximum se &fi pri vinové délce 340 nm.
Kvantitativni metodou pro stanoveni jednotlivych esifickych proteid je
imunoturbidimetrie, fipadré imunonefelometrie. Imunoturbidimetrie se vyuziva
piedevsim pro stanoveni albuminu vdne mikroalbuminurie. Za pouziti specifického
antiséra vznika precipitat. Intenzita zakalu jgnmm Unerna koncentraci albuminu ve
vzorku[14, s. 62].Principem turbidimetrie je &teni prochazejiciho stla zeslabeného
rozptylem nacasticich precipitatu. Zdrojem &la turbidimetrické metody je dioda.
Reakce probiha véhici kyvet. Absorpce zé&ni po péchodu nehomogennim
prostedim se & absorgnimi fotometry nebo spektrofotometry. Fotometricka
citlivost je nepimo anerna vinové délce, proto seéiené latky stanovujiip nejkratSi
vinové délce. Sedni UV oblast nelze pouZzit nebge z@ne projevovat absorpce
nezreagovanych bilkovigjmzZ dochézi ke zkreslenidieni zakalu imunokomplexu. Je-
li zdrojem s¥tla halogenova Zzarovka, je nutno pouzit fotonasobien ovSem
zpasobuje zvySeni Sumu. Neépgi citlivosti se dosahujefippouziti modrého sitla

v oblasti 435 — 480 nm. V tomto rozsahu ma modrélewostaténou svitivost a
kompenzuje tim sniZzenou fotometrickou citlivost leriem k 340 nm. Vysledky &eni
absorbance e nenit jakykoliv vliv zpasobujici vznikeastic odlisné velikosti, stejn
jako znena vinoveé délky zi@ni. Je iieba také snizit na minimum vliv interferujicich
latek[17, s. 148

1.4.6 Elektroforéza bilkovin

Elektroforéza pdt mezi separni metody vyuZivajici k separaci latek pohyb
nabitych ¢astic v elektrickém poli. Tato pohyblivost zavisfegevsim na velikosti
elektrického naboje, na velikosti molekuly, na pkbgtedi, na vlastnostech nosi
iontové sile pufru a tvaruétenych ¢astic. Latky nesouci naboj jsou rozpmst
v elektrolytu a umishy mezi d¢ elektrody. Gisledkem toho se #aou pohybovat
konstantni rychlosti, anionty k anfdkationty ke katoé&l Bilkoviny nesou idzny
elektricky naboj podle pH prasdi, ve kterém se nachazeji. V kyselém pealtse
chovaji jako zasady. Jejich naboj je kladny, protektrickém poli putuji ke kated
V alkalickém prostedi naopak. Pouzitim gelu sé& peparaci latek uplatije i princip
molekularniho sita, kdy podle velikosti molekul Héezi k jejich @zné rychlé
prostupnosti gelovym materidlem. Nejpouzig@im noséem v sodasné dob je
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agarovy a agardzovy gel, membranové félie a polgakridovy gel. Vodivost progdi
zaji¥uji pufry, coz jsou roztoky elektrolyto predepsané koncentraci soli, pH, iontové
sile a vodivosti. Zprogedkuji grenos elektrického proudu a udrZuji konstantnil pH

s. 210 22, s. 15h Nejgastji pouzivanou metodou je elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pragdi laurylsiranu sodného (SDS-PAGE). Provadi se
v trubickach nebo na gelovych plotnach v pufru obsahujipfidavek SDS (sodium
dodecyl sulphate). Porigani této latky, kterd se vaze na peptidové vezlnasadité
skupiny bilkovin, maji pak vSechny molekuly t&nhshodny naboj adi se jen podle
velikosti molekul. Metoda se pouZziva préehi snési bilkovin, k podrobgSimu dleni
jejich frakci, gedevSim v biologickych tekutinach s nizkym obsahbitkovin —
nagiklad ma, likvor apod. Jeji fednosti je vysokadici schopnost a ostrostldnych
z6n[22, s. 155 Trvani analyzy se pohybuje okolo 15 — 30 minetuRorteni cleni se
jednotlivé slozky fixuji a barvi. Pro vizualizacilkovin se nejasgji vyuziva adsorpce
amidaserni, methylenové mdg Coomassie blue na povrch bilkoviny. Cigi§ metoda
vizualizace bilkovin je zaloZzend na vyredukovariibsd z amoniakalniho roztoku.
Probih& v&ch mistech, kde jsou fixovany bilkoviny. Vyhodnotetektroforeograrin
se provadi denzitometricky. &lo zvolené vinové délky prochazi¢ghinou na
elektroforeogram. V mistfrakci dochazi Kast&né absorpci zéni. Nasleduje dopad
z&eni nacidlo a jeho pevod na analogovy zazngd?2, s. 168 14, s. 21 Vizualni
hodnoceni je kvalitativni a dovoluje odhad typu tapss selektivity proteinurii,
denzitometrické vyhodnoceniipasi i moznost kvantifikacetjpomnych bilkovinnych
frakci[15, s. 38. Elektroforéza umatuje rozaleni bilkovin na albumin a globuliny —
alfa-1, alfa-2, beta-1, beta-2 a gama frakce. Ddbetymi vyzkumy byly
charakteristické z#my podilu elektroforetickych frakcitffazeny utitym chorobnym
stawim|[8, s. 66.

1.4.7 Chromatografické metody

Chromatografické metody umingji déleni velmi slozitych sisi a identifikaci a
kvantifikaci jednotlivych latek v nich obsaZzenychyto metody maji Siroké uplatni
v biomedicig, nagiklad @i izolaci bilkovin, enzym, nukleovych kyselin apod. Dale
ve farmacii a toxikologii, fedevSim k terapeutickému monitorovani hladingivié
prikazu a stanovenid& a toxikologickych latek v biologickém material.klinické

biochemii se jimi dli lipidy, aminokyseliny, sacharidy, katecholamingorfyriny,
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prostaglandiny, vitaminy a dalSi latky. V gasnosti se pouzivd chromatografie na
tenkych vrstvach, vysokeéinna kapalinovd chromatografie a chromatografienpla
[22, s. 120].V ramci Iékaskych &d je celarada problém, které jsoureSeny za pomaoci
n¢které z mnoha tylp chromatografickych technik. Z tohdivbdu je teba mit alespo
zakladni powdomi o chromatografii. Jiz koce 1906 proved! rusky botanik, fyziolog a
biochemik M. S. Cvet experimentjipkterém rozdlil chlorofyl na jeho slozky -
chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoid®7, s. 1.

Chromatografie je tedy sepdrm a sodasrt analyticka fyzikald chemicka
metoda pro separaci a analyzu ¢sinlatek pracujicich na principu rageni
jednotlivych slozek sisi mezi vzajemé nemisitelné faze, fazi mobilni a fazi
stacionarni. Pohyblivou fazi je @iukapalina nebo plyn. Stacionérni, tj. nepohyblivou
fazi, tvari materiél, kterym je pkna kolona nebo ze kterého je zhotovena tenka yrstva
na které dleni probiha. Blené latky jsou vymyvany mobilni fazi @znou rychlosti
unaseny ve s#énu jejiho toku. Zarowvi jsou tiznou silou zadrzovany ve stacionarni fazi
a tim dochazi k jejich &eni. Identifikace a &eni jednotlivych latek zavisi na jejich
rozdilné pohyblivosti a také na jejiclizném chovani ip detekci. Chromatografické
metody @lime podle fyzikalniho principu, podle &gobu provedenéi podle druhu
mobilni faze.

