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POVZETEK

Elektroforeza je metoda, ki temelji na gibanju molekul v elektricnem polju pod
zagotovljenimi pogoji konstantne napetosti. Hitrost potovanja proteinskih molekul je odvisna
od njihovega naboja, velikosti in oblike ter jakosti elektriCnega polja in vrste nosilca, na
katerem elektroforeza poteka. Rezultati elektroforezne loCbe so uporabni za odkrivanje
sprememb v koncentracijah posameznih proteinskih frakcij pri razli¢nih boleznih. Spremembe
v elferogramih so izraZzene v zniZanih in/ali zviSanih koncentracijah posameznih frakcij
proteinov, ter v prisotnosti lodenih frakcij monoklonskih proteinov. Studijo smo naértovali z
namenom, da bi primerjali koncentracije celokupnih beljakovin in posameznih frakcij
proteinov pri zdravih osebah in bolnikih. Na$ drugi cilj je bil ugotoviti, katere frakcije so
patoloSke pri bolnikih z akutnim vnetjem, cirozo, nefrotskim sindromom in monoklonsko
gamopatijo in kot tretji cilj je bil opredelitev vsebine komentarja, ki ga lahko podamo ob
rezultatih denzitogramov. V Studijo smo vkljucili 30 zdravih oseb gorenjske regije in bolnike
z akutnim vnetjem (n = 28), s cirozo (n = 27), z nefrotskim sindromom (n = 30) in
monoklonsko gamopatijo (n = 18). Na analizatorju Xpand Dimenson smo v vseh serumskih
vzorcih izmerili koncentracije celokupnih beljakovin z Biuretno metodo. Elektroforezno
locbo smo izvedli na acetatni celulozi. Obarvane elferograme smo denzitometrirali na
denzitometru Cliniscan 2, Helena Laboratories. Dobljene rezultate smo statisti¢no analizirali s
programom SPSS, verzija 10. Pri skupini zdravih oseb so bile celokupne beljakovine 70,6 *
3,2 g/, pri bolnikih z akutnim vnetjem 67,8 £ 9,7 g/l, pri bolnikih s cirozo 64,7 = 7,6 g/1, pri
bolnikih z nefrotskim sindromom 58,8 + 5,5 g/l in pri bolnikih z monoklonsko gamopatijo
100,9 + 20,6 g/l. Koncentracije celokupnih beljakovin so se med skupinami znacilno
razlikovale kar smo dokazali s testom ANOVA, LSD (0<0,05). Povpre¢ne koncentracije
albuminov so bile pri bolnikih z akutnim vnetjem, s cirozo, z nefrotskim sindromom in pri
bolnikih z monoklonsko gamopatijo znacilno niZje v primerjavi z zdravimi osebami
(0<0,001). al-globuline so imeli zviSane samo bolniki z akutnim vnetjem. o2 serumski
globulini so bili zviSani pri bolnikih z akutnim vnetjem in nefrotskim sindromom, medtem
ko se B-globulini pri nasih skupinah niso razlikovali zna¢ilno. y-globulini so bili zna¢ilno visji
pri bolnikih s cirozo (p<0,05) in zelo visoki pri bolnikih z monoklonsko gamopatijo (p<0,001)
na rac¢un tvorbe imunoglobulinov, ki jih tvorijo plazmatke. Nasi rezultati potrjujejo dejstvo, da
je postopek elektroforeze na acetatni celulozi diagnostiéno uporaben za oceno prisotnosti
patoloskih frakcij serumskih proteinov pri bolnikih z akutnim vnetjem, cirozo, nefrotskim

sindromom in monoklonsko gamopatijo.
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1. UVOD

Izraz protein je leta 1838 prvi¢ uporabil nizozemski kemik Gerardus Mulder za
poimenovanje skupine molekul, ki so Siroko zastopane v vseh rastlinah in Zivalih. Z izbiro
imena je Mulder pravilno napovedal pomen proteinov, saj ga je izpeljal iz grSke besede
proteios, kar pomeni »glavni« oziroma »prvi«. Proteini, ki so bioloski polimeri aminokislin,
imajo veliko razli¢nih struktur in funkcij. Molekule proteinov se v svojem naravnem okolju
zvijejo v tocno doloceno tridimenzionalno strukturo, imenovano »nativna konformacija«.
Ta je definirana s sekundarno, terciarno in pri nekaterih proteinih s kvartarno ravnjo
organizacije. Najpomembnejsi dejavnik pri organiziranosti proteinske strukture je njeno o-
aminokislinsko zaporedje — primarna struktura. Molekule proteinov imajo zaradi

dolo¢enega zaporedja aminokislin znacilno velikost, obliko in bioloSko aktivnost (1).

1.1. DELITEV PROTEINOV PO BIOLOSKI AKTIVNOSTI

Encimi so najvecja skupina proteinskih molekul, nekateri imajo v svoji strukturi Se kofaktor,
ki je lahko organska molekula ali pa kovinski ion. Uravnavajo presnovne procese Vv
organizmu. Kot katalizatorji delujejo tako, da zniZujejo aktivacijsko energijo reakcij in tako
predstavljajo eno najpomembnejSih skupin biomolekul. Strukturni proteini so: kolageni,
elastini in keratini. V celicah predstavljajo mehansko oporo. Obrambni proteini so
protitelesa in interferoni, ki preprecujejo Skodljiv ucinek bakterij in virusov na organizem.
Stevilne majhne biomolekule, kot so kisik, holesterol in mas¢obne kisline se prenasajo po
telesu s pomocjo transportnih proteinov. V seznam proteinov, ki so sposobni uravnavati
celiCne in fizioloSke aktivnosti spadajo: Lac-represor, inzulin, glukagon, prolaktin,
tirotropini in G-proteini. Receptorski proteini, ki so lahko vgrajeni v celicne membrane pa

sodelujejo pri prenosu Zivenih impulzov in hormonskem signaliziranju (1).

1.2. DELITEV PROTEINOY PO VELIKOSTI IN OBLIKI

Po zgradbi lo¢imo enostavne in konjugirane, po obliki pa fibrilarne in globularne proteine.
Med enostavne proteine spadajo tisti, ki so sestavljeni samo iz aminokislinskih ostankov,
med konjugirane pa proteini, ki imajo v svoji strukturi dodatno komponento, imenovano
prosteti¢na skupina (majhna organska molekula). Fibrilarni proteini utrjujejo ¢vrstost kosti,

koZe, kit in hrustanca in mednje spada kolagen. Globularni proteini so topni v citosolu in



drugih bioloskih tekocinah, sodelujejo pa pri transportu molekul in imunski za$¢iti
organizma (1).

1.3. STRUKTURA PROTEINOV

Primarna struktura je doloCena z zaporedjem aminokislinskih ostankov, ki so med seboj
povezani s peptidno vezjo. Primarna struktura predstavlja osnovo za nadaljnje tri strukturne
ravni (slika 1). Krajsi predeli primarnega zaporedja se najprej zvijejo v urejene sekundarne
strukture, ki vsebujejo ponavljajoce se elemente kot sta a-vijacnica in B-plosc¢a. Elementi
sekundarnih struktur se povezujejo med seboj in se kon¢no zvijejo v kompaktno globularno
enoto, ki predstavlja terciarno strukturo. Za Cetrto raven, imenovano kvartarna struktura, je

znacilno povezovanje dveh ali veC polipeptidnih verig v protein z ve¢ podenotami (1).

& peptidne vezi
P e

(a) primarna struktura

vodikove
vezi

(b) sekundarna struktura

B-struktura

&

= o-vijaCnica ©

zanka

(c) terciarna struktura

(d) kvartarna struktura

Slika 1. Prikaz Stirih ravni proteinske strukture: a) primarna ali kovalentna, b) sekundarna,

c) terciarna, d) kvartarna struktura. Povzeto po Rodney Boyerju (1).



1.4. SINTEZA PROTEINOV
Proteini so bioloski polimeri razli¢nih velikosti, zgrajeni iz nabora 20 oi-aminokislin. Vse te
aminokisline imajo na centralni ogljikov atom vezan vodik, karboksilno skupino, aminsko
skupino ter stransko verigo R, ki je drugacna za vsako aminokislino. Aminokisline se
povezujejo z amidnimi vezmi v peptide, polipeptide in proteine. Vsaka vrsta proteinov ima
tocno doloceno aminokislinsko sestavo in molekulsko maso. Sinteza proteinov v celici ima
naslednje temeljne znacilnosti:

e proces poteka na ribosomih,

® aminokisline se aktivirajo s kovalentno vezavo na molekule prenaSalne RNA,

e zaporedje nukleinskih baz na informacijski RNA in zaporedje aminokislin

doloca genetski kod.

