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Abstrakt

Vysetieni krve na celkovou bilkovinu a elektroforézu pred a po

plazmaferéze.

V mé bakalaiské praci se zabyvam tématem vysSetieni celkové bilkoviny a

elektroforézy v séru darct pted a po vykonu plazmaferézy.

Vzorky krve pottebné k laboratornimu vyzkumu ve své praci jsem ziskala od 25.
darcti plazmaferetického centra Plasmafera s.r.o. v Ceskych Budg&jovicich, kteii
souhlasili s Gi¢asti ve vyzkumu. Po podepsani prohlaseni jim byla odebrana 1 zkumavka
srazlivé krve ( 7 ml) pted zahajenim plazmaferézy. Dale probéhl odbér plazmaferézou.
Po deseti minutdch od ukonceni plazmaferézy byla odebrana druha zkumavka srazlivé

krve ( 7 ml) pro muj vyzkum.

Béhem ziskavani vzorkl jsem se seznamila s procesem plazmaferézy, jejiz funkce
slouzila k darcovskym ucelim a dalSimu zpracovani odebrané plazmy, jakozto vychozi
suroviny pro vyrobu léCiv. Plazmaferéza je separacni metoda, jejiz princip spociva
v odbéru, separaci plné krve na krvinky a plazmu téméf zbavenou bunéénych slozek
anaslednému vraceni krvinek zpét darci. Pfi tomto procesu byl darce napojen na
separator AUTOPHERESIS-C, kterym plazmaferetické centrum disponuje. Tento
postup odbéru vyzadoval jednojehlovou venepunkci, kdy se pro odbér a nésledny navrat
krve pouziva pouze jeden zilni pfistup. Tento plazmafereticky systém stiida odbérovou
a reinfuzni fazi, dokud sbérny vak neobsahuje stanoveny objem plazmy. Pti fazi odbéru
je krev s pridavkem antikoagula¢niho roztoku Cerpana do separa¢niho zafizeni, kde je
plazma odd¢lena pomoci rota¢niho membranového filtru a odvedena do pfislusného
odbérového vaku. U faze reinfuze dochazi k Cerpani koncentrované bunééné slozky do
rezervoaru a postup se opakuje, dokud se rezervoar nenaplni ptiblizné do %. V tu chvili
se smér Cerpani krevniho Cerpadla obrati a krvinky jsou z rezervoaru vraceny darci

stejnou aferézni jehlou.



Dalsi cast mé bakalaiské prace zahrnovala vySetfeni 50. vzorkt krve, kterd
probihala ve spolupraci s Laboratofi klinické chemie Nemocnice V Ceskych
Bud¢jovicich, a.s, kde jsem vzorky nejprve identifikovala, vlozila do laboratorniho
informacniho systému a vygenerovanym carovym kodem jsem opatfila ptislusné
zkumavky se vzorky. Metoda stanoveni celkové bilkoviny patii v biochemickych
laboratofich mezi rutinni metody a je citlivym ukazatelem celkového zdravotniho stavu
pacienta nebo poukazuje na mozné onemocnéni ledvin ¢i traviciho traktu. Pfi mém
vyzkumu jsem vySetfeni provadéla na pln€é automatizovaném biochemickém
analyzatoru ADVIA 1800 od spolecnosti Siemens. Tento analyzator pro stanoveni
celkové bilkoviny vyuziva principu Biuretovi reakce, kdy proteiny reaguji s méd’natymi

ionty za vzniku fialovomodrého komplexu, ktery je vhodny k fotometrickému méteni.

Druhou fazi mého vyzkumu bylo vySetfeni vzorki elektroforézou. Elektroforéza je
metoda taktéz pouzivana v rutinnim biochemickém provozu jako screeningova metoda,
ktera spociva v separaci latek v elektrickém poli dle jejich relativni elektroforetické
pohyblivosti za vzniku 5 frakci: albumin, a-1-globulinu, a-2-globulinu, B-globulinu
avy - globulinu. Elektroforéza sérovych bilkovin se provadi zejména po zjiSténi
patologickych vysledki celkové bilkoviny nebo pro ziskani podrobnéjSich informaci
0 sérovych proteinech a jako prikaz dysproteinemii ¢i paraproteinémii. Stanoveni
elektroforézy jsem provadéla pomoci systtmu HYDRASYS a setu SEBIA Hydragel
15/30 protein. Syst¢ém HYDRASYS provadi elektroforetické kroky po vlozeni
aplikatoru s nanesenymi vzorky, nasazeni houbi¢ek s pufrem a vlozenim gelu
v sekvencich, kdy se postupné vystiidaji vSechny kroky jako je aplikace vzorku,
migrace, inkubace, barveni a suSeni. Ziskané vysledky byly pteneseny do PC pomoci
skenovaciho programu Epson Perfection V700 PHOTO a vyhodnoceny v programu
PHORESIS.

Béhem praktické ¢asti byla zmétena hodnota celkové bilkoviny a elektroforézy v
séru u 25. déarch, kdy kazdy darce poskytl vzorek krve pied odbérem a po vykonu
plazmaferézy. S pomoci Plasmafera s.r.o se sidlem v Ceskych Budg&ovicich jsem

ziskala cenné rady o chodu celého centra, od ptfijmu darci, pres pouceni a vysetieni, o



procesu odbéru plazmy na automatickém separatoru, vysetieni odebrané plazmy a
kritériich podle kterych je fizena nasledujici manipulace a propusténi plazmy k dal§imu

zpracovani, ¢i likvidace plazmy nevyhovujici.

V Laboratofi klinické chemie Nemocnice v Ceskych Bud&jovicich, a.s, mi bylo
umoznéno projit celym laboratornim procesem a pod dohledem laborantky provést

stanoveni vzorkd, jejichz naméfené hodnoty jsou vysledkem mé bakalarské prace.