Podle fyzikalniho principu:

* rozcklovaci chromatografie

adsor@ni chromatografie

iontomeni¢ova chromatografie

gelova chromatografie

afinitni chromatografie

Podle usptadani stacionarni faze:

» chromatografie na paei

» chromatografie sloupcova

» chromatografie na tenkych vrstvach
Podle druhu mobilni faze:

* plynova chromatografie

* kapalinova chromatografie

Jednotlivé techniky chromatografie se mohaené kombinova{22, s. 89.
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1.5 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
1.5.1 Vysokowinna kapalinova chromatografie

HPLC - vysokodinna kapalinova chromatografie (high performanaguid
chromatography) igdstavuje vyznamnou metodu kapalinové chromatagrafobilni
fazi je kapalina. Stacionarni faze jeiwwoa silikagelem s navdzanym filmerigtusné
latky. Fistroj pro HPLC analyzu se nazyva kapalinovy chromeaf a sklada se ze
zasobniku mobilni faze, odplynaig vysokotlakéhaierpadla, davkovs, kolony a
detektoru27, s. 1.

Déleni latek u HPLC probiha v chromatografickych k@doh s Uzkym
praimérem (pamér 2 — 8 mm). Kolona se vyrabi zpravidla nerezovaplmna
stacionarni fazi. Einnost kolony vyjatlje, jak se roz#iiji zony separovanych latek na
kolor¢. Mirou Einnosti kolony je pdet teoretickych pater,cozZ je ustanoveni rovnovahy
mezi mobilni a stacionarni fazi a vySkovym ekvivdéen teoretického patra, tj. délkou
prislusné kolony. Vy&r kolon méa u HPLC rozhodujici vyzndi22, s. 11516, s. 81

Praitok mobilni faze kolonou probiha pod tlakeferpadla. Moderni ifstroje
obvykle vyuZivaji d¢ pulzni pistovacerpadla, ktera se pohybuji tak, aby doslo
k maximélnimu potl&eni pulzace toku mobilni faze. Mobilni fazi je tigfad voda,
metanol, acetonitril a jejich sfei v niznych vzajemnych po#nech, pufry a dalsi.
Mobilni faze mize byt vedena do vysokotlakélierpadla bd’ z jednoho zasobniku,
kdy se tento rezim nazyva izokraticky nebo saineluwni sila mobilni faze postupnym
zastoupenim dvou nebo vice rozpédsét. Stacionarni faze je v tomtoripad
nepolarni. Toto usgadani se nazyva rever4dl, s. 17].

Vhodné detektory u HPLC zavisi na povaze separmfargtek. Detektor
automaticky a kontinuatnmeii nekterou z fyzikalnich vlastnosti eluatu. U modernich
zarizeni pro HPLC je software, automaticky hodnoti@lkativre i kvantitativre signal
z detektoru.

Nejbézreji pouzivané detektory:

Absorgini fotometricky detektor, fluorimetricky, elektroemmicky, refraktometricky,
vodivostni, detektor diodového pole a hmotnostigékter[16, s. 8322, s. 11h
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1.5.2 Zpisoby stanoveni albuminu pomoci HPLC

Shaikh et al. ve své praci srovnavali stanovenic&otrace albuminu v ndd
pomoci imunoturbidimetrie, LC-MS chromatografieqqid chromatography—-mass
spectrometry) a vysokdinné kapalinové chromatografie. K vyzkumu bylo pitma 50
vzorki mate od pacierit s fiznymi koncentracemi albuminu. Vzorky byly nasledn
zmeieny rutinnim imunoturbidimetrickym testem (Rochetaddhi 912), LC-MS a
pomoci size-exclusion HPLC, kdy byl pouzit Kgraw vzorku a kalibraci kit
Accumin™, Aus Am biotechnologies Takto pipravené vzorky poté analyzovali
pomoci HPLC, kde stanovili veSkery albumin, tedglbumin intaktni.Pfi stanoveni
metodou HPLC byly vzorky centrifugovanyif® 500 g po dobu 5 minut. Z kazdého
vzorku se 5Qul supernatantu fevedlo do vialky fistroje a z té bylo nasknuto 25ul
do kolony. Kalibrace byla provedena na kalibratbi§A. Absorbance byla &ena i
214 nm a vysledky analyzovany pomoci Beckman Systoid software. Podle
vysledki analyzy bylo zji&tno, Ze HPLC poskytla vySSi hodnoty nez imunoche#nick
analyza, ale i nez LC-MR8, s. 150}

Sviridov et al. pouZili ke stanoveni albuminu vdinezorky od zdravych jediric
a 24-hodinové vzorky z labora&wm Kalibratory byly ziskdny ze Sigma Chemical.
Nejprve pouzili size-exclusion chromatografii st&wbu Zorbax Bio Series GF-250 a
fosfatovym pufrem P priatoku 1 ml/min, nastk vzorku 25ul. Analyza byla provedena
s pistrojem vybavenym autosamplerem — model 7datpadlem — model 626 a
detektorem s diodovym polem — model 996. Poté Ipdazita HPLC, kde byly
nastikovany frakce bilkovin, ziskané ze size-exclusibmomatografie. HPLC pouziva
kolonu 150 mm Delta Pak C18, mobilni fazi A -Itrdroctovou kyselinu ve vada
mobilni fazi B - trifluoroctovou kyselinu v acetdniu. Pritok kolonou byl 0,8 ml/min,
nastik vzorku 100ul.

Po vyhodnoceni vysledkautdi dosgli k zawru, Ze vysledna hodnota albuminu
v madi stanovena pomoci HPLC ve skénesti gredstavuje kromalbuminu i globuliny
velikosti albuminu podobné, které se jim negdda pomoci size-exclusion
chromatografie oddit [29, s. 38).
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Comper Wayne et al. srovnavali rozdily ve standowgiucovani albuminu
v mci pomoci konvedini radioimunoanalyzy, imunonefelometrie, imunotdlvietrie
a HPLC. Stanoveni pomoci HPLC bylo provedeno ndyaatru Hewlett Packard
1100 HPLC system. N&sk vzorkia moce byl 25ul na preparativni kolonu Zorbax Bio
series preparative GF-250 (9425 mm). Mobilni fazi byl fosfatovy pufr o fioku 1
ml/min.

Ze srovnani pouzitych metod vyplynulo, Ze imunocioéé metody jsou
schopny odhalit jen intaktni imunoreaktivni albunaifragmenty albuminu >12 kDa a
polymernich agregat albuminu, kdeZzto pomoci HPLC Ize detekovat i nietieai
fragmenty albuminu. Ani jednou z uvedenych metoel adlze detekovat fragmenty
albuminu o velikosti <10 kDE34, s. 10%.