Sinteza proteinov je polimerizacijski proces, pri katerem se aminokisline pripenjajo na
rastoCi karboksilni konec polipeptidne verige med pomikanjem ribosoma po mRNA (slika

2) (1).

ribosomske podenote se sprostijo

@
)
b

mRNA
3’-konec
5'-
konec stop
zacetek

rastoci polipeptid

sintetizirani polipeptid se sprosti

R

Slika 2. Shematski prikaz sinteze proteinov na ribosomih. Povzeto po Rodney Boyerju (1)



1.5. PROTEINI V TELESNIH TEKOCINAH
Proteini so velike molekule, ¢e jih primerjamo z molekulami, s katerimi se ukvarjata
anorganska in organska kemija. Prisotni so v celicah in v vseh telesnih tekoc¢inah, kjer so
njihove funkcije sledece:

¢ vzdrZevanje onkotskega pritiska, viskoznosti in kislinskobaznega ravnovesja v krvi,

e transport ionov in nevodotopnih snovi po krvi,

e vzdrZevanje imunske zaSCite organizma,

® vzdrZevanje sistema hemostaze,

® biokataliticno delovanje v presnovnih procesih,

e vzdrZevanje mehanske intergritete celi¢nih in tkivnih sistemov,

¢ vloga proteinov kot receptorjev za nevrotransmiterje in hormone.

1.5.1. Proteini v serumu

V serumu zdrave osebe se nahaja od 66 do 83 g/l proteinov. Plazma vsebuje tudi fibrinogen,

zato so referencne vrednosti za plazmo priblizno 3 g/l vecje kot v serumu. Do zdaj je bilo v

serumu odkritih ve¢ kot 300 razli¢nih proteinov. Po elektroforezni locbi na acetatni celulozi

se razvrs€ajo v 5 frakcij (slika 3).

1. Albumini so serumski proteini z molsko maso okrog 7000 in z izoelektri¢no tocko 4,7.
Normalne koncentracije albuminov v serumu so 35,2 do 50,4 g/l. V elektricnem polju
se gibljejo najbolj anodno, v primerjavi z drugimi proteini potujejo najhitreje. Poznamo
20 genetskih variant albuminov, ki pa nimajo vecjega klinicnega pomena. Pri osebah,
ki so heterozigoti, sta na elferogramu prisotni dve jasno loceni frakciji albuminov.
Odsotnost tvorbe albuminov je genetsko povzro€ena in se imenuje analbuminemija. Je
zelo redko stanje, ki je kliniéno povezano s posebno obravnavo prizadetih oseb.
Albumini lahko tvorijo komplekse z drugimi proteini, sluZijo tudi kot transportni
proteini za kalcij, bilirubin, neesterificirane mascobne kisline in zdravilne u¢inkovine.
Njihova glavna vloga je vzdrzevanje stalnega volumna telesnih teko¢in. So pomemben
kazalec prehranjenosti organizma.

2. al-globulini so najmanjs$a skupina serumskih proteinov, prisotni so v koncentracijah od
1,3 do 3,9 g/l. al-antitripsin predstavlja najvecji deleZ al-globulinov. Odsotnost gena

za sintezo ol-antitripsina vodi v nastanek emfizema. ol-globulini so Se: ol-fetoprotein,



o1-antihimotripsin, ol-kisli glikoprotein (orsomukoid) in ol-lipoprotein ali holesterol.

Tudi Bence Jonesovi proteini se v elektrénem polju gibljejo v podro¢ju al-globulinov.

. 02-globulini so prisotni v koncentacijah od 5,5 do 9,3 g/l. Med a2-globuline spadajo:

o2-makroglobulin, haptoglobin in ceruloplazmin. Hepatoglobin veZze prosti
hemoglobin. ZniZan je pri intravaskularni hemolizi. o2-makroglobulin je inhibitor
trombina. Ima visoko molekulsko maso, zato ne more prehajati v urin niti pri obsezni
okvari glomerulov. Pri nefrotskem sindromu so koncentracije o2-makroglobulina v
serumu zviSane. Ceruloplazmin je prenaSalni protein za baker in deluje tudi kot
ferooksidaza. Znizan je pri Wilsonovi bolezni, kjer se kopici v tkivih in povzroca
okvare jeter, Ziv€evja in oci.

B-globulini so pri zdravih osebah zastopani v koncentracijah od 5,9 do 11,4 g/l
Mednje spadajo transferin, hemopeksin, B-lipoprotein, komponenti komplementa C4
in C3, fibrinogen in B2-mikroglobulin. Transferin je transportni protein za Zelezo v
trovalentni obliki. Uporablja se za diferencialno diagnostiko anemij in za spremljanje
terapije. Pri hipohromni anemiji je zviSan, vendar je njegova nasicenost z Zelezom
majhna. Hemopeksin veZe prosti hem. Uporablja se pri diagnostiki hemoliti¢nih anemij
s soCasnim vnetnim procesom, ker ni reaktant akutne faze vnetja. Pri hemolizi je
znizan. PB-lipoproteini imajo pomembno vlogo pri transportu lipidov, sestavini
komplementa C3 in C4 pa pri imunskem odzivu organizma. Fibrinogen sodeluje pri
strjevanju krvi. Nahaja se v krvni plazmi. Je globulin, ki se sintetizira v jetrih. Ima
majhno molekulsko maso, zato se filtrira skozi glomerulno membrano in tudi
popolnoma reabsorbira iz tubulov v kri. Uporablja se za oceno ledvi¢ne tubulne
funkcije. Pri okvarah tubulov so njegove koncentracije v serumu zniZane, v urinu pa

zvisane.

. v-globulini so druga najbolj zastopana frakcija serumskih proteinov, sodelujejo pri

imunski zaS¢iti organizma. V serumu so prisotni v koncentracijah od 5,8 do 15,2 g/l
Molekulo globulinov sestavljata dve tezki in dve lahki verigi. V frakciji y-globulinov
se v vefini nahajajo imunoglobulini, ki so nosilci imunosti in C-reaktivni protein.
Imunoglobuline delimo v pet razredov A, G, E, D in M. Imajo dve osnovni funkciji:
prepoznavanje antigenov in aktivacija efektorskih mehanizmov za odstranitev
antigenov. Nastajajo v plazmatkah, ki so najbolj zrela oblika limfocitov B. Protitelesa,

ki jih izloCajo plazmatke, so sposobna vezave na razlicne antigene. V podrocju -



globulinov se nahajajo Se paraproteini ter lizozim pri razlinih benignih in malignih
procesih. Paraproteini ali monoklonski imunoglobulini so patoloSke oblike
imunoglobulinov, ki so produkt enega klona plazmatk. Najpogostejsi so pri malignih
transformacijah limfocitov, ko se maligna limfocitna celica B nenadzorovano
razmnoZi. Vse potomke maligne celice proizvajajo identicne imunoglobuline:
monoklonski imunoglobulin, ki v krvi prevlada nad normalnimi imunoglobulini.
Monoklonski imunoglobulini so imunoglobulini istega razreda, ki se vezejo na enako
antigensko determinanto. Paraproteini pa se lahko pojavljajo v razlicnih oblikah: kot
monomeri, kot polimeri, lahke verige in/ali teZke verige imunoglobulinov. Med v-
globuline spadajo tudi krioglobulini. To so proteini, ki se oborijo pri temperaturah,
nizjih od telesne temperature. Zelo pomembni med y-globulini pa so tudi proteini
komplementa C;-esterazni inhibitor, C; in C4, Koncentraciji komponent komplementa
C; in C4 sta zviSani pri akutnih vnetnih procesih in zniZani pri boleznih, kjer nastajajo
imunski kompleksi (sistemski lupus eritematosus, revmatoidni artritis). ZviSane
koncentracije C; in C4; komponent komplementa so pri akutnih vnetnih procesih,

zniZane pa pri boleznih, kjer nastajajo imunski kompleksi (2,3,4).