Abstract

Examination total protein and electrophoresis before and after

plasmapheresis.

| apply my mind to the theme of the examination of overall protein and
electrophoresis in the donors serum before and after implementation of plasmapheresis

in my bachelor work.

| got blood samples needed for the laboratory research of my work from 25 donors
of plasmapheretic center Plasmafera s.r.o. in Ceské Budgjovice. These donors gave
sanction to attending of this research. It was taken one 7 ml test tube of coagulable
blood before the beginning of plasmapheresis. It was also taken sample by
plasmapheresis. There was pause of 10 minutes after the ending of plasmapheresis and
it was taken second 7 ml test tube of coagulable blood after this for my research.

| got to know the process of plasmapheresis while the sampling. Function of the
plasmapheresis was an initial ingredient of medicine production in donor purposes and
also in following processing of taken plasma. Plasmapheresis is an separation technique
and its principle consists in sampling, separation of complete blood into corpuscles and
plasma (almost without cell components) and subsequent returning of corpuscles back
to the donor. The donor was connected to the separator AUTOPHERESIS-C during this
process. This separator is property of the plasmapheretic center. The procedure of
sampling requires an "one-needled vein puncture”. It means that there is needed just one
vein input for the taking and returning of the blood. This plasmapheretic system
changes the phases of taking and re-infusing as long as the collecting bag contains the
given plasma volume. There is blood with addition of the anticoagulant solution
pumped up to separating appliance during the phase of collection. Plasma is afterwards
separated by the rotating membrane filter in this separating appliance and it's taken to
relevant collection bag. The concentrated cell component is pumped into the reservoir

during the phase of re-infusion. This procedure is repeated until the reservoir is fulfilled



of ca 3/4 of its volume. The direction of the blood pump changes in this moment and
corpuscles are returned back from the reservoir to the donor by the use of the same

apheresis needle.

Next part of my bachelor work included examination of 50 blood samples and it
was in collaboration with "Laboratot Kklinické chemie Nemocnice v Ceskych
Budgjovicich, a.s.". Firts of all - | was identifying these samples, putting them into the
laboratory information system and generating bar code. | putted these bar codes on
relevant sample test tubes. Method of determination overall protein belongs to routine
techniques and it's sensitive indicator of overall health state of the patient (or it could
refers to possible kidney or alimentary system diseases). | worked with fully automated
biochemical analyzer ADVIA 1800 of Siemens company. This analyzer uses an
principle of Biuret reaction for the determination of overall protein. It means that
proteins reacts with copper ions - it causes violet-blue complex which is proper to

photometric exploration.

The second phase of my research resides in sample examination by electrophoresis.
Electrophoresis is also routine technique used in biochemical operation. This screening
method is grounded on substance separation in electrical field according to its relative
electrophoretical mobility. There spring up 5 fractions during this: albumin, a-1-
globulin, a-2-globulin, B-globulin a y-globulin. Electrophoresis of serial proteins is
particularly pursued after pathological results determination of overall protein (or after
getting more detailed information about serial proteins). | was pursuing the
determination of electrophoresis by use of the system HYDRASYS and set SEBIA
Hydragel 15/30 protein. System HYDRASYS gets electrophoretical moves after
insertion of applicator with spread samples, placing sponges with puffer and insertion of
the gel. This process must be carried out in sequences and there must take all phases in
turns (applying of the sample, migration, incubation, coloring and drying). Obtained
results have to be entered to PC with the use of scanning program Epson Perfection
V700 PHOTO. Results are evaluated in program PHORESIS.



It was considered the total protein value and electrophoresis of 25 donors during the
practical part of research. Each donor provided first blood sample before the collection
and the second after process of plasmapheresis. | obtained precious advices from
Plasmafera s.r.o based in Ceské Budgjovice. I found out how whole center works (from

donors, statements, examinations up to unsuitable samples disposal).

They enabled me to take a part in whole laboratory process in Laboratot klinické
chemie Nemocnice v Ceskych Budgjovicich, a.s., superintended by laboratory
technician. | was able to determinate samples - measured values of these samples are the

results of my work.
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Seznam pouZzitych zkratek

BIS — N,N’"-metylen-bis-akrylamid

EDTA — Kyselina ethylendiamintetraoctova

ELFO - Elektroforéza

FFP — Cerstvé zmrazend plazma

Ig — Imunoglobulin

KO — Krevni obraz

NK — Nukleova kyselina

pl — Izoelektricky bod

SDS — Podium dodecyl sulphat ( dodecylsulfat sodny)
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Uvod

V soucasné dobé¢ se stale vice rozsitfuje odbér plazmy za ucelem dalSiho zpracovani
na plazmatické ptipravky, vzhledem k pfirozenému slozeni plazmy, kdy slozky které
obsahuje, jsou nenahraditelnymi produkty pti 1écbé nékterych onemocnéni. Tento
proces pravdépodobné ovliviiuje hladinu bilkovin v krvi, kterd hraje zasadni roli

V udrzovani spravné funkce lidského organismu.

Cilem mé prace bylo naucit se teoreticky a prakticky ovladat vySetfeni celkové
bilkoviny a elektroforézy v séru darct pied a po plazmaferéze a posoudit zjisténé
hodnoty ve spolupraci s plazmaferetickym centrem Plasmafera s.r.o a Laboratofi

klinické chemie Nemocnice v Ceskych Budgjovicich, a.s.

V teoretické ¢asti mé bakalaiské prace se zabyvam zakladnim principem a vyuzitim
plazmaferézy, charakteristikou proteint, jakozto celku a kvantitativnim stanovenim

celkové bilkoviny a elektroforézy v séru.

V praktické c¢asti je uveden zplsob odbéru vzorkd krve pfed a po vykonu
plazmaferézy, zabyvam se zde popisem systému Autophoresis — C, biochemického
analyzatoru ADVIA 1800 od spolecnosti Siemens a systtmu HYDRASYS
od spolecnosti Sebia. Jsou zde uvedeny principy a metodiky vySetieni a nasledné

zpracovani vysledki do prehlednych grafii a tabulek.
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1. Soucastny stav

1.1. Klinicka biochemie

Klinicka biochemie je jednim ze zékladnich oborti mediciny. Zkouma metabolické
déje v lidském organizmu, zachycuje charakteristické zmény téchto metabolickych déja
a nabyté znalosti se snazi prakticky uplatnit a vyuzit jich pro prevenci a diagnostiku

nemoci, sledovani pribéhu terapie a prognozu vyvoje nemoci.

1.1.1. Biochemické vySetieni

Biochemické vysetfeni informuje o metabolickych funkcich, ma Siroky rozsah, je
dostatecné specifické a citlivé, je kvantifikovatelni, je relativné snadno dostupné a pfilis
nezatézuje pacienta. VySetfeni maji typicka slozeni, ve kterém jednotlivé ¢asti na sebe

navazuji a vzajemn¢ se ovliviuji.

Kazdé biochemické vySetfeni ma preanalytickou ( 1ze déle rozd¢€lit na mimolaboratorni
a laboratorni), analytickou a postanalytickou ( 1ze dale rozdélit na laboratorni

a mimolaboratorni) ¢ast. (Nezbeda 2014)

a) Preanalyticka cast, zahrnuje ptipravu pacienta na odbér, vlastni odbér, transport

biologického vzorku a jeho piijem.
b) Analyticka ¢ast zahrnuje vlastni analyzu, ptipadnou reanalyzu.