Turpeinen et al. ve své praci hodnotili stanov®ia-2-mikroglobulinu, alfa-1-
kyselého glykoproteinu a albuminu v thiopomoci HPLC a vysledky porovnavali
s vysledky ziskanymi kvantitativnimi imunochemickiytesty. Pro stanoveni protéin
byla pouzita sestava HPLC skladajici se ze dvouwkottakych cerpadel 2152,
autosampleru Wisp 710B a UV detektoru Shimadzu 8SRDByly testovany d¥
kolony o velikosti 15x3,2 mm s naplni @ Gg. Vzorky maie byly filtrovany ges 0,45
um filtr a bylo nasikovano 10-50pul vzorku. Mobilni faze A se skladala z 0,1%
kyseliny trifluoroctové rozpusdhé ve vod a mobilni faze B z 0,1% kyseliny
trifluoroctové rozpu&né v acetonitrilu. Byl pouzit gradient mobilnichzfakdy byl
obsah acetonitrilu zvySovan kontinu&ln 23 % na 60 %. Bfeni probihalo p pratoku
2 ml/min a @i pokojové teplat. Detekni vinova délka byla 218 nm. Cilem této studie
bylo vytvarit rychlou, praktickou metodu pro stanoveni betaniRroglobulinu, alfa-1-
kyselého glykoproteinu a albuminu v thoPro odstraéni moznych rusSivych faktér
byly pouzity kratké kolony a vysoké koncentracetawcirilu. Porovnanim vysledk
s imunochemickymi testy doSli auitdk zawru, Ze je metoda stanoveni sledovanych

proteini vhodna pro jejich kvantifikaci v néd[35, s. 175h

Kushnir et al. pouZzili pro stanoveni protein maii kolonu MARS (Agilent
Technologies), ktera je zaloZena na imunochemickénrcipu a zachytava albumin,
transferin, haptoglobin, 1gG, IgA a alfa-1-antitsgp. Ucinnost zachyceni échto
proteini byla potvrzena pomoci SDS-PAGE. Poté byly vzorkglgzovany na Agilent
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6510 Q-TOF (Agilent Technologies) a na Agilent 12@ho-HPLC. Elani gradient
acetonitrilu byl 5-40 % po dobu 30 minut. Vysledkyrovnali s vysledky LC-MS. Tito
autai podle vysledk analyzy konstatovali, Ze Ize detekovat i nizSi derirace

bilkovin, nez je mozné klasickou imunochef36, s. 150t
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2. CILE

1. Vyvinout vhodnou HPLC metodu pro stanoveni allowmv masi, separovat
od albuminu ostatni proteiny obsazené Winkvantitativre detekovat celkovy albumin
v mai véetrg jeho nereaktivnich fragment

2. Usgdns validovat danou metodu, coZ znamena zajistitésplpozadavis na
opakovatelnost, reprodukovatelnost, spravnost, silmst a zjigni meze detekce
albuminu v mei.

3. Porovnat vysledky ziskané pomoci HPLC s vysledkiskanymi
imunochemickym stanovenim albuminu v&na zjistit, zda se u dané metody

vyznamtg lisi.

29



3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 MATERIAL A METODY
3.1.1 Fistroje

COBAS INTEGRA® 400 (Roche Diagnostics GmbH, Germany)
HPLC sestava Agilent 1200 (Agilent TechnologiesAYS

- degasser

- kvarterni¢erpadlo

- autosampler

- termostat kolony

- detektor DAD

- kolona Zorbax, 300SB-C3, 4,6 cvb0 mmx 3,5um

- software Chem32 (Agilent Technologies)
analytické vahy AB 135-5 (Metler - Toledo)
centrifuga (Abbott)

Obr. 1: Sestava Agilent 1200 (Agilent Technologies)
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3.1.2 Ostatni material

automatické pipety (Biohit)
- Hamiltonova pipeta

- mikrozkumavky

- vialky

- inserty

3.1.3 Reagencie
souprava reagencii pro Cobas Integra ALBRGche)

reagencie R1
- TRIS pufr (50 mmol/l, pH 8,0)
- PEG (4,2%)
- EDTA (2 mmol/l)
reagencie R2
- oW polyklondlni protilatka proti lidskému albuminu
- TRIS pufr (100 mmol/l, pH 7,2)
reagencie R3
- albumin viedném lidském séru
- fosfatovy pufr (50 mmol/l, pH 7,0)
reagencie pro HPLC
- destilovana voda — water for chromatography (Merck)
- acetonitril (Sigma-Aldrich)
- dihydrogenfosforénan sodny (Lachema Brno)
- kyselina trifluoroctova (Penta)
- microalbumin-control 2 (Biorad)
- albumin from human serum approx. 99 %, lyophiligéayma — Aldrich)
- alfa-1-acid glycoprotein from human plasma (Sigmdri&h)
- transferrin human, min. 98 % (Sigma-Aldrich)
- prealbumin from human plasma, 1 mg (Sigma- Aldrich)
- alfa-1-antichymotrypsin from human plasma, 1 mg&-Aldrich)

- hemopexin from human plasma, 500 pg (Sigma-Aldrich)
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3.1.4 Fiprava reagencii
3.1.4.1 Fiprava mobilni faze

Mobilni faze se skladala z&yi raiznych roztok, jelikoZz se jednalo o gradientovou
eluci. Mobilni faze A je chromatograficka voda, niobfaze B acetonitril. Mobilni
faze C je 0,1 M dihydrogenfosfaman sodny, ktery bylifpraven rozpughim 15,6 g
dihydrogenfosforénanu sodného v 1 | HPLC vody. Mobilni faze D je Xfselina
trifluoroctova (TFA) a byla ppravena z 10 ml TFA smichané s 990 ml HPLC vody.
Kazdy roztok byl po fipraw preveden do litrovych skl€énych lahvi.

3.1.4.2 Fiprava zasobnich roztak

Zasobni roztoky byly ffipraveny z lyofilizovanych vzork proteimi — albuminu,
alfa-1-kyselého glykoproteinu, transferinu, preatiou, alfa-1l-antichymotrypsinu,
hemopexinu a albuminu. Na analytickych vahach s@zie 0,01015 g lyofilizovaného
transferinu a analyticky setgvedlo do 5 ml hiky s HPLC vodou. Vysledna
koncentrace transferinu byla 2015 mg/l. Tento zagabztok byl alikvotovan do
mikrozkumavek a uloZen v lednici. Obsah 1 mg l&kyiprealbuminu byl rozmichan
v 0,5 ml HPLC vody, vysledna koncentrace roztoklal®000 mg/l. Stejnym Zisobem
byl pripraven i zasobni roztok alfa-1-antichymotrypsifeho vysledna koncentrace
byla také 2000 mg/l. Zasobni roztok hemopexinugdbigraven rozpu&him obsahu 0,5
mg lahviky v 0,5 ml HPLC vody¢imz vznikl roztok o koncentraci 1000 mg/l. Zasobni
roztok alfa-1-kyselého glykoproteinu byl tfipraven o koncentraci 2000 mg/l
rozpusénim 2 mg v1 ml HPLC vody. VSechny zasobni roztdkyly uloZzeny
v mikrozkumavkach v lednici. Na analytickych vahade navazilo 0,02063 ¢
lyofilizovaného albuminu a analyticky séepedlo do 10 ml odiné baky s HPLC
vodou. Vysledn& koncentrace albuminu byla 20631 mbgnto roztok byl rozpipetovan
do mikrozkumavek a&ast uloZzena do lednice @&st do mrazaku a uchovavana p

teplog —20°C. Déle se vyuZivalipkalibraci a i pripraw kontrolniho materialu.
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3.1.4.3 Fiprava kalibracnich roztoki

Ze zasobniho roztoku albuminu bylofigzaveno 8 standardnich rozfok
v tripletu o koncentracich: 1030; 50, 100 300 600 800 a 1000 mg/l. Kazdy

standardni roztok bylipraven do celkového objemu 500podile tabulky 1.