1.5.2. Proteini v urinu

Skozi ledvice se dnevno filtrira 10g proteinov, vendar se jih z urinom izlo¢i le do 0,95g. V
glavnem je to albumin, nekaj pa je tudi Tamm-Horsfallovega proteina, ki se verjetno izloc¢a
iz distalnih tubulov. Pri elektroforezi normalnega urina lahko opazimo le sled albumina in
transferina. Glomeruli v ledvicah delujejo kot ultrafiltri za plazemske proteine. Normalno se
skoznje filtrirajo le proteini z majhno molekulsko maso. Nizkomolekulski proteini se
filtrirajo skozi glomerule v odvisnosti od njihove plazemske koncentracije. Iz glomerulnega
filtrata se lahko odstranijo s tubulno reabsorpcijo. Koli¢ina v urinu izloCenih proteinov je
lahko vecja pri zdravih ljudeh v primeru naporov, dehidracije, stradanja in nosecnosti.
Razen albuminov lahko v urinu najdemo tudi globuline, fibrinogen, hemoglobin, redkeje

mioglobin, nukleoproteine in paraproteine (3).

1.5.3. Proteini v likvorju
Likvor ali mozganska tekoc¢ina vsebuje predvsem nizkomolekulske proteine v koncentraciji
0,15 do 0,42 g/1. Priblizno 80% proteinov likvorja izhaja iz krvne plazme, ki z ultrafiltracijo

prehaja skozi stene kapilar in moZganske ovojnice. Preostalih 20% proteinov se sintetizira



intratekalno v hrbteni€énem kanalu. V likvorju so ponavadi prisotni albumini, prealbumini in
transferin. V fetusu in pri novorojenckih je normalna koncentracija proteinov v likvorju
nekoliko visja kot pri odraslih. V patoloskih stanjih se najpogosteje zvisa koncentracija
globulinov. V likvorju so v sledovih tudi komponente komplementa C3 in C4. Pri vnetnih

boleznih centralno Zivénega sistema se koncentracije komplementa v likvorju zvisajo (3).
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Slika 3: Elektroforeza serumskih proteinov. Elferogram (zgoraj) in denzitogram (spodaj).



1.5.4. Proteini v amnijski teko¢ini

Koncentracija proteinov v amnijski tekoc€ini je 0,13g/1 v ¢asu od 9. do 13. tedna gestacije. V
tem Casu so v amnijski tekoCini prisotni serumski proteini matere. V prvem trimesecju
nosecnosti so prisotni proteini, ki izvirajo iz zarodka in rumene vrecke. V amnijski tekocini
so prisotni encimi (acetilholinesteraza, alkalna fosfataza, y-glutamilna transferaza) in

specificni proteini (a-fetoprotein, feritin, transferin) (3).

1.5.5. Proteini v drugih telesnih tekocinah

Patolosko kopicenje tekocin v peritonealni, plevralni votlini se razlikuje po vsebnosti
proteinov na transudate (manj kot 30g/l) in eksudate(ve¢ kot 30g/L). Proteini v slini so
zastopani v koncentraciji od 0,7 do 1,0 g/l. V slini so a-amilaza, o1-mikroglobulin, kisla
fosfataza, B2- mikroglobulin, IgA, lizozim, laktoferin. Materino mleko vsebuje 0,8 - 0,9%
proteinov in sicer imunoglobuline A skupaj z imunoglobulini G, ki jih je otrok prejel Ze
preko posteljice kot plod. Glavni proteini so a-laktoalbumin, laktoferin, lizozim in serumski
albumini. Proteini v solzah so v koncentracijah od 4,6 do 6,9 g/l. V znacilnih
koncentracijah so prisotni: IgE, lizozim in transferin. Proteini v tekocini razli¢nih cist se
razlikujejo glede na velikost, strukturo in lokacijo ciste (jetra, dojke, ovariji, pankreas,
ledvice,...). Vec¢inoma so v tekocCini cist prisotni proteini, ki so tumorski oznacevalci: CA
19-9, CEA, CA15-3, CA 72-41. Proteini v sinovijski tekoc€ini: V fizioloskih pogojih je
sinovijska membrana nepropustna za proteine z nizko molekulsko maso. Ob vnetnih
procesih so v sinovijski tekocCini proteini: fibrinogen, albumini in globulini. V normalnih

pogojih je koncentracija proteinov od 11 do 22¢g/1 (3,12).

1.6. LABORATORIJSKE METODE DOLOCANJA PROTEINOV
Koncentracijo celokupnih proteinov dolo¢amo z metodami, ki jih razdelimo v Stiri skupine:
* metode, pri katerih se doloca proteinski dusik,
e fotometrijske metode,
e gspektroskopske metode v obmocju UV,
* metode z merjenjem refrakcijskega indeksa.
V plazmi so prisotni razli¢ni proteini, ki se razlikujejo po molekulski masi, po strukturi in

fizioloski vlogi. Pomembne so tudi metode, s katerimi lo¢imo posamezne skupine proteinov



in/ali samo dolo¢ene proteine. To so metode elektroforezne lo¢be in imunokemijske metode

dolo€anja proteinov (3).

1.6.1. Elektroforeza proteinov

Elektroforeza je separacijaka metoda. Temelji na gibanju proteinskih molekul v
elektri¢cnem polju. Proteini so v nevtralnem mediju amfoterne molekule. Vrednost pH, pri
kateri je molekula proteina brez naboja, je izoelektri¢na tocka. Hitrost potovanja je odvisna
od naboja, velikosti in oblike delcev, jakosti elektricnega polja in vrste nosilca, na katerem
se elektroforeza izvaja. Sila, ki deluje na gibljivost delcev, je enaka zmnoZku jakosti polja
in naboja delca. Na hitrost potovanja proteinov vplivajo tudi ionska jakost pufra in
temperatura (2). Elektroforezno lo¢bo izvajamo na razli¢nih nosilcih (filter papir, acetatna

celuloza, agarni gel, agarozni gel, poliakrilamidni gel).

1.6.2. Imunokemijske metode dolo¢anja proteinov

Imunokemijske metode doloc¢anja proteinov so imunoelektroforeza, radialna
imunodifuzija, turbidimetrija in nefelometrija. Imunoelektroforeza je kvalitativna metoda,
pri kateri se po elektroforezi proteinov na agarju ali agarozi nadaljuje imunoreakcija
frakcioniranih proteinov s protitelesi. Elektroimunodifuzija je kvantitativna metoda pri
kateri elektroforeza in imunoreakcija potekata istoCasno. Pri turbidimetri¢nih in

nefelometri¢nih metodah pa merimo koncentracijo nastalih imunskih kompleksov (2).

1.7. DIAGNOSTICNI POMEN DOLOCANJA PROTEINOV

Proteini so biomolekule, ki sodelujejo pri vseh bioloskih procesih v organizmu, vklju¢no z
gledanjem, gibanjem, prebavo, delovanjem imunskega sistema in bolezenskimi stanji, ki so
posledica patoloskih interakcij z drugimi biomolekulami. Pri razli€nih boleznih so
spremembe v elferogramih izraZene v zniZanih in/ali zviSanih koncentracijah posameznih

frakcij proteinov (Preglednica I) (4).



Preglednica I: Spremembe v proteinskih frakcijah pri razli¢nih boleznih.

Patolosko stanje Celokupni proteini | Albumini | ol | a2 | B | vy
Akutno vnetje N IN ) ) IN
Hepatitis IN N } U I
Ciroza INali 1 N l ! 1
Nefrotski sindrom 1 1 ™" IN
Hipergamagloblinemija N ! 1
Plazmocitom, monoklonska ™ ! "
gamopatija

Legenda: N- normalna koncentracija, |- zniZana koncentracija, 7- poviSana koncentracija, ||- moc¢no zniZana
koncentracija, 11- mocno poviSana koncentracija, |N- zniZana ali normalna koncentracija, 1N- poviSana ali normalna

koncentracija
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2. NAMEN DELA

Raziskavo nacrtujemo z namenom, da prikazemo laboratorijsko oceno proteinogramov 30
zdravih oseb in 103 bolnikov z razlicnimi patoloSkimi stanji. Frakcije posameznih
proteinov bomo po elektroforezi na acetatni celulozi kvalitativno in kvantitativno
ovrednotili z denzitometrijo.