C) Postanalyticka ¢ast zacina kontrolou vysledki pied jeho vydanim a naslednou

interpretaci vysledkt 1ékafi.

1.1.1.1. Preanalyticka Cast vySetieni

Preanalyticka cast vySetfeni ovliviluje zdsadnim zplsobem jeho spolehlivost.
Nedostatky a chyby v této ¢asti jsou nebezpe¢né, protoze Casto vedou k chybnym

vysledkiim a nedaji se dobfe odhalit systémem laboratorni kontroly. (Nezbeda 2014)
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11111 Odbér biologického materidlu

Odbér biologického materialu miize zdsadnim zptisobem ovlivnit kone¢ny vysledek
laboratorni analyzy. Zakrok by nemél pacienta zbytecné traumatizovat. Pacient by pted
odbérem biologického materidlu mél zachovat stejny rezim, jako v jiné dny.

V nékterych ptipadech je potfeba upravit stravovani, pohybovy rezim, aj.
1.1.1.1.2. Odbérové systémy

Moderni odbérové systémy urcené k odbéru krve jsou uzaviené odbérové systémy,
které ptedstavuji bezpe¢né odbéry pro pacienty i personal. Nedochézi k pfimému styku
s odebiranym materidlem, mimo jiné umoziuji vyuziti jednoho vpichu pro vice odbért

pro riizna pracovisté a odbornosti.
1.11.1.3. Odbérové nadobky

Odbérové zkumavky jsou vyrabény prevazné z materidlu na jedno pouziti. Jsou

odliSeny barevnymi uzavéry, které indikuji typ odbérové nddobky, napft.
a) Nadobky pro odbér séra — bez aditiva nebo s aktivatorem srazeni, mivaji
cerveny uzaver
b) Nadobky na KO — obsahuji EDTA a mivaji fialovy uzavér
C) Nadobky pro hemokoagulaci — obsahuji citrat sodny a mivaji modry
uzaver

d) Nadobky pro specialni odbéry — napt. obsahuji stabilizatory pro odbér
hormont, zkumavky s velmi nizkym obsahem kovii pro stanoveni stopovych
prvkl, mikrozkumavky pro odbéry kapilarni krve. Uzavér je opét barevné

odlisen.

e) Nadobky pro sedimentaci - obsahuji 3,2% roztok pufrovaného citratu

sodného a mivaji cerny uzaveér ( Nezbeda 2014)
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1.1.1.1.4. Odbér krve

Pro odbér krve plati obecné zasady, které je potieba dodrzovat. Je dobré provadét
odbéry krve v konkrétni hodinu, nejlépe rano. Pfed odbérem by mél pacient dodrzovat
alesponn 5 minutovy klid a mél by se vyvarovat jakéhokoliv stresu, odbér by mél
probihat nala¢no, vyvarovat se napojim obsahujici kofein a alkohol. Pacient by pfi

odbéru mél mit vzdy stejnou polohu, nejlépe vsedé nebo vleze.

Nejobvyklejsim zptisobem odbéru je odbér vendzni ( zilni ) krve z loketni jamky.
Dalsi zptsob je odbér kapilarni krve nejlépe z usniho lalicku a odbér arteridlni

krve ( tepenné). (Nezbeda 2014)
1.1.1.15. MoZnosti chyb pFi odbéru
a)Hemolyza

Hemolyzou se rozumi rozpad erytrocytl a vyliti jejich obsahu do krevniho fecisté.
Hemolyza ma dva typy: In vivo (1j. v zivém organismu) pii intravaskularni hemolyze
aIn vitro (v odbérové nadobce), kdy prevladajici pfi¢ina vzniku byva pii chybach
Vv preanalytické Casti rutinni laboratorni diagnostiky, napf. pfi odbéru, transportu
a zakladni zpracovani krve ( mechanicky, osmoticky, tepelné a chemicky). Hemolyza
ovlivituje kone¢né vysledky analyz tim, Ze do plazmy vyplati obsah erytrocytt, na obtiz
je Cervené pozadi zpusobené hemoglobinem, hemoglobin zaroven ptlisobi jako pufr

a méni pH ¢inidla se kterym reaguje a rozklada ho. ( Nezbeda 2014, Lippi et al 2009)
b)Ikterické sérum tj. zabarveno bilirubinem
¢) Chylozni sérum tj. s obsahem tuku
1.1.1.1.6. Transport biologického materidlu

Transport materidlu musi probihat dle urcitych zasad, jako je napi. pieprava
v uzavienych nddobkéch, bez ptistupu svétla, transport musi byt rychly, Setrny aby se
zabranilo hemolyze nebo dalSim rizikim nevratného znehodnoceni vzorku.

(Racek 2006)
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1.2.Analyticka fize

Analyticka faze probihda manudlnim nebo automatizovanym provedenim
laboratornich metod. Je nezbytné dodrzovani striktnich zasad spravné laboratorni prace,
jako je manipulace a uchovavani vzorku pied analyzou, spravny prubéh reakei, systém
kontroly kvality, vyhodnocovani, kontrolni analyzy ¢i dokonaly technicky stav

a spravné funkce analyzatort. (Dastych, Breinek 2008)

V klinické biochemii se méii veli¢iny komponent ( analyzovanych slozek), které
se analyzuji v néjakém systému. Hodnoty veli¢in jsou uspofadany ve stupnicich.
Naméfené hodnoty, ¢ili vysledek méfeni se vydavaji v jednotkach. Vysledek v sobé

obsahuje nejistotu méteni. ( Nezbeda 2014)
1.3.Postanalyticka faze

Postanalyticka faze se vyznacCuje ziskanim a interpretaci vysledkid laboratorniho
nalezu. Vysledky se porovnavaji s fyziologickymi hodnotami, s klinickym obrazem

pacienta. (Dastych, Breinek 2008)

1.4.Proteiny

Jedna se o biopolymery slozené z L-aminokyselin spojenych peptidovou vazbou do
dlouhych polypeptidovych fetézci. Obsahuji piiblizné 100 aZ nékolik tisic AK zbytk,
maji vys$si molekulovou hmotnost ( vic jak 10 000) a jsou charakteristické prostorovym
uspotfadanim, které je dano nekovalentnimi interakcemi mezi Useky fetézce. Oznacuje

se jako nativni konformace bilkovin. ( Dostal a kol. 2005, Odstr¢il 2005)

Vznik bilkovin je fizen proteosyntézou, ktera je ovlivnéna geneticky. Potadi a pocet
AK zbytkl je dano genetickym kodem. Proteiny zastdvaji téméf vSechny biologické
funkce, s vyjimkou pfenosu informaci. Mezi hlavni funkce bilkovin patii strukturni,

metabolickd a informacni. (Cerméakova a kol. 2005, Dostal a kol. 2005)
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a) Strukturni  funkce- Podili se na tvorbé skeletu bunécnych

I mimobuné¢nych struktur.

b) Metabolickd funkce — Cast bilkovin ma charakter enzymi jako
biokatalyzatori chemickych reakci ( pepsin), maji také transportni ulohu
( hemoglobin).Také jsou jedinym zdrojem dusiku, ze kterych syntetizuje

vlastni bilkoviny.