10 - 475 25
30 - 425 75
50 - 375 125
100 25 475 -

300 75 425 -

600 150 350 -

800 200 300 -
1000 250 250 -

Tab. 1: Fiprava kalibra‘nich roztok

3.1.4.4 Fiprava kontrolniho materialu

Jako kontrola byla pouZita firemni kontrola mickmahin-control 2 od firmy
Biorad s rozsahem koncentrace 58,2-81,5 mg/l. Pediiona Biorad nevyrébi kontrolu
mocového albuminu s vySSi koncentraci, byfgpravena druha kontrola ze zasobniho
roztoku albuminu. Kontrola o koncentraci 350 mgyllab piipravena do celkového
objemu 10 ml dle tabulky 2. Cely objentigravené kontroly byl rozpipetovan do
mikrozkumavek aast ulozena do lednice, kde byla uchovavatagplog 2-8 °C a

g¢ast ulozena do mrazaku na cca 220

350 1,75 8,25

Tab. 2: Fiprava kontroly
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3.1.5 Fiprava vzorka pro analyzu

Jako standardy byly pouzity roztoky albuminu, dlfayselého glykoproteinu,
alfa-1-antitrypsinu, transferinu, prealbuminu, h@exinu a vzorky mée pacieni.
Vzorky proteini byly odpipetovany zigdem pipravenych zasobnich roztibk
uloZzenych v lednici. Vzorky pacientbyly do laboratée dorkeny v plastovych
zkumavkach a zitteny na chemickém analyzatoru COBAS INTEGRAO plus
(Roche). Z plastovych zkumavek pak byl kazdy vzardgipetovan do mikrozkumavky
a zcentrifugovanifp 4000 oté&kach po dobu 10 min. Poté byl supernataspjpetovan

do vialek odkud byl naskovan na kolonu.

3.1.6 Chromatograficka analyza vzorki

Chromatograficka analyza vzdrlprobihala @i pratoku mobilni faze 2 ml/min,
tlaku cca 130 bara teplo¢ 22 °C. Nastik vzorki na kolonu byl 1Qul, detekce vzork
byla provadna @i vinové délce 280 nm. Gradientova eludegnalyze byla nastavena
podle tabulkyé. 3. Doba trvani analyzy jednoho vzorku trva 8 o vyhodnoceni
vysledki jsme se rozhodli, Ze pro zvySeni odezvy bude wravastk vzorki na

kolonu na 15ul. Dale analyza probihala za stavajicich podminek.

cas pritok
_ _ %A %B %C %D
(min) | (ml/min)
0 2 44,0 36,0 0 20
2 2 41,6 38,4 0 20
4 2 51,0 39,0 10 0
6 2 35,0 60,0 0 5
8 2 44,0 36,0 0 20

Tab. 3: Gradientova eluce
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 VYVOJ METODY

Zpocatku byla pouzita vyvinuta metoda adtdtortova et al[10, s. 25. Mobilni
faze se skladala pouze ze dvou ro#tdlobilni faze A-0,1% kyselina trifluoroctova ve
vodé a mobilni faze B-0,1% kyselina trifluoroctova vW@@cetonitrilu. B analyze byl
pouzit gradient mobilni faze, kdydase 0 minut byl obsah slozky B 15 % a do 15.
minuty plynule vziistal na 100 %. Rtok mobilni faze byl 1 ml/min, teplota 3%,
detekce probihalaip280 nm a byla pouZzita kolona ZORBAX 300 SB C1§dStupem
c¢asu bylo zji&no, Ze nedochazi k dostae separaci albuminu, alfa-1-kyselého

glykoproteinu a transferinu (obr. 2).

u}g Integration €E Calibration |_ Signal |_r_u_{ Purify & Spectum |
| [l 8 [ | Resorts) shon b= H [oa1 &, sig=z6.. sevoos-0en1 o) =] b | S | 5 1A U 20 TR

| DALY A, 5ig=2808 Ref=360,100 (BILKOVINBILKTES THOVAKDL1 1105 2010-11-11 16-50-534008-0601,0)
Horm.

alfa-1-kyselr alvkoproteit
] transferir
] albumin,

F0—

7810 .

20—

. ) L;—ﬁ

———— e e e — ———]

2 4 L} 3 0 12 14 18 18

Obr. 2: Ses bilkovin

Pfi analyzach #kterych pacientskych vzoiiknebylo mozné tyto bilkoviny od sebe
separovat tibec, coz potvrzuje zji&hi autofi Shaikh et al[28, s. 150) a Sviridov et
al. [29, s. 38. A to, Ze spolen¢ s albuminem dochazi ke koeluci bilkovin podobné

molekulové hmotnosti, fedevSim transferinu, alfa-1-kyselého glykoproteinu,

hemopexinu a alfa-1-antichymotrypsinu.
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Poté jsme se pokousSeli sepllipravu vzork pomoci extrakce na pevné fazi
s pouzitim kolonek GRACE PUREC18-AQ (Grace). redpokladali jsme, Ze se pdida
odstranit alesppnékteré piky, které rusily analyzu.
Ani tato preddprava ndinesla Zzadné zlepSeni v analyze pacientskych vizod¢ je
patrné na obrazku 3. Nelze rozlisit, ktery pikljguanin, gripadré transferin, alfa-1-

kysely glykoprotein nebo zda mohlo dojit k eludkbvin, které nebyly testovany.

!‘Eﬂlntegraﬂon QP Calibration |_ Signal |£H_1I_ Purify &) Spectum
JL [ |5 | Report:  Shor =] 1“ [Da01 A, sig=ze...-090nz-n201.0) =] b | B =k | b (LA O 2 AL S
| DAD1 A, Sig=280,8 Ref=260 100 (BILKOVIN'VEXT RAKCEZO12 2010-12-20 09-34-000002-0201.0)
Horm. -
60— Q
| L.
! albumin *
&0 |
a
20—
20 -
10 |
D—W—J
1 T T T T T li T
z 94 & 2 10 1z 14 15 12

!‘—Elntegraﬁun "—'P Calibration \_-’ Signal L_JLI_ Furify . Specirum
JL (18 [ | Reports  Shor e | -_J“iDADl A, Sig—26,.09ons-0e01 0y = o | e = | Ly (A T A R E

[ DAL A, Sig=280.8 Ret=360,100 (BILKOVINVEATRAKCE2Z012 2010-12-20 00-34 0040050501 )

Norm. -

60—

50—

albumn 7

30—

20—

D;W_J

i T T T P i T T {
z a & 8 10 12 14 A6 18

Obr. 3: Vzorek m¢e pacienta A —fed extrakci; B — po extrakci
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Z téchto divoda jsme postuptizkousSeli dalSi chromatografické podminky
analyzy, az jsme po dlouhém testovani dbsppodminkdm uvedenym v kapitole
3.1.6.

Za tchto podminek se nam pdda dostaténé separovat alfa-1-kysely

glykoprotein, transferin a hemopexin od albuminior(a@-7).

|_E§ Integration ’“_h Calibration L Signal L Purify = Spectrum
IL (15 [ | Reports Ful Bl [ 1||‘DAD1AJ sg=z..24pnr-oi0z0) w| b | g |‘QJ_| R T 1 ket Bt o i

‘ DADT A, Sig=280 8 Ref=360,100 (LIBAYWG0S1 INOVEVSEZAHR 20110408 12-15-29001-0102.0)

Horm.

albumir

T T r T { T I
1 Z 3 4 5 5 ¥

Obr. 4: Albumin

K eluci albuminu dochazi ve 3. migunalyzy a Bhem testovani nedochazi k posunu
jeho reteginihocasu. Proto je pik albuminu v tomtase zcela odliSitelny od pik

ostatnich bilkovin.
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‘Bglmegralinn 0_1? Calibration |_ Signal ||_’l|1 Purify =, Spectum

I L @ K ‘ Report:  Ful

e -JH|DAD1A, sig=z8,.-2#on30301 o) v o | Gk = | N A ] Y L|EL11 ) b

DAL A, Sig=280,8 Ref=360,100 (LIBAVS041 1 NOVEVSEZAHR 2011-04.06 1215 240030201 1)

Noi

m. -

alfa-1-kysely alvkoprote!