Cilj naSega dela je odgovoriti na naslednja vprasSanja:

1. KakSne povprecne vrednosti celokupnih beljakovin in posameznih frakcij imajo
zdrave osebe gorenjske regije v primerjavi z referencnimi vrednostmi, ki smo jih
povzeli po Thomasu (3)?

2. Katere frakcije proteinov so patoloSke pri bolnikih z akutnim vnetjem, cirozo,
nefrotskim sindromom, in monoklonsko gamopatijo?

3. 'V katerih primerih lahko dodani komentar ob denzitogramu pomaga pri nadaljnji

diagnosti¢ni odlocitvi?
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3. MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

3.1.1.Vzorci

V Studijo smo vkljucili vzorce 30 zdravih oseb in 103 bolnike, ki so se zdravili na internem
oddelku Splosne bolnisSnice Jesenice od zacetka septembra 2007 do konca marca 2008 in
sicer z akutnim vnetjem, s cirozo jeter, z nefrotskim sindromom in monoklonsko
gamopatijo.

Skupino zdravih oseb so predstavljali zdravstveni delavci, ki so podpisali pristopno izjavo
za sodelovanje v Studiji. Njihov klini¢ni status je preveril specialist interne medicine.
VKkljucitveni kriteriji so bili sledeci: starost 32-57 let, brez klini¢nih znakov podhranjenosti,
vnetja, in z normalno ledvi¢no funkcijo.

Za analizo smo uporabili vzorce serumov, ki so Ze bili analizirani in so bili odvecni
material namenjen inaktivaciji. Povprecna starost zdravih oseb je bila 64,2 let, bolnikov pa
61,7 let. Obe skupini se po starosti nista statisticno razlikovali. Podatke o diagnozah
bolnikov smo po predhodni odobritvi strokovnega direktorja dobili iz baze podatkov v
bolniSni¢nem informacijskem sistemu. Do celovitih klini¢nih podatkov o pacientih nismo

imeli dostopa. Podatki so zbrani v preglednici II.

Preglednica II. Osnovne karakteristike zdravih oseb in bolnikov.

Bolniki Stevilo Spol (m/z) Povprecna starost + SD
Kontrolna skupina 30 15/15 64,2 +7,79
Skupina bolnikov (skupaj) 103 43/60 61,7 + 18,96
Bolniki z akutnim vnetjem 28 11/17 59,3 +£21,00
Bolniki s cirozo 27 14/13 61,4 +1691
Bolniki z nefroskim sindromom 30 14/16 64,6 + 20,47
Bolniki z monoklonsko 18 7/11 63,0 +£ 10,75

gamopatijo
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3.1.2. Oprema

Avtomatski vertikalni elektroforezni sistem AVES 2, Helena Laboratories,
Beaumont Texas, 77704 ZDA.

Elektroforezna komora s Stirimi prekati, Helena Laboratories, Beaumont Texas,
77704 ZDA.

Plosce z acetatno celulozo (TITAN III Cellluose Acetate plates 60x76 mm), Helena
Laboratories, Beaumont Texas, 77704 ZDA.

Veckanalni aplikator, Helena Laboratories, Beaumont Texas, 77704 ZDA.
Densitometer Cliniscan 2, Helena Laboratories, Beaumont Texas, 77704 ZDA.
Centrifuga Centric 322A, Tehtnica, Zelezniki, SLO.

Susilna komora integralnega dela elektroforeznega sistema AVES 2, Helena
Laboratories, Beaumont Texas, 77704 ZDA.

Biokemicni analizator XPAND Dimension, (Newark, DE 19714, ZDA) za

dolocanje koncentracije celokupnih beljakovin v serumu.

3.1.3. Materiali in Kemikalije

Raztopina barbituratnega pufra (natrijev barbituratni pufer s pH=8,6) =za
elektroforezo (Electra HR Buffer).

Vodna raztopina Barvila Ponceau S, Helena Laboratories, UK LTD, Anglija.
Priprava raztopine: 8,75 g sulfosalicilne kisline, 8,75 g triklorocetne kisline, 125 g
barvila Ponceau S smo raztopili v 250 ml demineralizirane vode.

5% raztopina ocetne kisline (900ml).

Absolutni metanol (450ml).

Metanolna raztopina za bistrenje plos¢e Clear Aid. Priprava: v merilni valj smo dali
30 ml koncentrirane ocetne kisline, 70 ml absolutnega metanola in 4 ml Clear
dodatka (Helena Biosciences) in pred uporabo premesali.

Reagenti za dolocanje celokupnih beljakovin v serumu z Biuretho metodo.
Uporabili smo komercialno pripravljen reagent z bakrovim sulfatom in kalij-
natrijevim tartratom v raztopini natrijevega hidroksida. Reagent je pripravljen v
zaprti plasticni posodici (lot DF73, Newark, DE 19714, ZDA), ki smo jo vstavili v
analizator pred aplikacijo vzorcev za dolocitev beljakovin. Priprava reagenta za

reakcijo je popolnoma avtomatizirana.
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¢ Becton&Dickenson Vacutainer sistem (Plymouth PL 67 BP, Velika Britanija) za

vakuumski odvzem venske krvi.

3.2. METODE

3.2.1 Priprava vzorcev

Vzorce venske krvi so na internem oddelku Splosne bolniSnice Jesenice odvzeli med 7.00
in 9.00 uro zjutraj. Za punkcijo so bile uporabljene epruvete Becton&Dickenson brez
dodatkov. V laboratoriju smo vzorce krvi pustili 40 minut na sobni temperaturi, nato smo
jih centrifugirali 5 minut z relativno centrifugalno silo (RCF) 1986 g, locili serum od celic.
Po opravljenih laboratorijskih preiskavah smo preostali serum zamrznili na -20°C in ga
uporabili za naSo Studijo. Elektroforezno lo¢bo smo izvajali na koncu vsakega tedna. Za
Studijo so bili uporabljeni serumski vzorci, ki so ostali po opravljenih analizah in so bili

namenjeni za unicenje z ostalim odpadnim materialom.

3.2.2. Postopek elektroforeze

1. Na plos¢i z acetatno celulozo smo oznacili mesto aplikacije prvega vzorca.

2. Plosco z acetatno celulozo smo namakali 15 minut v raztopini baribituratnega pufra
s pH = 8,6.

3. 'V zunanja prekata komore za elektroforezo smo nalili baribituratni pufer (100ml) in
s filter papirjem vzpostavili most na pregradah.

4. Vzorce seruma smo odtajali, premesali in z veckanalnim aplikatorjem nanesli na
celuloza acetatno folijo, ki smo jo tik pred nanosom vzorcev na hitro popivnali s
filtrirnim papirjem.

5. Po aplikaciji smo ploS¢o z acetatno celulozo poloZili na pripravljeni most
elektroforezne komore. Komoro smo pokrili in jo priklopili na vir stalne napetosti
(180V) za 15 minut.

6. Po koncani elektroforezi smo elferogram barvali v raztopini Ponceau S (Sminut).

7. Sledilo je spiranje v raztopini 5% ocetne kisline (10 minut), dehidracija vezi v
absolutnem metanolu (4 minute) in bistrenje plosce v raztopini Clear Aid, ter
suSenje na 56°C 10 minut.

8. Proteinske frakcije smo ovrednotili s skeniranjem elferograma, pri valovni dolZini
525nm, na denzitometru Cliniscan 2, ki nam je dal izpis rezultatov v grafi¢ni in

numeriéni obliki.
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3.2.3. Statisti¢na analiza rezultatov

Za statisticno analizo rezultatov smo uporabili SPSS statistiéni program za okolje
Windows. Koncentracije posameznih frakcij smo izrazili kot aritmeti¢no sredino £ SD. Za
primerjavo rezultatov med posameznimi skupinami bolnikov smo uporabili statisti¢ni test
analize variance enega faktorja, ob uporabi odstopov od povprecne vrednosti od vsake

meritve-LSD (Least significant difference).
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

V Studiji smo izvedli elektroforezno lo€bo serumskih proteinov pri 30 zdravih osebah in
103 bolnikih. Vkljuceni so bili bolniki z akutnim vnetjem (n = 28), s cirozo (n = 27), z
nefrotskim sindromom (n = 30) in monoklonsko gamopatijo (n = 18).