C) Informacni  funkce — Imunoglobuliny, bilkovinné protilatky,
rozeznavaji antigen a specificky se na néj vazou, ¢imz dochazi k zahajeni

déju, které vedou k zneSkodnéni antigenti. (Dostal a kol. 2005, Odstr¢il 2005)

V laboratofi se mohou prokazovat barevnymi zménami pii urcitych chemickych

reakcich, elektroforézou ¢i specialnimi reakcemi antigen — protilatka. (Sedlacek 2012)
1.4.1. Aminokyseliny

Jedna se o substituéni derivaty karboxylovych kyselin, jejichz molekula obsahuje
aminové skupiny, -NH; ve vétSiné piipadii vazanou na uhliku a ktery je chirdlnim

centrem, proto jsou aminokyseliny opticky aktivni.

Pti spojeni dvou nebo vice AK peptidovou vazbou vznika peptidovy fetézec, na
jehoz jednom konci je nezreagovana a-aminoskupina (N- konec) a na konci druhém

volna karboxylova skupina (C-konec). ( Dostal a kol. 2005)

V biologické terminologii se pro aminokyseliny pouzivaji trividlni nazvy, od nichz

se odvozuji tfipismenné zkratky, které se pouZivaji celosvétove.

Aminokyseliny jsou bezbarvé krystalické latky, dobfe rozpustné ve vodé,
nerozpustné v nepolarnich slouc¢eninach. Obsahuji dvé funkéni skupiny, Kkyselou
skupinu  —COOH a zasaditou skupinu —NH,, maji vlastnost reagovat jako kyselina

| jako zasada, jsou to amfolyty. ( Odstr¢il 2005)
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1.4.2. Struktura proteinii

Zakladni stavebni jednotkou vSech proteini jsou aminokyseliny. Potadi
aminokyselin v fetézci proteinu je pro kazdy druh proteinu a druh organismu
charakteristické a je fizeno geneticky. Struktury se rozliSuji do ¢tyi Grovni, které se

oznacuji jako primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni. ( Odstrcil 2005)
a) Primdrni struktura

Popisuje potfadi AK zbytkli Vv polypeptidovém fetézci. Dle konvence se potadi
uvadi vzdy od N-konce Kk C-konci fetézce podle sméru proteosyntézy.
(Dostal a kol. 2005, Odstr¢il 2005)

b) Sekundarni struktura

Jedna se o prostorové usporadani hlavniho polypeptidového fetézce. Popisuje

usporadani a stabilizaci atomi v hlavnim fetézci.

Rozeznavame dva typy sekundarni struktury: o-helix odpovida pravotocivé
Sroubovici a  p-strukturu ktera je oznaCena za strukturu skladaného listu.

( Dostal a kol. 2005)
¢) Tercidrni struktura

Jedna se o prostorové uspotadani vSech atomt bilkovin, charakteristickou nativni
konformaci a zevnim tvarem. Na udrzeni struktury se podili vzdjemné interakce
postranich fetézcl, coZ znamend, ze terciarni struktura je vysledkem stabilizujicich
interakci mezi postranimi fetézci usekli sriznou sekundarni  strukturou.

(Dostal a kol. 2005)
d) Kvartérni struktura

Kvartérni strukturu maji jen nékteré proteiny. Tato struktura popisuje pocet
a prostorové uspofadani podjednotek v bilkovinné molekule, napf. hemoglobin

skladajici se ze ¢tyt podjednotek. ( Odstrcil 2005)
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1.4.3. Vlastnosti proteinii

Bilkoviny, které jsou kvuli své vysoké molekulové hmotnosti ve vodé rozpustné,
vytvareji molekuldrné koloidni roztoky, jejich molekuly neprochazeji membranami,
jejichz péry jsou uz8i nez pramér bilkovinnych molekul.. ( Dostal a kol. 2005,
Odstréil 2005)

I proteiny maji amfoterni povahu, v izoelektrickém bodu jsou naboje vyrovnané.
V oblasti pH mensi nez pl jsou volné aminové skupiny pfevedeny na skupiny
amoniové, protein se stdva kationtem, v oblasti pH vétsi nez pl jsou disociované
karboxylové skupiny, protein se stdva aniontem. Tohoto jevu se vyuzivd k déleni

proteint elektroforézou. (Odstrcil 2005)
1.4.4. Rozdéleni proteinii
Podle slozitosti molekuly proteiny délime na jednoduché a slozité.

Jednoduché proteiny maji makromolekuly tvofené jen peptidovymi fetézci. Hlavni

skupiny jednoduchych proteinil jsou:
a) histony
b) albuminy
c) globuliny
d) fibrilarni proteiny

SloZzené proteiny se skladdaji ze dvou casti. Z bilkovinné slozky a slozky
nebilkovinné, zvané prostetické. Jsou to: fosfoproteiny, glykoproteiny, chromoproteiny,

metaloproteiny, lipoproteiny, nukleoproteiny. (Odstr¢il 2005)
1.4.5. Proteiny krevni plazmy

Jedna se o velkou skupinu s riiznou, Casto mnohocetnou funkci. Plazmatické

bilkoviny jsou za fyziologického stavu ve vzdjemné rovnovaze a neustale se obnovuji.
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Za patologickych stavii dochazi k poruse rovnovahy mezi tvorbou a rozkladem bilkovin
a tim ke zménam v jejich koncentraci i vzajemném poméru. ( Cermakova a kol.2005,

Dastych, Breinek 2008)

Plazmatické bilkoviny jsou dé€leny podle jejich elektroforetické pohyblivosti

vV agarozovém gelu do péti frakei: albumin, oy ap, B, v.
Bilkoviny krevni plazmy plni nésledujici funkce:

e Udrzeni onkotického tlaku, ktery uchovava tekutiny v krevnim fecisti. Nejvetsi

vyznam na udrzeni koloidn€ osmotického tlaku mé albumin.