ETI

Obr. 5: Alfa-1-kysely glykoprotein

Alfa-1-kysely glykoprotein sedhem analyzy §pi na dva piky. Eluce alfa-1-kyselého
glykoproteinu probiha v 1. minuinalyzy gili dostate&né dlouho fed eluci albuminu.
Diky tomuto rozdilnému reténimucasu obou proteinlze jednoznéné rozlisit piky

alfa-1-kyselého glykoproteinu i albuminu.

Elntegrannn ‘_5_17,3 Calibration ESlgnal ui]_ Furity ;";3 Spectum
Jh [ [ | Report: | Ful Eoillelia 17H [oa01 8, s=28.. -zo0a-oaon.0y =) o | ek | L iEE AR S By
[ DAB1 A, 5ig=280 & Re=360,100 (LIBAVEI41 INDVEVSEZAHR 20 (1-04-08 12.15-24004-0401.0)
Narm. | § ’&&3
¢ transferir
z
25|
o
15+
1—-4
05—
o
it T T T i T T i
1 2 ) 4 5 B T

Obr. 6: Transferin
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Eluce transferinu je detekovana ve 2. miénatnalyzy, pik transferinu je dib
odlisitelny od piku albuminu.

I\ﬁﬁlniegra{mn 'A'-P Calibration |_, Signal LI_!}_I_ Furify f’ Spectrum
J‘r«_, iE | Report:  Ful e Y “ |Dap1 &, Sig=28...-24\008-0801.0) 7 | 3‘ £ =k | l$ |E AW T R v i

| DAD1 A, 5ig=280,8 Ref=360,100 (LIBADG041 INOVEVSEZAHR 2011-04-08 42-15-24008-0801.0)

Horm. 7| ﬁ @9 X
" & hemopexi

6

[=]

Obr. 7: Hemopexin

Hemopexin se eluuje¢hem 4. minuty analyzy, jeho pik je ja&sdetekovatelny a
nedochazi ke koeluci s albuminem. Na obrazku 8 ¢kxae viditelné piky testovanych

bilkovin, Z'etelre separované od piku albuminu.

IE Integration 317-5 Calibration l’_ Signal l'_M_ Purify Spectrum
JL (1 (5 | Report:  Ful EagieSic E0 H [pan1 , sig=zs... 24033301 0y | A | B ol | (G ,E AW R R R e L i

| DAD1 A, Sig=280,3 Ref=360,100 (LIBAVG0411 NOVEVSEZAHR 2011-04.06 12-16 200333301 1)

- transferir _
= hemopexi
E alfa-l-kysgly S

glykoprotein e

Obr. 8: Srés bilkovin
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Za testovanych podminekibec nedoslo k eluci alfa-1- antichymotrypsinu a

antitrypsinu ¢imz je Zejmé, Ze tyto d¥ bilkoviny také neovlistuji analyzu (obr. 9-10).

E Integration GEJ Calibration \L Signal “ﬂﬂ Furify IL_'__, Spectrum

JL @ t_,‘/ | Report:  Ful

ENRY Ly H [Dan1 4, sig=ze...-24i007-0701.0) + | g‘ o -,:‘| 3 (AR _‘EIEL‘{: % _.|_|

DADA A, Sig=220 8 Ref=360,100 (LIBAWE04H ANOVENSEZAHR 2011-04-06 12-15-24007-07041.D)

Norm. |

{ET]

Obr.9: Alfa-1-antichymotrypsin

E Integration ‘L:B Calibration M Si_gnal| lﬂu. Furify L":, Spectrum
D [1F [ meports e & H [oapt &, s9=2e . 2soos-0s01 0 ] 38 | (s, Sk | Gy A (U A AR S -'L;|

[ DADA A, 91g=280,8 Ret=300, 100212t Sianal Task s eza R 201 1.0408 12-15-241005-0501.0)

Marm, |

05—

05

Obr. 10: Antitrypsin
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Bilkovina, ktera by mohla ovlivnit analyzu albumifei prealbumin, ktery se &ti na
nekolik pikia a jeho eluce se pohybujetase cca 2,5-4,5 minuty, coz ovliyje eluci

albuminu. To je patrné na obrazku 11 a 12.

‘E Integration ’»'Lb Calibration L Signal MH_ Furify l:_, Spectrum
‘L U [ Report:  Shot B ol = -‘J“|DAD1A, sig=z8, 2#mne-oen.0y | AL | e = | @3 2 DR kel Rt !_‘

| DAL A, Sig=280,8 Ret=360,100 (LIBAWGO4H 1NOVEY SEZAHR 2011-04-06 12-15-2008-0501,0
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Vzhledem k velmi nizké fyziologické hladimrealbuminu v séru (1-15 let 0,09-0,30
g/l; 15-90 let 0,18-0,40 g/l) je ovSem jeho Wdwani do mée zcela minimalni a nelze
ho Zadnou &nou metodou detekovat, tudiz ani metodou HPLColtazku 11 a 12 je
detekovan prealbumin fipraveny ve vysokych koncentracich, které se ¥imo
nevyskytuji ani p patologickych stavech. Na obrazku 12 byla testavypoteticka
koncentrace albuminu 100 mg/l a 50 mg/l prealbumiRwuvyhodnoceni se koncentrace
albuminu pohybovala okolo 125 mg/l,¢ehoz je ¥ejmé, Ze dochazi k ovlieni
analyzy albuminu prealbuminem, ale tak vysoké kotreee prealbuminu, které byly
pripraveny v laborat, se v ma@i nevyskytuji.

Analyzou pacientskych vzoikbylo zjis€no, Ze pi vysokych koncentracich
albuminu v mai dochazi ke gpeni piku albuminu, coz se stavaldii alibraci cistého
standardu  vysokych koncentracich. Tento jev je popisovataliSimi autory [29, s.
389]. Na analyzu toto rozgteni v3ak nemio vliv. Pacientské vzorky jsou znazeény
na obrazcich 13 a 14.
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Obr. 13: Pacient s nizkou koncentraci albuminu ¥imo
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Obr. 14: Pacient s vysokou koncentraci albuminwygim

NejvétSi vyhodou této metody je, Ze se na chromatogramatergnim ¢ase albuminu
nevyskytuji zadné interferujici piky ostatnich ¢esinych analyt, coz je u tak
komplexni matrice jakou je mio nesmirg dalezité zejména i samotném
vyhodnocovani. V odborné liter&ijsme nenasli Zzadnou publikaci, kde by se auotor
poddilo odseparovat testované bilkoviny od albuminwldhku autoit Sviridov et al.
se uvadi, Zze metodou HPLC byla detekovana dvojmésepssi hladina m&veho
albuminu a auti® se domnivaji, Ze moznodiinou je jednak detekce jak nereaktivnino
albuminu a tak pravkoeluce ostatnich protdirpodobné velikosti z nichZz pouze 70 %
tvofi samotny albumin [29, s. 389]. Podobna data uvadtatni autt,kterym se ale
nepodailo tyto bilkoviny od albuminu separovat [28, s0#4529, s. 389].