Na analizatorju Xpand Dimenson smo v vseh serumskih vzorcih izmerili koncentracije
celokupnih beljakovin in izvedli locbo serumskih proteinov z navadno elektroforezo na
acetatni celulozi. Poleg navadne elektroforeze poznamo Se druge tehnike loCevanja
serumskih proteinov kot so izoelektricno fokusiranje, kapilarna elektroforeza in SDS
poliakrilamidna elektroforeza.

Navadna elektroforeza se izvaja v elektroforezni komori, v kateri so elektrode, ki so
povezane z izvorom istosmerne elektricne napetosti. Elektroforeza poteka v alkalni
raztopini pufra (najpogosteje barbituratnega), pri napetosti 180V in elektri¢cnem toku od 4
do 6 mA. Trajanje elektroforezne locbe je odvisno od vrste uporabljenega elektroforeznega
sistema, nosilca in pH vrednosti puferne raztopine. Po koncani elektroforezi se izvede
barvanje elferograma in denzitometriranje posameznih proteinskih frakcyy (2,4). V
laboratorijih za rutinsko analizo serumskih proteinov se ta metoda najpogosteje uporablja,
ker je oprema relativno poceni, vendar je redko popolnoma avtomatizirana in zato za
izvajanje dolgotrajna. Rezultati so na voljo v ¢asu od dveh do treh ur. Obicajno se te
metode posluZujemo ob soCasnem zbiranju vzorcev, za analizo posameznih vzorcev pa ni
primerna. V Splosni bolniSnici Jesenice se vzorci za elektroforezo serumskih proteinov
zbirajo tri do §tiri dni in se analizirajo v seriji, ker ta preiskava ne spada med urgentne in se

lahko izvaja v podaljSanem postopku.

Zelo natan¢no dolocitev posameznih frakcij proteinov lahko doseZemo z izoelektricnim
fokusiranjem. To je metoda, s katero se pod vplivom elektricnega toka razdvajajo proteini
od katode proti anodi do pH gradienta, ki odgovarja njihovim izoelektri¢nim to¢kam, kjer
se koncentrirajo v zelo ostre frakcije. S to tehniko doseZemo kvalitetno locevanje
proteinov, zato se uporablja pri doloCanju izoencimov in drugih specifi¢nih proteinov,
naprimer apolipoproteinov (13). Zdravniki redkeje potrebujejo tako specifi¢ne informacije,
zato se isoelektricno fokusiranje pogosteje uporablja v klini¢nih Studijah kot pri obicajni

kliniéni obravnavi bolnikov.

Zelo obetajoce rezultate nudi kapilarna elektroforeza. To je metoda, pri kateri je lo€evanje

proteinov izvedeno v zaprti, majhni cevki s premerom od 25 - 100um. Kapilara je
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namocena in napolnjena z raztopino pufra s pH vrednostjo 9,9 in priklju¢ena na UV
detektor. Prednosti metode so avtomatizacija, majhen volumen vzorca, hitrost analize in
moznost uporabe Sirokega spektra detektorjev (2,14,15). S kapilarno elektroforezo lahko
nudimo uporabno diagnosticno informacijo o prisotnih proteinih v serumu ze v 10 do 20
minutah. Kapilarna elektroforeza je metoda izbora za hitro odkrivanje akutnih in kroni¢nih
sprememb v koncentracijah posameznih frakcij serumskih proteinov, zato zamenjuje

metodo navadne elektroforeze.

Poleg nastetih metod locevanja serumskih proteinov poznamo tudi SDS poliakrilamidno
elektroforezo. Zaradi vpliva elektricnega polja, nabiti delci, raztopljeni ali dispergirani v
raztopini elektrolita, potujejo v smer, kjer je elektroda z nasprotnim nabojem. V gelu je
gibanje delcev odvisno od molekulske mase proteinov. Nekateri proteini potujejo kljub
razli¢ni molekulski masi enako, ker se SDS veZe v masnem razmerju na aminokisline,
proteini pa imajo pogosto prisotne tudi sladkorne ali lipidne komponente. Rutinsko se
lahko uporablja kot denaturacijska ali pa kot redukcijska elektroforeza. Lahko jo
uporabimo tudi za izolacijo posameznih proteinov za raziskovalne Studije (2,16), za
uporabo v klini¢no kemijskih laboratorijih pa ni najbolj primerna, ker je na izvedbeni ravni

prezahtevna.

Elektroforeznih sistemov za loCevanje serumskih proteinov je vec, bistvene razlike so
predvsem v nosilcih (filter papir, acetatna celuloza, agarozni gel, poliakrialamidni gel, ...).
Potovanje delcev na filter papirju ni enakomerno, pogosta je adsorpcija proteinov na
nosilec, nizka hitrost potovanja proteinskih molekul in znatno podaljSan Cas elektroforeze
(tudi do ene ure). V laboratorijih se pogosto uporabljata agarozni in poliakrilamidni gel. Na
agaroznem gelu se frakcije hitro in ostro lo¢ijo, zato je uporaben tudi za
imunoelektroforezo. Agarozni gel je primeren za loCevanje lipoproteinov, poliakrilamidni
gel pa zaradi izjemnih lo€itvenih lastnosti za hitro loCevanje serumskih proteinov.

Mi smo se odlocili za elektroforezo na acetatni celulozi zaradi dostopnosti opreme v
laboratoriju. Acetatna celuloza je porozen in homogen nosilec, adsorbcija proteinov na
nosilcu pa majhna, zato se proteini hitro lo¢ijo na posamezne frakcije. V laboratoriju
SploSne bolniSnice Jesenice ima laboratorijsko osebje ve¢ izkuSenj z elektroforezo na
acetatni celulozi kot na agaroznem gelu. Postopek vlivanja in priprave agaroznih plos¢ je
zamuden in zahteven, komercialno pripravljene agarozne plosce so drage, gel se pogosto

posusi, takSen pa ni uporaben za elektoforezo. Ker je pogostnost naro€anja proteinogramov
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relativno nizka, je bolj ekonomicen izbor acetatne celuloze, ki je stabilnejSa, njegova

uporabnost pa ni povezana z zgoraj navedenimi problemi (18,19,20, 21).

4.1. KONCENTRACIJE CELOKUPNIH BELJAKOVIN PRI ZDRAVIH
OSEBAH IN BOLNIKIH

Z Biuretno metodo smo doloc€ili povpre¢ne koncentracije celokupnih beljakovin v
serumskih vzorcih. Te so bile pri zdravih osebah gorenjske regije 70,6 £ 3,2 g/l z
razponom od 67,0 do 76,0 g/l in so znotraj referen¢nih vrednosti (66-83g/1), ki smo jih
povzeli po Thomasu (3). Pri bolnikih z akutnim vnetjem je bila povpre¢na vrednost
celokupnih beljakovin 67,8 = 9,7 g/l v razponu od 45,0 do 83,0 g/l, pri bolnikih s cirozo
64,7 £ 7,6 g/l v razponu od 52,0 do 83,0 g/l, pri bolnikih z nefrotskim sindromom 58,8 +
5,5 g/l v razponu od 40,2 do 64,0 g/l in pri bolnikih z monoklonsko gamopatijo 100,9
20,6 g/l v razponu 73,0 do 145,0 g/l. Koncentracije celokupnih beljakovin so se pri
bolnikih s znacilno razlikovale od zdravih ljudi, razponi pa so bili v precej Sirokem
intervalu (preglednica III). Izvedli smo analizo z ANOVA statisticnim testom ob uporabi
LSD ocene odstopov od aritmeti¢ne sredine med pari posameznih skupin bolnikov. Pri
bolnikih z akutnim vnetjem, cirozo in nefrotskim sindromom so bile celokupne beljakovine
nizje (p<0,05) kot pri skupini zdravih ljudi. Pri bolnikih z monoklonsko gamopatijo so bile

znacilno zviSane (p<0,05).