e Transport fady minerall, hormont, lipidd i katabolitl, zejména jsou-li

nerozpustné ve vode.

e UdrZeni pH krve. Plazmatické bilkoviny jsou soucasti systému pufrd,

podilejicich se na acidobazické rovnovaze.

e Obrana proti infekci. Tuto funkci plni zejména imunoglobuliny.

e Hemokoagulace a fibrinolyza jsou zajistény koagula¢nimi faktory.

e Enzymy a inhibitory enzymil.

e Specialni funkce, napt. ochrana pted volnymi radikaly. (Racek et al. 2006)
Jednotlivé bilkoviny krevni plazmy jsou:

e Prealbumin

e Albumin

e Alfa;- globuliny mezi které patii Alfaj-inhibitor protedz (API), Alfai-kysely
glykoprotein ( orosomukoid), Alfa;-fetoprotein, Alfa;-lipoprotein a Alfa;-

mikroglobulin
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e Alfas-globuliny mezi které patii Alfa;-makroglobulin, Haptoglobin,

Ceruloplazmin, Ferritin a Proteiny transportujici hormony

e Beta-globuliny mezi které patii Transferin, Hemopexin, Slozky komplementu C3
a C4, Beta-lipoprotein, Beta,-mikroglobulin, C-reaktivni protein (CRP)

a Fibrinogen
e Gama-globuliny mezi které patii 1gG, IgA, IgM, IgD a IgE

( Marshall, Bangert 2008, Sedlacek 2012)

1.5.Celkova bilkovina

Celkova bilkovina je pestrd smés mnoha druhil bilkovin, kterd ma rGzné slozeni
i biologicky poloc¢as. Jeji stanoveni poskytuje orientaéni informaci o tvorbé,
metabolismu a vyluovani plazmatickych bilkovin. Slouzi jako citlivy, i kdyz
nespecificky test pro celkové posouzeni stavu pacienta a patii k nejcastéji

pozadovanym, rutinnim vySetfenim v Klinicko-biochemické laboratofi.

Koncentrace celkové bilkoviny se za fyziologickych okolnosti u dospélych osob
pohybuje v rozmezi 63 — 84 g/l. Zmény v koncentraci i slozeni se oznacuji jako

dysproteinémie.

Snizend koncentrace celkové bilkoviny (hypoproteinémie) vznikd z pficin
pfevodnéni pacient, sniZzeni koncentrace jedné nebo nékolika malo bilkoviny, napft. pfi

nefrotickém syndromu, t€Zké hepatopatie, aj. a malnutri¢nich stavi.

Zvysena koncentrace bilkovin ( hyperproteinémie) vznika pii dehydrataci nebo
zvySené koncentraci jedné nebo nékolika malo bilkovin, napf. polyklonalni ¢&i

monoklonalni hyperiminoglobulinémie. (Dastych, Breinek 2008, Okutucu et al 2007)
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1.5.1. Moznosti stanoveni celkové bilkoviny v séru

Celkova bilkovina se stanovuje v plazmé, séru ¢i moci. Obvyklejsi je stanoveni
Vv séru. Pouzijeme-li plazmu, musime pocitat s tim, ze koncentrace celkové bilkoviny je
asi 0 3-5% vyssi vzhledem K piitomnosti fibrinogenu. Jelikoz bilkoviny vazou vodu,
mohou naméfené zmény mnozstvi bilkovin zaviset také na zménéném podilu vody
Vv séru. NejrozsifenéjSim vySetfenim V rutinnim provozu je Biuretova reakce, kterd je
jednoduché a lehce automatizovand, postrada vSak dostatecnou citlivost u biologického
materidlu s nizkou koncentraci celkové bilkoviny. Detek¢ni limit byva kolem 2 g/l,
takZe metoda je vhodna pouze pro stanoveni v séru aplasmé. Nelze ji vyuzit pro

stanoveni v moci a likvoru. ( Dastych, Breinek 2008, Sedlacek 2012)
1.5.1.1.  Biuretovd reakce

Bilkoviny a peptidy poskytuji Vv alkalickém prostftedi s méd’natymi ionty
Cervenofialové zbarveny komplex. Intenzita zbarveni je piimo umérna poctu
peptidovych vazeb a méti se fotometricky pii 540 - 550 nm. Reakci davaji obecné latky,
které maji v molekule alespon dvé skupiny —CO — NH; nebo — CO — NH -, tzn. nejméné

dvé peptidové vazby.

Biuret (- NH, — CO — NH - CO -NHj3) je nejjednodussi latka, ktery vznika tepelnou

upravou mocoviny. Odtud pochézi ndzev metody.

Pted fotometrovanim je nutné chrénit obsah zkumavek pted piimym svétlem.

Reakci v séru rusi piedevs§im lipémie a hemolyza. ( SkorSepa a kol. 2008)
1.6.Elektroforéza

Elektroforézou se rozumi pohyb (nabitych) koloidnich castic nebo iontid
vV homogennim stejnosmérném elektrickém poli. Jednd se o metodu rutinné pouzivanou
Vv klinickych laboratotich, kde slouzi jako screeningova metoda, pozivajici se k separaci

latek v elektrickém poli podle jejich relativni elektroforetické pohyblivosti, kterd zavisi
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na n¢kolika faktorech jako je napt. velikosti elektrického naboje, velikost molekul, pH

prostiedi, na vlastnostech nosice, iontové sile pufru a tvaru délenych ¢astic.

Latky amfoterni povahy nesou rizny elektricky naboj podle pH prostredi ve kterém
se nachazeji, napt. bilkoviny, AK, peptidy. V kyselém prostiedi se chovaji jako zéasady,
jejich vysledny néboj je kladny a proto putuji v elektrickém poli smérem ke katodé.
V alkalickém prosttedi se chovaji jako kyseliny, maji zdporny ndboj a pohybuji se

smérem k anodé.

Pti urcitém pH se ionizuje stejné mnozstvi kyselych a zasaditych skupin, takze se
molekula jevi jako elektroneutrdlni, mluvime o izoelektrickém bodu latky.