Pouze autido Turpeinen et al. [35, s. 1756] uvadi, Ze se pbdmaoddlit
transferin a alfa-1-kysely glykoprotein, ale pot& jsme zopakovali podminky jejich
analyzy, nedetekovali jsmdilvec Zadné bilkoviny.

4.2 VALIDACE METODY
4.2.1 Kalibrace

Kalibratni kiivka udava zavislost koncentrace albuminu ku plgsku
albuminu. Byla provedena 8 bodova kalibrace albumikay jednotlivé standardy byly

piipraveny v tripletu o koncentracich 10, 30, 50, ,1800 600 a 800 mg/l. Posledni
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kalibratni bod 1000 mg/l byl z kalibtai kiivky vypusgn. Kalibrace byla v celém svém
rozsahu linearni. Pro vypet koncentraci albuminu byla pouZita rovnice regres
y = 0,173855x + 0,094171. Hodnota regresniho kimafia je 0,99941. Regresni
koeficient vyjaduje miru rozptylu bodl kolem regresni fmky. Kalibrani kiivka je

znazorgna na obrazku 15.

albumin,
Area = 047385502 Amt-0.09M 712

AIR3 | pa| Resti1): -23.280

o-i Carrelation: 0.999H

o 500 Ameunt{ngdul]
I

Obr. 15: Kalibra‘ni kfivka

4.2.2 Opakovatelnost

Opakovatelnost neboli fesnost mreni v sérii byla zji%ha analyzou 20
microalbumin-control 2 (Biorad ) ozdenych jako K1 a 20 standadrcalbuminu o
koncentraci 350 mg/l oztanych jako K2. Ob kontroly byly znéteny v jeden den, na
témze pistroji, s toutéz obsluhou za stejnych podmineky&edki analyzy uvedenych
v tabulce 4 byl vypéitan pamer, snerodatna odchylka (SD), vatiai koeficient (CV)

a bias (spravnost). Smodatna odchylka vyjadje rozptyl hodnot kolem idni
hodnoty¢ili udava miru rozptylu vysledk Cim je hodnota sirodatné odchylky nizsi,
tim je metoda fesr¥jSi. Variani koeficient je definovan jako podil snodatné
odchylky a aritmetického pméru a obvykle se vyjadje v procentech. Jeho hodnota
by nengla presahnout 10 %. Jak vyplyva ztabulky 4, bylo dosazegari@nich

koeficientiu K1 5 % a u K2 3 %, coz zcela spje pozadavek ugpné validace.
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kontrola ¢.| K1 (mg/l) [K2 (mg/l)
1 70,5 335,1
2 68,7 343,0
3 70,1 336,0
4 69,3 340,8
5 66,2 344.,0
6 66,0 333,8
7 67,9 354,3
8 69,9 349,2
9 57,7 342,0
10 64,3 340,0
11 69,9 345,1
12 68,1 315,0
13 67,2 350,9
14 64,7 328,8
15 65,9 355,4
16 65,7 338,9
17 62,8 346,0
18 68,2 342,0
19 65,8 342,0
20 68,0 3440
pramér 66,85 | 341,32
SD-vyb ér 3,02 9,05
CV% 5,00 3,00
BIAS % 4,23 2,48

Tab. 4: Opakovatelnost
4.2.3 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost byla zj&ta postupnou analyzou 20 microalbumin-control
2 (Biorad ) ozné&enych jako K1 a 20 standd@rcalbuminu o koncentraci 350 mg/I
oznaenych jako K2. Kazdy den byla provedena analyzagdantroly K1 a jedné K2.
Kontroly byly méteny po dobu 20 dhna témzZe fistroji, s toutéZ obsluhou. V tabulce 5
jsou uvedeny vysledky analyzy s vytanym ptimérem, snérodatnou odchylkou,
varianim koeficientem a bias. U K1 byla hodnota¢smdatné odchylky 2,60 mg/l a
korelani koeficient byl 4,00 %. U K2 byla hodnota &wdatné odchylky 13,36 mg/l a
korelaini koeficient 3,90 %. Z vysledkvyplyva, Ze vSechny parametry odpovidaji

poZzadavkm na UspSnou validaci metody.
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kontrola ¢.[]K1 (mg/l)|K2 (mg/l)

1 67,5 311,1

2 69,0 352,4

3 61,3 336,7

4 67,0 346,9

5 65,0 325,6

6 66,1 326,4

7 65,6 350,1

8 65,8 346,5

9 62,4 342,0

10 64,0 328,8

11 69,3 364,9

12 66,0 353,7

13 68,1 350,3

14 65,9 333,8

15 64,2 349,5

16 68,3 343,8

17 71,0 351,0

18 70,2 341,1

19 68,0 365,0

20 70,0 335,3
prameér 66,74 342,75
SD-vyber 2,60 13,36

CV % 4,00 3,90

BIAS % 4,39 2,07

Tab. 5: Reprodukovatelnost

4.2.4 Spravnost

Spravnost (pravdivost-bias) je definovana jaksnbst shody mezi imérnou
hodnotou ziskanou zZady vysledk zkouSek a fijatou referetini hodnotou. Hodnota
bias byla vypoitana pro opakovatelnost a reprodukovatelnost. reefiei hodnota u
microalbumin-control 2 (Biorad ) byla 69,8 mg/l admota u albuminu 350 mgll.
V tabulce 4 jsou uvedeny hodnoty bias pro opakdwast. U K1 je hodnota bias 5 % a
u K2 hodnota 3 %. V tabulce 5 pro reprodukovatdlj@fiodnota bias u K1 4 % a u K2
3,90 %. Hodnoty bias ani v jednortiac negesahly 5 %.

46



4.2.5 Mez detekce

které miZze byt detekovano a analyticky signal je statisticfznamm odliSny od Sumu.
Mez detekce byla zji8ha analyzou slepého vzorku, coz je v tomtéipad
chromatograficka voda. Odetla se iikrat vySka Sumu, z ni se vygitala pamérna
hodnota Sumu. Mez detekce byla wyjpdna ze sedmibodové kalibrda kiivky,

sestavené z vySek filodle nasledujiciho vzorce:

Xa=Yd/b1

Y g - 3xhhax— maximalni kolisani zakladni linie

b; — snernice kalibr&ni piimky, by musi byt z koncenteai zavislosti y = bxx, kde y je
vySka chromatografického piku.

Hodnoty vySek pik slepych vzork a jejich pamér jsou uvedeny v tabulce 6. Tento

zpisob vyp@tu meze detekce je dop@dnyvan pro chromatografické metody.

vySka
piku
nulovy 1 | 0,022
nulovy 2 | 0,011
nulovy 3| 0,015
pramér | 0,016
Tab. 6: Hodnoty vySek piki slepych vzork

vzorek
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Obr. 16: Kalibradni kfivka

Smernice kalibr&ni piimky by je 0,0057.

Mez detekce stanoveni pro albumin vdinje 8,42 mg/l.

V literature se uvadi [30, s. 389], Ze hodnota pod 20 mg/hdayEla byt jiz pomoci
HPLC vyhodnocovana, jelikozZ u takto nizkych koncacit mize byt vysledek ovlivén

subjektivnim u¢enim hranic piku obsluhou.