Preglednica III: Koncentracije celokupnih beljakovin pri zdravih ljudeh in pri bolnikih z

akutnim vnetjem, cirozo, nefrotskim sindromom in monoklonsko gamopatijo

Bolniki Celokupne beljakovine | Min Maks

(X£SD) g/l koncentracija g/l | koncentracija g/l
Zdravi 70,6 £3,2 67,0 76,0
Akutno vnetje 67,8+9,7" 45,0 83,0
Ciroza 64,7+7,6° 52,0 83,0
Nefrotski sindrom 58,8+55" 40,2 64,0
Monoklonska gamopatija | 100,9 + 20,6 73,0 145

"ANOVA, LSD; a=0,05
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Skupine bolnikov z akutnim vnetjem, s cirozo in z nefrotskim sindromom imajo povprecne
vrednosti celokupnih beljakovin znacilno niZje od kontrolne skupine, medtem ko je pri
bolnikih z monoklonsko gamopatijo koncentracija beljakovin zaradi tvorbe
imunoglobulinov znacilno visja. Primerjava celokupnih beljakovin in razponov med
minimalnimi in maksimalnimi koncentracijami med posameznimi skupinami je pokazala,
da se v najvi§jem obmocju gibljejo koncentracije pri bolnikih z monoklonsko gamopatijo,
vendar diagnoze monoklonske gamopatije ni mogoce postaviti s samo dolocitvijo
celokupnih beljakovin. Diagnosticno uporabnejSo informacijo nudi elektroforeza
serumskih proteinov, ker je Ze iz organoleptiCne ocene elferograma razvidna prisotnost
monoklonske frakcije v podro¢ju y-globulinov. Primerjava je prikazana na sliki 4. Iz slike
je razvidno, da se povrSina pod krivuljama znacilno razlikuje med primeroma A in B. Z
denzitometrijo lahko ocenimo, koliko g/l znasa vsebnost monoklonskega imunoglobulina.
Schild C. (9) in sodelavci so izpostavili realnost dolocitve monoklonskega imunoglobulina
na Capillarys sistemu s posebno vrsto integracijske metode, ki jo priporoca za diagnosti¢no
uporabo. Tudi mi smo izmerili koncentracijo monoklonskih globulinov z locitvijo
monoklonske frakcije z metodo, ki jo nudi denzitometer Cliniscan 2. Koncentracije
monoklonskih proteinov so bile v obmo¢ju od 10,0 do 45,0 g/, z izjemo pri enem bolniku,
ki je imel monoklonske proteine v koncentraciji 75,0 g/l. V primerjavi z opisano Studijo (9)
smo pri nasi skupini bolnikov izmerili do dva krat visje koncentracije, ker je bila izbrana
skupina bolnikov bolj patoloska. Cilj Schildove Studije je temeljil na primerjavi rezultatov
dveh metod za kvantitativno oceno prisotnth monoklonskih imunoglobulinov iz
elferograma, medtem ko smo se mi osredotoili samo na odkrivanje prisotnosti

monoklonskih imunoglobulinov in njihovo kvantitativno oceno z denzitometriranjem.

Spremembe proteinskih frakcij pri raznih boleznih korelirajo s klini¢no sliko bolnika.
Spremembe so lahko absolutne ali pa relativne. Koncentracija celokupnih proteinov v
serumu je lahko normalna, koncentracija posameznih proteinskih frakcij pa spremenjena.
NajpogostejSe so spremembe zniZanja albuminov. ZmanjSana koncentracija celokupnih
proteinov, ki jo imenujemo hipoproteinemija, se pojavlja pri prekomerni hidraciji,
zmanjSani sintezi in absorpciji iz prebavnega trakta, pove€ani razgradnji (hipertireoza,
diabetes millitus) in povecani izgubi proteinov pri diarejah, celialkiji, nefritisu in pri
opeklinah. Vse proteinske frakcije so znizane pri pomanjkanju proteinov v hrani in pri

malabsorpciji, pri tuberkuloznih in malignih boleznih (3,4,5,6). Pri naSih skupinah
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bolnikov so povprecne koncentracije celokupnih beljakovin niZje od spodnje referencne

meje (66 g/1) pri bolnikih s cirozo (64,7 g/1) in pri bolnikih z nefrotskim sindromom (58,8

g/,

medtem ko so pri bolnikih z monoklonsko gamopatijo (100,9 g/l) znailno visje od

zgornje referencne meje (83 g/l).
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Slika 4: Primer denzitograma zdrave osebe (A) in bolnika z monoklonsko gamopatijo (B)

Slika 4 prikazuje primer denzitograma zdrave osebe (starost 51 let, vzorecl2, celokupne

beljakovine 70g/1) in bolnika (53 let, vzorec 3, celokupne beljakovine 131g/1). Pri zdravi

osebi so frakcije proteinov v normalnem referencnem obmocju, pri bolniku so albumini

zniZani, monoklonska frakcija pa vidno izstopajoCa, kar vidimo iz elferograma in

denzitograma. Uporabljene referencnene vrednosti so prikazane v preglednici IV.
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Preglednica IV: Referencne vrednosti za celokupne beljakovine in posamezne frakcije

proteinov.
Celuloza acetat Celuloza acetat Kapilarna elektroforeza
Helena Laboratories Thomas Sebia
g/l g/l g/l
Celokupne 66 — 83 66 — 83 66 — 83
beljakovine
Albumini 36,3 -49.1 35,2-50,4 36,0 — 54,0
a1- globulini 1,1-3,5 1,3-39 2,3-40
02- globulini 6,5-11,7 55-93 5,0-9,0
B- globulini 74 -12,6 59-114 5,0-11,0
v- globulini 58-174 5,8-15,2 7,0 -14,0

Povecana koncentracija celokupnih proteinov, ki jo imenujemo hiperproteinemija, se
pojavlja pri dehidraciji, paraproteinemiji in mielomu, v¢asih pa tudi pri kroni¢nih boleznih
kot so ciroza jeter, sarkom, kroni¢no vnetje, avtoimunske bolezni (revmatoidne bolezni,
eritematozni lupus). Pri dehidraciji zaradi hemokoncentracije prihaja do enakomernega
pove€anja koncentracije vseh proteinov, pri paraproteinemiji pa do poveCanja
koncentracije celokupnih proteinov zaradi tvorbe paraproteinov. Pri kroni¢nih boleznih je

povecanje celokupnih proteinov pogosto povezano z zviSano koncentracijo globulinov.

4.2. KONCENTRACIJE ALBUMINOYV PRI ZDRAVIH OSEBAH IN
BOLNIKIH

Povprecne koncentracije albuminov pri zdravih osebah in pri skupinah bolnikov so podane
v preglednici V. Koncentracije albuminov so bile znacilno niZje pri bolnikih v primerjavi
z zdravimi osebami (p<0,001), minimalna izmerjena koncentracija albuminov je bila

odkrita pri bolnikih z nefrotskim sindromom (16,3 g/l) zaradi okvarjene ledvicne funkcije
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in posledi¢nega izloCanja albuminov s seCem (slika 5). Bolniki s cirozo so imeli zelo
znizane koncentracije albuminov (25,1 * 3,4 g/l), pri bolnikih z akutnim vnetjem in
monoklonsko gamopatijo pa so bile v razponu od 26,0 do 39,0 g/l, kar je tudi znacilno
niZje od normalne referen¢ne meje (40,0 £ 3,0 g/1).

V s$tudiji, ki jo je leta 2006 objavil Candiano G. s sodelavci (22), so v serumih 23 bolnikov
z idiopatskim nefrotskim sindromom izmerili koncentracije albuminov od 12 do 22 g/l, v
urinu teh bolnikov pa mocno zviSane fragmente albuminov ter ol-antitripsina. Rezultati
naSe Studije so podobni. Izmerili smo koncentracije albuminov od 16,3 do 33,1 g/l
Neposredna primerjava rezultatov med Studijama ni moZna, ker smo mi v Studijo vkljucili
bolnike z razli¢cnimi vrstami nefrotskega sindroma, v objavljeni Studiji pa samo bolnike z

idiopatskim nefrotskim sindromom.

Preglednica V: Koncentracije albuminov pri zdravih ljudeh in pri bolnikih z akutnim

vnetjem, cirozo, nefrotskim sindromom in monoklonsko gamopatijo

Bolniki Albumini Min. Maks.
(X£SD) g/l kncentracija g/l kncentracija g/l
Zdravi 40+ 3,0 36,52 46,7
Akutno vnetje 30,8+5,8° 26,0 34,0
Ciroza 25,1+34 20,35 31,89
Nefrotski sindrom 26,4 +43 16,3 35,01
Monoklonska gamopatija 27,7+3,5 26,0 32,0

“ANOVA, LSD; 0=0,05
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Slika 5: Primer denzitograma zdrave osebe (A) in bolnika z nefrotskim sindromom (B).