(Dolezalova a kol. 1995)

V Klinické biochemii se rutinné pouziva v diagnostice nemoci, jako viditelny
vzdgjemny podil jednotlivych bilkovin ¢i jako prabéznd kontrola pifi raznych
onemocnéni. Nejcastéji se meéti v séru. Pro rutinni analyzu je nejvhodnéjsi ELFO na
agar6zovém gelu velmi ¢asto na semiautomatizovanych analyzatorech. ( Sedlacek 2006,

Lissoir et al 2003)
1.6.1. Historie elektroforézy

Volna elektroforéza byla nejpouzivangjsi elektroforetickd metoda jejimz

zakladatelem byl Tiselius. Provadél elektroforézu bilkovin v kyveté v prostfedi volného

elektrolytu, kdy se bilkovinné frakce délily v podobé pruhu, které tvotily ostré
pohyblivé rozhrani. Pohyb frakei byl sledovan refraktometricky.

Elektroforéza na papife je oznaCovana za nejstar$i metodu, ktera se pouzivala pro
déleni sérovych bilkovin, kde nosi¢em byl chromatograficky papir. Touto technikou se
déli bilkoviny ve stejnosmérném elektrickém poli na 5 frakei: albumin, alfa; globuliny,
alfa, globuliny, beta globuliny, gama globuliny. Jednotlivé frakce se déli podle velikosti
elektrického naboje, kdy zaporné nabité makromolekuly bilkovin se v alkalickém

prostiedi dé€li smérem od katody k anodé€. ( Dolezalova a kol. 1995)
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1.6.2. Elektroforéza na agarézovém gelu

Nejrozssitenéjsi  elektroforézou je elektroforéza na agar6zovém gelu, kdy
nejpouzivanéj§im komerénim nosi¢em V ¢eskych zemich je Hydragel od firmy Sebia,

coz jsou agardzoveé gely pro razné typy déleni, které jsou umisténé na plastové destiCce.

Agar6za je neutralni polysacharid, ktery je pfipraveny z agaru po odstranéni

agaropektinu. ( Nezbeda 2014)

Pti této elektroforéze ziskame 6 frakei, kdy nejrychlejsi je frakce albuminu, za nim
nasleduji Alfa-1 -globuliny, alfa-2-globuliny, beta-1-globuliny, beta-2-globuliny a gama
globuliny.

1.6.3. Izoelektricky bod ( pl)

Izoelektricky bod je charakteristickd veli¢ina pro kazdy amfolyt. Pfi pH

izoelektrického bodu se latka ve stejnosmérném elektrickém poli nepohybuje.

Pokud je pH vyssi ( bézné se provadi pii pH kolem 8,6) nez pl ma latka zaporny
naboj a pohybuje se k anod¢, naopak pfi niz§im pH nez pl je naboj kladny a pohybuje se
ke katode¢.

1.7.Plazmaferéza

Plazmaferéza je zplGsob odbéru krve, pii kterém szcelé krve odebere jen
plazma a erytrocyty jsou vraceny darci. Mimo to se jedna o metodu mimotélniho ¢isténi
krve zahrnujici odstranéni zanétlivych mediatorti a protilatek. Plazmaferéza mize byt
manuélni, kdy hovofime o dvojité plazmaferéze, kterd se provadi pomoci vakovych
systémd, kdy se po odebrani 500 ml krve provede centrifugace, plazma se od¢erpa do
odbérového vaku a erytrocyty se vrati zpét darci a cely proces se opakuje. Druhym
zpusobem odbéru, je tzv. pfistrojova plazmaferéza, kterd se provadi pomoci specidlnich

separatord. ( Sakalova a kol. 1995, Szczeklik et al 2013)
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1.7.1. Plazma

Jedna se o nazloutly slabé zasadity vodny roztok bilkovin, které¢ se d€li na
albuminy, globuliny a fibrinogen, elektrolytii, jako napt. sodiku, chloridd a malych
organickych sloucenin. Slozeni plazmy za fyziologickych podminek je velmi stalé.

Objem plazmy u dospé€lého ¢loveéka ¢ini okolo 5% télesné hmotnosti. (Trojan 1999)
1.7.2. Plazmafereticka centra

Plazmaferetick¢ centrum Plasmafera s.r.o. je centrum odebirajici Setrné krevni

plazmu pro vyrobu I1é¢iv. (SOP-Plazmafera)

Poptavka po produktech plazmaferézy, tj. plazmatickych derivatech se zvysuje,
proto udrzovani ¢lenstvi darcii je velice dialezité. Pomoci naborovych programi se
pfipadnym darcim snazi osvétlit princip plazmaferézy, postup pii odbéru, rizika

a vyuziti plazmaferézy pro dalsi ucely. ( Ringwald et al. 2007)
1.7.3. VyuZiti plazmaferézy

Rozvoj plazmaferéz je spoje srozvojem primyslového zpracovani cCerstve
zmrazené plazmy na jednotlivé bilkovinné soucasti plazmy jako léky, které nelze
doposud nahradit. Jedna se zejména o albumin, ktery se pouziva jako krevni nahrada pfi
velkych ztratach, faktor VII a faktor IX které jsou nenahraditelné jako léky pii 1€€be
vrozené krvacivosti, Antitrombin III, ktery je dulezity pii 1é€bé ziskanych poruch
krvacivosti a imunoglobuliny, které pomahaji pacientim vyrovnat se s téZkymi
infekcemi a v posledni dobé jsou modernim 1ékem pii 16€bé systémovych onemocnéni.

(Howard, Hamilton 1997)

Dal$im typem je vyménna plazmaferéza zaloZzena na odstranéni patogennich
antigend nebo latek ve frakci plazmy a doplnéni zékladnich koagulacnich faktorti
a albuminu. Slouzi k 1é¢bé pacientti S imunologickymi, nefrologickymi,

hematologickymi ¢i metabolickymi poruchami. (Siami 2001, Nakanishi et al 2014)
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1.7.3.1.  Plazmatické transfuzni piipravky

Cilem je zachovani funkce koagulacnich faktort a ptirozenych inhibitorti koagulace
Sokovym zmrazenim b&hem jedné hodiny na teplotu -30°C. Tyto latky piedstavuji
1éCebnou slozku pii transfuzi. Ziskany mohou byt z odbéru plné krve, plazmaferézou
nebo jako vedlejsi produkt pii trombocytaferéze ¢i erytrocytaferéze. Pro klinickou praxi
se vyuziva plazma se splnénym intervalem karantény. Pfi aplikaci plazmy se s vakem
musi zachazet velmi Setrné, nebot’ je velmi kiehky. Rozmrazeni musi prob¢hnout co

nejrychleji a plazma by méla byt poddna do 1hodiny po rozmrazeni.

a) Plazma Cerstve zmrazend ( FFP ) — jedna se o plazmu oddélenou z plné
krve, ¢i o plazmu ziskanou aferézou kterd je Sokové zmraZend. Obsahuje

koagulacni faktory, pfirozené inhibitory koagulace, albumin a Ig.