4.2 .6 Robustnost

Robustnost pét mezi zékladni validani paramatery a tuje miru vlivu znen
jednotlivych parametr na vysledek analytického stanoveni. Robustnost biddovana
v pribéhu vyvoje metody. Byl fipraven kontrolni zasobni roztok albuminu o
koncentraci 350 mg/l v celkovém objemu 10 ml. Tentyem byl gepipetovan do
mikrozkumavek a polovina byla uloZzena do lednicpotovina do mrazaku, kde byl
roztok albuminu skladovartip-20 °C. Ri kazdé analyze vzotkbylo pouZzito vzdy 300
pl kontrolniho zasobniho roztoku albuminu z mrazakstejné mnoZzstvi kontrolniho
z&sobniho roztoku albuminu z lednice. Vysledné bodranalyzy obou kontrolnich
roztoki jsou zaznamenany v tabulce 7. Byl sledovan Wiadovani vzork pii 2-8 °C

a @ zamrazeni na cca —20C. Analyzou bylo zji&no, Ze ani v jednom ffpack
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nedochazi k vyznamné 2mé hodnot. V literatie se vSak uvadi, Ze vzorky by ndyn
byt dlouhodoB uchovavany $ teplo& cca —20 °C, jelikoz paténdochazi k agregaci
albuminu a sniZeni jeho koncentrace také vliverargnpH zmrazené nie, coz se nam
nepotvrdilo [37, s. 308]. iPnaSem testovani jsme ale nepouzili ¢nsladovanou ib

cca —20 °C déle nezasic.

kontrola | lednice | mrazak

¢. (mgl/l) (mgl/l)

1 331,0 284,3

2 321,1 311,1

3 351,0 352,4

4 343,8 320,7

5 332 342,1

6 349,5 333,8

7 346,9 336,7

8 326,4 336,0

9 325,6 340,8

10 351,0 350,9

11 354,3 346,5

12 364,9 366,8

13 290,3 290,3

14 300,6 293,3

pramér | 334,89 328,98

SD-vybér| 21,07 25,37

CV % 6,31 7,57

BIAS % 4,32 6,01

Tab. 7: Robustnost metody

4.3 STANOVENI HLADINY MOCOVEHO ALBUMINU U JEDNOTLIVYCH
SKUPIN PACIENTU

Pro stanoveni hladiny miového albuminu byli vybrani ipvazri pacienti
s diagn6zou diabetes mellitus. Dalsi vybranou skupi tvaili pacienti
s diagnostikovanou hypertenzi a s onentaém ledvin. U &chto skupin je vyltovani
albuminu dilezitym pfiznakem progrese onemdom a jeho wasny zachyt zlepSuje
moznosti I€by t&chto pacient. DalSi skupinou pro sledovani vylwani m@&ového
albuminu jsoudhotné Zeny s hypertenzi. V naSi skdépiybranych paciefitvSak byly
pouze fi Zeny stouto diagnézou, proto se vysledky analyztomto gipack
nehodnotily zvlag kvali nedostaténému pdétu pacient. Vékovy pramér vybranych
pacienti byl 41,8 + 27,6 let. Skupina paciéns diabetem ®a negasgji diagnézu
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diabetes mellitus zavisly na inzulinu, eg&jSi diagn6zou u pacieints onemoceénim
ledvin bylo newené selhani ledvin a kotreé stadium ledvinového onemdaaoii

Analyza byla provedena nejprve na chemickém antiyz&Cobas Integra-400
plus (Roche). Analyza je prov&th na principu imunoturbidimetrie. Lidsky albumin
vytvari precipitat se specifickou protilatkou, ktery jrsoven turbidimetricky i 340
nm. K analyze se pouzivaji soupravy reagencii dad@wyrobcem Cobas Integra
ALB-T, Gen 2 (Roche). Pracovni rozsah analyzater8-210 mg/l, mez detekce 3 mg/I.
Vzorky stejnych paciedt byly poté analyzovany vysokéiénou kapalinovou
chromatografii na sestavAgilent 1200 (Agilent Technologies). V tabulce 8oy
uvedeny vysledky analyzy u paciérst hypertenzi, tabulka 9 obsahuje vysledky analyzy
pacienfi s onemocénim ledvin a vtabulce 10 jsou vysledky analyzy ipai

s diabetem. Tabulka 11 shrnuje vysledky analyzglv$estovanych paciaint

Pacient| HPLC Integra Pacient| HPLC Integra
¢ (mg/l) (mg/l) ¢ (mg/l) (mg/l)
1 10,2 5,0 1 85,7 79,3
2 9,7 3,0 2 101,5 88,6
3 14,8 6,8 3 46,6 48,8
4 1348,6 1286,5 4 405,6 367.9
T ———
6 28,2 21,1 7 71,4 70,8
7 2100 1984,7 3 356 33
8 2518 238,9 9 174,1 162,3
9 1986 1860,4 10 55.4 47.0
10 22,3 14,3 11 16,3 12,2
11 409,1 383,2 12 154,2 150,3
12 16,5 3,3 13 22,8 11,1
13 710,5 674,2 14 376,5 346,3

Tab. 8: Pacienti s hypertenzi Tab. 9: Pacienti sranc@nim ledvin
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Pacient] HPLC Integra
¢ (mgl/l) (mgl/l)
1 12,8 8,1
2 84,5 83,3
3 21,0 20,8
4 2800 2609,6
5 10,8 6,0
6 7,8 34
7 16,0 14,6
8 6,7 <3
9 75,5 71,0
10 212,9 196,9
11 59,1 51,8
12 14,2 5,5
13 74,6 75,3
14 13,4 5,2
15 14,9 5,2
16 41,1 36,1
17 546,7 513,5
18 1394,6 1289,7
19 47,9 43,7
20 25,4 10,5
21 377,3 296,4
22 16,0 8,3

Tab. 10: Pacienti s diabetes mellitus

Pacientf HPLC Integra
¢. (mgl/l) (mg/l)
23 24,9 11,8
24 530 4952
25 26,3 12,7
26 21,2 18,6
27 15,5 8,6
28 15,9 4,5
29 18,6 4.6
30 3454 3394,9
31 11,8 3,0
32 8,6 <3
33 8,9 3,1
34 17,6 11,8
35 14,6 7.3
36 9,3 <3
37 18,0 5,2
38 11,9 <3
39 80,8 77,1
40 33,5 27,1
41 4,6 <3
42 1100,3 980,1
43 11,0 3,4
44 1411,1 1265,7
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Pacient|HPLC| Integra Pacient|HPLC| Integra Pacient|HPLC|Integra
¢ |(mg/h)] (mgll) ¢ J(mg/h)] (mgll) ¢ |(mg/)]| (mg/l)
1 64,3 | 55,6 36 356 | 33,0 71 16,3 | 12,2
2 28,3 | 27,2 37 42,7 | 37,0 72 13,1 41
3 606,9 | 555,2 38 41,1 | 36,1 73 1986 | 1860,4
4 857 | 793 39 174,1 | 162,3 74 18,0 5,2
5 12,8 8,1 40 | 546,7 | 513,5 75 11,9 3,0
6 23,1 | 21,7 41 |1348,6| 1286,5 76 80,8 | 77,1
7 40,7 | 50,3 42  |1394,6| 1289,7 77 335 | 271
8 1015 | 88,6 43 23,8 | 11,7 78 4,6 3,0
9 84,5 | 833 44 47,9 | 437 79 223 | 143
10 210 | 20,8 45 254 | 10,5 80 |1100,3| 980,1
11 2800 | 2609,6 46 | 377,3 | 296,44 81 11,0 3,4
12 10,8 6,0 47 20,6 8,3 82 [1411,1| 1265,7
13 7,8 3,4 48 16,0 8,3 83 | 409,1| 3832
14 16,0 | 14,6 49 22,6 | 152 84 16,5 3,3
15 6,7 3,0 50 55,4 | 47,0 85 |154,2 | 150,3
16 46,6 | 48,8 51 282 | 211 86 46,8 | 40,4
17 22,0 8,5 52 249 | 11,8 87 19,8 | 10,4
18 755 | 71,0 53 530 | 4952 88 6,6 3,0
19 | 212,9 | 196,9 54 26,3 | 12,7 89 378 | 216
20 | 4056 | 367,9 55 21,2 | 18,6 90 99,8 | 9572
21 |1337,6| 1288 56 15,5 8,6 91 21,7 | 14,4
22 425 | 348 57 14,7 4,2 92 38,8 | 304
23 10,2 5,0 58 15,9 45 93 18,8 8,6
24 67,7 | 64,3 59 18,6 4,6 94 12,3 4,0
25 47,0 | 385 60 3454 | 3394,9 95 14,3 4,7
26 59,1 | 51,8 61 2100 | 1984,7 96 16 7,4
27 14,2 5,5 62 12,0 3,9 97 228 | 11,1
28 9,7 3,0 63 11,8 3,0 98 320 | 254
29 746 | 753 64 |251,8| 2389 99 9,8 6,4
30 71,4 | 70,8 65 8,6 3,0 100 522 | 514,0
31 14,8 6,8 66 8,9 3,1 101 | 24,4 | 138
32 13,4 5,2 67 17,6 | 11,8 102 | 341 | 22,3
33 11,5 5,1 68 14,6 7,3 103 | 145 5,7
34 14,5 6,6 69 9,3 3,0 104 | 376,5| 346,3
35 14,9 5,2 70 10,6 4,8 105 | 710,5| 674,2