Slika 5 prikazuje denzitograma in elferograma zdrave osebe (starost 51 let, vzorec 12,
albumini 40,0 g/1) in bolnika z nefrotskim sindromom (starost 70 let, vzorec 9, albumini
23,16 g/l). Opazili smo razlike med denzitogramomoma. Zdrava oseba ima povrSino pod

krivuljo za albumine vecjo v primerjavi z bolnikom, ki ima prizadeto funkcijo ledvic.
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4.3. KONCENTRACLJE o-GLOBULINOV PRI ZDRAVIH OSEBAH IN
BOLNIKIH

Med o-globuline spadata dve frakciji serumskih proteinov, ol in o2-globulini. Rezultati

nasih dolocitev so v preglednici VI. Pri skupini zdravih oseb so povprecne koncentracije

al (2,31 +0,46 g/1) in a2 (7,32 £ 0,85 g/l) v referen¢nem obmocju. Pri bolnikih z akutnim

vnetjem so ol-globulini (4,81 + 0,99)g/1 znacilno visji (p<0,05) kot pri zdravih osebah.

Akutne vnetne procese spremlja zviSana tvorba proteinov akutne faze (al-antitripsin, ol-

kisli glikoprotein, orosomukoid). Ti bolniki imajo zviSano tudi o2 frakcijo serumskih

proteinov (11,0 £ 1,14 g/1), zaradi zvecCanih koncentracij o2-makroglobulina in
ceruloplazmina. o2-globulini so nad zgornjo referencno mejo tudi pri bolnikih z
nefrotskim sindromom (11,0 = 1,02 g/1). Pri nefrotskem sindromu je povecana prepustnost
glomerulov za albumine in nekatere nizkomolekulske proteine (al-antitripsin, transferin,
tiroksin, ceruloplazmin) in tudi imunoglobuline. Izguba transportnih proteinov ima za
posledico tudi zniZane koncentracije kalcija, Zeleza, bakra, cinka, hormonov §¢itnice in
vitamina D. Jetra se na to stanje odzovejo tako, da tvorijo veC proteinov (02-

makroglobulin), vendar tvorba ne pokrije celotne izgube proteinov (3).

Preglednica VI: Koncentraciji al in a2 globulinov pri zdravih ljudeh in pri bolnikih z

akutnim vnetjem, cirozo, nefrotskim sindromom in monoklonsko gamopatijo.

Bolniki ol-globulini | o2-globulini | Min.konc. | Maks.konc. | Min.konc. | Maks.konc.
(X+SD)g/l | (X+SD) g/l al g/l al g/l o2 g/l a2 g/l
Zdravi 2,31£0,46 7,32+0,85 1,62 3,52 6,20 9,06
Akutno vnetje 4,81+0,99" 11,05+1,14° 4,04 9,13 9,41 13,06
Ciroza 3,05%1,71 7,59+2,38 0,92 9,13 3,85 11,6
Nefrotski sindrom | 3,12+0,85 11,0£1,02" 1,56 4,54 9,43 13,30

Monoklonska

gamopatija 2,91+0,88 6,4412,05 1,02 4,46 2,00 10,30

“ANOVA, LSD: 0=0.05
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4.4. KONCENTRACLJE B-GLOBULINOV PRI ZDRAVIH OSEBAH IN
BOLNIKIH

Reuzultati koncentracije B-globulinov so podani v preglednici VII. B-globulini se pri nasih
skupinah zdravih oseb in bolnikov ne razlikujejo znacilno (p = 0,093). Pri zdravih osebah
znaSajo (8,82 + 1,29 g/1), pri bolnikih s cirozo so veCinoma znizani, pri nasi skupini
bolnikov s cirozo pa znaSajo (6,44 + 2,07 g/1), kar je na spodnji referencni meji.

B-globulini so zviSani pri zaprtju Zol¢nih vodov, nefrotskem sindromu, vcasih tudi v
nosecnosti. Porast B-globulinov odraza tudi porast B-lipoproteinov, ki predstavljajo glavni
del te globulinske frakcije. V B-globulinih se nahaja okoli dvajset proteinov komplementa,
ki nastajajo v jetrih. Njihova naloga je pospesevanje fagocitoze. Pri akutnem nefritisu in
kroni¢nih boleznih jeter se zniZuje koncentracija C3 komponente, pri ostalih akutnih
vnetjih pa se zviSuje. Posamezne komponente komplementa doloCamo kvantitativno z
imunokemijskimi metodami (3). Postopek navadne elektroforeze za odkrivanje
abnormalnosti v podrocju B-globulinov nima vecje diagnosti¢ne uporabnosti, ker se v tem

podrocju giblje heterogena skupina proteinov.

Preglednica VII: Koncentraciji B-globulinov pri zdravih ljudeh in pri bolnikih z akutnim

vnetjem, cirozo, nefrotskim sindromom in monoklonsko gamopatijo

Bolniki B-globulinov Min. Maks.

(X SD) g/l koncentracija g/l | koncentracija g/l
Zdravi 8,82+ 1,29 6,88 11,80
Akutno vnetje 9,09 +2.19 6,19 15,83
Ciroza 6,44 £ 2,07 5,53 15,82
Nefrotski sindrom 8,86 £ 1,39 6,83 13,11
Monoklonska gamopatija 8,83+231 5,00 15,82

ANOVA, LSD; 0=0,05

4.5. KONCENTRACIJE vy-GLOBULINOV PRI ZDRAVIH OSEBAH IN
BOLNIKIH

Koncentracija y-globulinov v vzorcih zdravih oseb je znaSala 11,62 £ 1,78 g/l (preglednica
VIII). Znalilno zviSani so pri bolnikih s cirozo 20,05 * 4,67 g/l in pri bolnikih z

monoklonsko gamopatijo 53,3 + 22,8 g/l. Ciroza je posledica toksi¢ne poskodbe jetrnega
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tkiva. Ob nekrozi so rahlo zviSane aktivnosti jetrnih encimov in tvorba imunoglobulinov
(2,4). Pri monoklonski gamopatiji so globulini zviSani zaradi tvorbe abnormalnih
imunoglobulinov, ki nastajajo v klonu plazmatk. Kloni transformiranih plazmatk lahko
tvorijo imunoglobuline razredov A, D, E ali G, zato govorimo o plazmacitomu tipa A, D,
E ali G. Plazmatka lahko tvori ve¢inoma lahke verige lambda ali kapa, ki se zaradi majhne
molekulske mase izlo¢ajo z urinom. V teh primerih govorimo o Bence-Jonesonovem
plazmacitomu. Razred abnormalnih imunoglobulinov, vrsto lahkih verig in njihove to¢ne
koncentracije lahko dolo¢imo z imunofiksacijsko elektroforezo in/ali nefelometrijo.

Bergon E. in sodelavci (7) so objavili Studijo, v kateri navajajo, da so razlike v dolo¢enih
koncentracijah med metodo navadne elektroforeze in nefelometriéno metodo do 25% za
koncentracije monoklonskih proteinov pa do 20 g/l. Rezultati navadne elektroforeze so bili
za 23,7% visji od rezultatov dobljenih z imunofiksacijo, razlike pa so bile odkrite tudi
znotraj posameznih razredov monoklonskih imunoglobulinov. V laboratoriju se sre€ujemo
tudi s primeri, ko so koncentracije monoklonskih imunoglobulinov nizke (pod 5 g/1) in jih
z navadno elektroforezo ne moremo odkriti, z imunofiksacijo in nefelometrijo pa jih lahko
dolo¢imo. Sklepamo, da so koncentracije monoklonskih imunoglobulinov tudi pri nasih
bolnikih precenjene. Rezultatov imunofiksacije nimamo, da bi lahko podali razliko v
odstopanju, v vsakem primeru pa je pri interpretaciji rezultatov potrebno upoStevati
izsledke Bergonove Studije. Strokovnjak laboratorijske medicine mora pri detekciji
monoklonskega imunoglobulina ob rezultatih dodati komentar, ki zdravniku pomaga pri

interpretaciji elferograma in nadaljnjem izboru preiskav.

Preglednica VIII: Koncentracije y-globulinov pri zdravih ljudeh in pri bolnikih z akutnim

vnetjem, cirozo, nefrotskim sindromom in monoklonsko gamopatijo

Bolniki Y-globulinov Min. Maks.