b) Plazma bez kryoproteinu ( K plazma) — jedna se o ¢ast plazmy, ktera
zustane z jednotky Cerstvé zmrazené plazmy, propusténé pro klinické pouziti po
splnéni intervalu karantény a po odstranéni kryoprecipitatu. ( Penka, Tesafova

a kol. 2012, Rozsypalova a kol. 2002)
1.7.4. Princip plazmaferézy

Plazmaferéza se provadi zejména pomoci separatort. Podle pouZiti jednoho nebo

dvou zilnich pfistupti jsou separatory déleny na dva druhy. (Bednatik 2011)
a) Kontinualni separator

Tento typ separatoru se vyuziva zejména k lécebné plazmaferéze, kdy je zapotiebi
odstranit Skodlivou latku z téla obsaZenou v plazmé, kterou jinym zpiisobem odstranit
nelze. Kontinualni separator se vyznacuje dvéma Zilnimi ptistupy, kdy se z jedné paze

provadi odbér a do druhé navrat krvinek. Doba odbéru trva 2 — 3 hodiny.
b) Diskontinudlni separator

Tento typ separdtoru je vhodny zejména pro odbéry plazmy, kdy se vyuziva

jednoho Zilniho piistupu, tzn. vpichu pouze jedné jehly do jedné ruky. Cely proces
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probiha v uzavieném jednorazovém odbérovém setu. Odbér probihd v n¢kolika cyklech,
kdy v jednom cyklu je odebrano cca 2dcl krve, ktera je rozdélena na plazmu a krvinky.
Plazma se sbira do sbérného vaku a krvinky jsou vraceny zpét darci. Mnozstvi odebrané

plazmy se nastavuje dle hmotnosti na 600-880 ml a odbér trva 45-60 minut.
(Plazmaferéza — OHKT UCL UVN)
1.7.4.1. Rizika pro darce

Pro ne zcela zdravého darce maze byt odbér krve ¢i krevnich slozek rizikovy, proto
se provadi zakladni vySetfeni, kterd slouzi k posouzeni zdravotniho stavu dérce. U darce
se mohou vyskytnout nezddouci reakce shodné s reakcemi pii béznych postupech
odbéru krve, jako jsou zavraté¢, mdloba, zvraceni, hyperventilace a vznik hematomu
V misté vpichu z divodu nespravné provedené venepunkce. U osob darujicich poprvé se
mohou objevit nezddouci ucinky jako dusledek plisobeni psychologickych faktorti, napft.
zvraceni, mdloba, hyperventilace. Béhem odbéru je doplnén krevni obch darce
o0 fyziologicky roztok z divodu bezpecnosti a spokojenosti darce. ( SOP-Plasmafera,
Buzza et al 2012)

Vsechen material pouZivany k vlastnimu odbéru plasmy 1 krve k laboratornimu
vySetfeni je urcen k jednordzovému pouZiti, proto zadné riziko ptenosu infekce na darce

nehrozi. ( SOP-Plasmafera)
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2. Cile prace
1) Ovladat metodiku plazmaferézy.

2) Osvojit si metodiku stanoveni celkové bilkoviny a elektroforézy ze vzorku séra

Vv laboratofti Klinické chemie Nemocnice a.s, Ceské Budé&jovice.

3) Zjistit, u kolika darct doslo ke snizeni bilkovin v séru pod referencni mez.
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3. Metodika

V této Casti mé prace bude uvedeno ziskani vySetfovanych vzorkti krve
ve spolupraci s personalem centra Plasmafera s.r.o. a nasledné zpracovani téchto vzorkl
v Laboratofi Klinické chemie Nemocnice v Ceskych Budg&jovicich a.s. Darci, ktefi se
ucastnili vyzkumu, podepsali prohlaSeni, ze souhlasi s odbérem a naslednym
zpracovanim vzorki. Jejich jména byla z divodu zachovéani ml¢enlivosti v laboratornim

procesu nahrazena ¢isly, pod kterymi byla analyza provedena.

Vzorky pro mij laboratorni vyzkum jsem ziskala ve spolupraci s plazmaferetickym
centrem Plasmafera s.r.o v Ceskych Budgjovicich, kde laborantka odebrala darci
1 zkumavku srazlivé krve pied odbérem a druhou zkumavku srazlivé krve po provedeni

plazmaferézy. ( Plazmafera s.r.0)

Pti ptichodu do Plazmaferetického centra byl dérci pfedan dotaznik, ktery vyplnil
a s prukazem totoZnosti jej odevzdal na recepci, kde byl zaevidovan. Darce byl nasledné
zvazen, byl mu zméten tlak a teplota. Poté mu bylo ptidéleno ¢islo, pod kterym byl dale
evidovan v odbérové mistnosti. Na zakladé¢ zvaciho systému byl darce pozvan do
ptislusné vysetiovny, kde spolecné s vySetfujicim lékafem doslo ke konzultaci
dotazniku, kladeni otdzek ohledné¢ zdravotniho stavu darce a provedeni fyzické
prohlidky. Pokud 1ékaft urci, zda je darce vhodny k odbéru, vraci se zpét na recepci, kde
je pres systém pozvan na odbérovy sal, kde mu je ptfidéleno lizko. Pied zahajenim
vlastni separace byl kazdému darci vySetien krevni obraz, kde se sleduje hladina
hemoglobinu. Vysetfeni probihalo na hematologickém analyzatoru COULTER HmX -
AL. Pokud hladina odpovidala normé, separace byla zahajena. Pokud neodpovidala,

darce nebyl napojen na separator a plazmaferetické centrum opustil.
3.1.8ystém Autopheresis-C

Jednd se o automatizovany plazmafereticky systém skladajici se z pfistroje
Autopheresis-C a jednorazové odbérové soupravy Plasmacell-C. Cilem systému je

provadét rychlou ale zaroven Setrnou separaci plné krve na koncentrované bunécné
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slozky a plazmu prakticky zbavenou bunécnych slozek. Pro odbér se vyzaduje
jednojehlova venepunkce, kdy tedy odbér probihal pies jeden cévni piistup. Zilni tlak
byl celou dobu monitorovan, aby byl pritok optimalni a nedoslo k pietizeni zily darce.
Koncentrované bunééné slozky se reinfunduji zpét darci a plasma odebirand pro
transfuzi se transfunduje nebo se zpracovava jako Cerstvd zmrazena plasma. Odebrana
plasma muzZe byt zpracovana také na dalsi produkty. Jednorazova souprava Plasmacell-
C se skladala z integralné pfipojené¢ho separacniho zafizeni, neinfuzniho rezervoaru
a soustavy hadicek, kterymi se Cerpa krev a roztoky v uzavieném sterilnim systému.