Tab. 11: VSichni pacienti

Data analyzy pacientskych vzaérkbyla statisticky vyhodnocena pomoci software

GraphPad Prism 5.0. Normalita rozloZeni dat bylsodnocena pomoci’'Bgostino&

Pearson testu.

Tabulka s vysledky vSech paciénbyla vyhodnocena Mann Whitney testem,
jelikoz se jednalo o nenormalni rozlozeni dat. BPodlsledk tohoto testu se jedna o
vyznamny statisticky rozdil mezi hodnotami analygpvadné na analyzatoru Cobas

Integra-400 plus a HPLC, p = 0,0053.
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U vybranych pacierit s onemocénim diabetes mellitus se také jednalo o
nenormalni rozloZeni dat. @pbyl potvrzen statisticky vyznamny rozdil mezicota
metodami, p = 0,0062.

U skupiny pacierit s hypertenzi se jednalo o normalni rozloZeniBigt.
proveden neparametricky T-test, ktery prok&zalgrekantni rozdil mezi metodami,

p = 0,9103.

U skupiny pacierit s onemocénim ledvin se také jednalo o neparametrické
rozlozeni dat a agp nebyl prokazan signifikantni rozdil mezi metodam# 0,6458.

Na obrazku 17 je zndzammo srovnani vysledk analyzy provedené metodou
HPLC a metodou imunoturbidimetrickou u skupiny \JSepacieni. Primérna
koncentrace albuminu v niiostanovena metodou HPLC byla 234,4 + 569,5 mgil. P

stanoveni imunochemickou metodou bylipér koncentrace albuminu 216,1 + 542,8

mg/l.
SROVNANI METOD
vSichni pacienti
500
g r =
£ 400
2
s < 300
]
g & 200 -
2
g 100
c
o
~ 0
HPLC INTEGRA

Obr. 17: Srovnani metod u skupiny vSech pagient

Nasledujici obrazky znaazauji srovnani metody HPLC a analyzu na analyzéatoru
Integra u skupiny pacieits hypertenzi (obr. 18), paciérd onemocénim ledvin (obr.
19) a pacierit s onemocénim diabetes mellitus (obr. 20).
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SROVNANI METOD
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Obr. 18: Srovnani metod u skupiny paciesthypertenzi

Skupina pacietit s hypertenzi #a primér vysledki analyzy méového albuminu
pomoci HPLC 533,2 + 775,4 mg/l. #nér vysledki imunochemickou metodou u této
skupiny byl 499,5 + 734,4 mgl/l.

SROVNANI METOD
pacienti s onemocn énim ledvin

koncentrace albuminu

HPLC INTEGRA

Obr. 19: Srovnani metod u pacigistonemocenim ledvin

Pacienti s onemoénim ledvin ngli pramérné vysledky méového albuminu metodou
HPLC 116,8 £ 125,1 mg/l. Imunochemickou metodougymeér 106,5 = 115,4 mg/l.
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SROVNANI METOD
pacienti s diabetem

koncentrace albuminu

HPLC INTEGRA

Obr. 20: Srovnani metod u skupiny paciesitdiabetem

U pacienti s diagn6zou diabetes mellitus byla pomoci HPLC dtama péimérna
hodnota moéového albuminu 224,4 + 618,4 mg/l. Metoda imunodickén vykazovala
pramérnou koncentraci albuminu 205,4 + 590,7 mg/l. Zeveani vSech skupin
pacienti je patrné, Ze metoda HPLC detekuje vySSi koncemtadbuminu v md, nez
metoda imunochemickd. NejvysSiupernou koncentraci #la skupina pacieft

s hypertenzi, coz je praggodobré zpisobeno ztratou pododyt zvySenim objemu
glomeruli a expanzi mesangia postizenych ledvin [39, s. 25].

Ze studii uvedenych v literat vyplyva, Zze vasnou detekci mdového albuminu
pomoci metody HPLC Ize zachytit diabetickou neftopa 3,9 roku dive u pacient

s 1. typem diabetes mellitus a 0 2,4 roku u patiert. typem diabetes mellitus nez u

klasickych imunochemickych metod [38, s. 150].
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ZAVER

Byla vyvinuta metoda pro stanoveni albuminu wmpomoci HPLC. Tato
metoda byla testovana a validovana z hlediskasmosti a spravnosti. Vaéiai
koeficient u opakovatelnosti a reprodukovatelndsgi nejvySe 5,00 %. Varéai
koeficient u robustnosti metody byl menSi nez 10Bglo zjiStno, Ze uchovavani
albuminu @i cca 2-8 °C nebo cca —20 °C nema vyznamny vliviastni analyzu.

Metoda byla testovana n&ilgizné 105 pacientskych vzorcich @m V této
skupire pacient bylo zjiS€no, Ze se vysledné hodnoty analyzyémaho albuminu
vyznamré 1iSi od stanoveni metodou imunoturbidimetrickouetbtlou HPLC Ize
detekovat celkovy albumin, c¢etre jeho nereaktivnich fragment Touto
optimalizovanou metodou se pdilia dostaténé separovat ostatni bilkoviny podobné
velikosti jako je albumin, coz je transferin, alfekysely glykoprotein, hemopexin,
prealbumin, antichymotrypsin a antitrypsirgisiz jsme se u ostatnich autaresetkali.

Nevyhodou stanoveni miového albuminu pomoci HPLC by mohla byt vyssi
pracnost a delSi doba zpracovani v#oproti imunochemickym metodam. Tato
nevyhoda je vSak vyvaZzena moznostvgSiho detekovani mikroalbuminurie a tudiz i
moznosticasrgjSiho zahdjeni by. Tim se da Iépetpdchazet nasledin poskozeni
ledvin pacient.

Tato metoda je vhodna ke stanoveni koncentracematiuv mai. Je Zejmé, Ze
nenahradi rutinni stanoveni pomoci imunochemickyehtod, ale u rizikovych skupin

pacienti by mgla své opodstatmi.
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