(X £ SD) g/l koncentracija g/l | koncentracija g/l
Zdravi 11,62 +£1,78 8,55 14,40
Akutno vnetje 13,11 +£5,88 4,00 28,66
Ciroza 20,05 + 4,67 15,47 33,24
Nefrotski sindrom 9,53 +2,46 4,00 14,95
Monoklonska gamopatija 53,3+22,8" 28,66 102,74

"ANOVA, LSD: 0=0.05
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Slika 6: Primer denzitogramov zdrave osebe (A), bolnika z monoklonsko gamopatijo (B)

in bolnika s cirozo (C).

Slika 6 prikazuje denzitograme in elferograme zdrave osebe (starost 51 let, vzorecl2, y-
globulini 13,06¢g/1), bolnika s plazmocitomom (starost 66 let, vzorec 17, y-globulini 39,0g/1,
monoklonski zobec 26,6 g/1) in bolnika s cirozo (starost 53 let, vzorec 16, B-globulini 12,46
in y-globulini 16,36 g/1). Elferogrami in denzitogrami zdrave osebe in bolnikov se
razlikujejo. Pri bolniku z monoklonsko gamopatijo je izrazit monoklonski zobec, pri

bolniku s cirozo pa znacilni beta (B)-gama (y) most.
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4.7. INTERPRETACIJA REZULTATOV ELEKTOROREZNE LOCBE
SERUMSKIH PROTEINOV

Elektroforeza serumskih proteinov je polkvalitativna metoda locevanja le teh na
posamezne frakcije. Abnormalnosti pri vzorcih je mogoce dokazovati le, Ce je postopek
elektroforeze izveden po priporocilih proizvajalcev in splosnih standardov. Na izvedbeni
ravni je potrebno pri interpretaciji rezultatov elektroforezne locbe na acetatni celulozi
upostevati sledeca pravila (2,4,17):

1. Pred pripravo pufrne raztopine (pH = 8,6) je potrebno kontrolirati (izmeriti) pH
demineralizirane vode. Ce pH vode odstopa za ve¢ kot 0,2 pH enot od 7,00, voda ni
primerna za pripravo pufrne raztopine za elektroforezo serumskih proteinov.

2. Plosc¢e z acetatno celulozo hranimo na temperaturi, ki ni vi§ja od 20°C. Kadar ima
gel vi§jo temperaturo, je potovanje proteinskih molekul krajse, ¢e je gel hladen, pa
daljSe.

Temperatura prostora, v katerem izvajamo elektroforezo, ne sme biti visja od 24°C.
Pufrno raztopino za elektroforezo moramo hraniti v hladilniku na 2 - 8°C.
Enkrat mese¢no izvajamo kontrolo barvila na prisotnost precipitata.

Hemoliziranih vzorcev ne analiziramo.

NS W

Ob moZni prisotnosti fibrinogena (plazma, antikoagulantna terapija, neadekvatno
centrifugiran vzorec), rezultati serumske elektroforeze niso zanesljivi.

8. Za elektroforezo beljakovin je primeren vzorec samo serum.

9. Spremembo koncentracije ostalih al-globulinov razen o2-makroglobulinov
detektiramo z elektroforezo, to¢no pa lahko opredelimo zviSane koncentracije

posameznih globulinov samo s specifi¢nimi imunokemijskimi metodami.

Strokovnjak laboratorijske medicine, ki se ukvarja z elektroforezo serumskih proteinov,
lahko k rezultatom proteinograma pripiSe komentarje, ki zdravniku pomagajo pri
interpretaciji proteinograma. Komentarji morajo vsebovati sporocilo, ki ni diagnosti¢no
zavezujocCe, temveC predstavlja pravilno usmeritev za izbor nadaljnjega testiranja. Pod
vsako frakcijo se namreC lahko prikrito nahaja tudi monoklonski imunoglobulin v nizki
koncentraciji, ki ni ni¢ manj patoloski od ve¢jih in laZje opaznih monoklonskih zobcev. Iz
gradiva za delavnico 5. Sebia dnevi (11) smo povzeli seznam komentarjev najbolj pogostih

patoloskih slik elektroforeze beljakovin seruma:
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8.

. Prisoten  monoklonski zobec: priporocamo dolo¢itev = monoklonskih

imunoglobulinov v serumu in urinu.

Mozna prisotnost monoklonskega zobca: priporocamo dolocitev monoklonskih
imunoglobulinov v serumu in urinu.

Nesimetricna porazdelitev podvrst 7y-globulinov lahko ustreza prisotnosti
imunskih kompleksov.

Hipogamaglobulinemija ali bolezen lahkih verig: priporocamo dolocitev
monoklonskih imunoglobulinov v serumu in urinu.

Poliklonska hipergamaglobulinemija: slika ustreza kroni¢nemu vnetju ali
infekciji.

Beta (B)-gama (y) most: slika ustreza cirozi jeter.

Spremenjene oblike a-1 frakcije: priporocamo dolocitev fenotipizacije o-1
antitripsina pri preiskovancu in drugih najozjih ¢lanih druZine.

Dve frakciji albumina: stanje imenujemo bisalbuminemija.

V nasi Studiji smo komentarje S$t.1 in 2 uporabili pri 18 bolnikih s prisotno

monoklonsko frakcijo. V na$i Studiji ni bilo primerov za katere bi lahko uporabili

komentarje 3, 5, 7 in 8.
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5. ZAKLJUCEK

Izvedli smo elektroforezno locbo proteinov v serumu 30 zdravih oseb in 103 bolnikov. Pri
vseh smo dolocili celokupne beljakovine z Biuretno metodo. Za lo¢bo proteinov v
serumskih vzorcih smo uporabili postopek navadne elektroforeze na acetatni celulozi. Nasi
rezultati so pokazali, da so imele zdrave osebe gorenjske regije koncentracije celokupnih
beljakovin znotraj referencnih vrednosti (66 — 83 g/l), ki smo jih povzeli po Thomasu.
ANOVA test LSD test na stopnji tveganja a<0,05 je pokazal, da so se koncentracije
celokupnih beljakovin pri zdravih osebah znacilno razlikovale od tistih, ki smo jih izmerili v
serumih bolnikov. Bolniki z akutnim vnetjem, cirozo in nefrotskim sindromom so imeli
celokupne beljakovine znacilno nizje od zdravih oseb medtem ko so imeli bolniki z
monoklonsko gamopatijo znacilno viSje. Koncentracije albuminov so bile pri bolnikih nizje
v primerjavi z zdravimi osebami. al-globuline so imeli zviSane samo bolniki z akutnim
vnetjem, o2-globuline pa bolniki z nefrotskim sindromom in akutnim vnetjem. V B-
globulinski frakciji so proteini hemopeksin, transferin, komponente komplementa in [-
lipoproteini, ki niso zastopani v tako visokih koncentracijah, da bi jih z metodo
elektroforeze lahko zaznali kot patoloske. Tako je bila tudi pri skupinah naSih bolnikov
koncentracija te frakcije znotraj referentnega obmocja. y-globulini so bili zviSani pri
bolnikih s cirozo, najviSje koncentracije pa smo izmerili pri bolnikih z monoklonsko
gamopatijo. Rezultati kazejo na to, da je postopek elektroforeze na acetatni celulozi
diagnosticno zelo uporaben za oceno prisotnosti patoloSkih frakcij pri bolnikih z akutnim
vnetjem, cirozo, nefrotskim sindromom in monoklonsko gamopatijo. Strokovnjak
laboratorijske medicine z izkuSnjami lahko ob oceni elferogramov in denzitogramov
posreduje zdravniku diagnosticno uporabne informacije. Te informacije poda v obliki
komentarjev k rezultatom proteinogramov. Komentarji so nesporni takrat, ko je na
elferogramu viden beta (B)-gama (y) most, monoklonski zobec, zniZani albumini in/ali
opazene abnormalnosti v drugih frakcijah serumskih proteinov.

Nasi rezultati kaZejo, da smo v sklopu diplomske naloge v celoti dosegli zastavljene cilje
Studije. Prepricani smo, da je elektroforezna locba serumskih proteinov na acetatni celulozi
metoda izbora za klinicno kemijske laboratorije v zdravstvenih ustanovah, ki izvajajo
urgentno obravnavo bolnikov. Metoda je poceni, na izvedbeni ravni nezahtevna, rezultati pa
so diagnosti¢no uporabni tudi za primere, ko je za nadaljno diagnostiko potreben izbor

ustrezne imunospecificne metode.
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