Objem soupravy byl piiblizn¢ 200 ml. (SOP-Plasmafera)

Pied samotnym odbérem provedla laborantka kontrolu, pii které zjistila, zda jsou
spravné k separatoru pfipojeny antikoagula¢ni roztoky, fyziologické roztoky
ajednorazova souprava Plasmacell-C. Zavésila odbérovy vak na zavés vahy
a zkontrolovala, zda je odbérovy vak dostate¢né velky pro zadany objem odbéru

plazmy. Poté linku pfipojila k odbérovému vaku.( SOP-Plasmafera)

Obr. 1 Viastni separator s jednordzovou odbérovou soustavou Plasmacell-C
( Zdroj: viastni foto)
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Po ulozeni darce na lizko a ptipravé darce na plazmaferézu laborantka nasadila
darci tlakovou manzetu a nastavila tlak v manzeté. Poté zvolila Zilu pro nabodnuti. Poté
laborantka manZzetu vypustila stisknutim tlacitka na displeji, misto pro vpich opattila
dezinfekénim roztokem a stisknutim tlacitka manzetu opét nafoukla. Hemostatem
uzaviela hadi¢ku jehly a provedla venepunkci. Po venepunkci provedla laborantka
odbér krve do fialové zkumavky na stanoveni krevniho obrazu, na biochemické
a sérologické vysetfeni, na vySetteni PCR a déale provedla odbér do biochemické
zkumavky pro mé potfeby na stanoveni celkové bilkoviny a elektroforézy. Poté
asepticky pfipojila aferézni jehlu k jednorazové soustavé Plasmacell-C. Po dokonceni
venepunkci laborantka nastavila tlak v manzeté¢ na vhodnou uroven pro odbér. Jako
posledni krok laborantka sejmula hemostaty z hadicky aferézni jehly a z hadicky linky
darce a zahajila ptedplnéni krvi. (SOP-Plasmafera)

3.1.1. Faze odbéru

Po vstoupeni plné krve z zily darce do soupravy hadicek byl do krve fizenou
rychlosti Cerpan antikoagulacni roztok (AC). Antikoagulovana krev byla déle ¢erpana
do separacniho zafizeni, kde byla plazma oddélena od bunéénych slozek pomoci

rota¢niho membréanového filtru a odvadéna do ptislusného odbérového vaku.

Tento systém automaticky stfidal odbérovou a infuzni fazi, dokud nebyl ve sbérném

vaku odebran stanoveny objem plasmy.( SOP — Plasmafera)
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Obr. 2 Faze odbeéru ( Zdroj: SOP — Plasmafera s.r.o0.)

3.1.2. Faze reinfuze

Koncentrované bunécné slozky byly Cerpany ze separa¢niho zafizeni viazeného
rezervoaru k nasledné reinfuzi. Po naplnéni rezervoaru koncentrovanymi bunikami se

systém zastavil a pieSel automaticky k fazi reinfuze.

Béhem reinfuze se obratil smér cerpani krevniho Cerpadla a koncentrované bunécné

slozky byly ¢erpany z rezervoaru stejnou aferézni jehlou zpét darci. (SOP-Plasmafera)
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(Zdroj: SOP — Plasmafera s.r.o.)

3.1.3. Ukonceni plazmaferézy

Po docileni pozadovaného objemu plazmy byl odbér ukoncen. Nez doslo
k proplachu fyziologickym roztokem a infuzi, odpojila laborantka odbérovy vak
splazmou kvili zabranéni zfedéni plazmy fyziologickym roztokem, které by
zpiisobovalo faleSné negativni vysledky. Laborantka pfed vyjmutim jehly odebrala darci
200 ml krve do injekéni stiikacky, kvuli ptipadnému zkresleni vysledk pfi
biochemickém stanoveni. Nasledn¢ do zkumavky odebrala krev po plazmaferéze,
urenou pro mé stanoveni celkové bilkoviny a elektroforézy. Po ukonceni venepunkce,
laborantka misto vpichu oSetfila dezinfekci. Linka plazmy byla uzaviena na ptisluSnych
mistech, jako jsou obé linky tlakovych ¢inidel pod filtrem, krevni linku a linku
antikoagulac¢niho roztoku, linky fyziologického roztoku a linku plazmy pod separaénim

zafizenim. Mista, jako jsou, Cerpadla, dvifka detektoru hemoglobin a detektoru vzduchu

36



zustala oteviena. Zbytek jednordzové soustavy byl vyjmut z pfistroje a zlikvidovan

podle predpisu. (SOP-Plazmafera)

Vak splazmou byl viozen do odbérového boxu spoleéné se zkumavkami na
sérologii a PCR a byl odeslan do laboratotfe k vysetieni a dalSimu zpracovani. (SOP-

Plazmafera)

Laborantka ptedala darci privodni list, ktery potvrdila a poslala ho zpét na recepci,
kde byl ptekontrolovan ohledné shody a darce byl z plazmaferetického centra

propustén. (SOP-Plazmafera)
3.1.4. Vysetieni odebrané plazmy

Po odbéru jsou provedeno serologické vysetieni a vySetfeni PCR. Pro vylouceni
ptipadnych rizik infek¢énich onemocnény, byla kazda plazma serologicky vysetfena na
HIV, Syfilis, HBV( zloutenka typu B) a HCV ( zloutenka typu C), kdy pfitomnost
nekterého typu infekénich onemocnéni bylo divodem k neprodlenému vylouceni déarce

z darcovstvi. (SOP-Plazmafera)

V ptipadé poruseni nékterych z pokyni, kterym by se mél kazdy darce tidit, mize
dochézet k ziskani nekvalitni plazmy, kterd nemlZe byt déale zpracovana jako napf.
vychozi surovina pro vyrobu tzv. 1é€iv derivovanych z plazmy. Béhem mé piitomnosti
pfi odbérech byl zastaven pouze jeden odbér, kdy laborantka detekovala chyldzni

plazmu. Pro likvidaci plazmy jsou rozhodujici tyto divody:
a) Reaktivita virovych marketit a syfilis
b) Nestandardni vzhled plazmy
C) Nestandardni podminky skladovani

d) Porusent vaku pri zpracovani a skladovani
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3.2.Vlastni analyza vzorki

Po zaneseni vzorkli do biochemického analyzatoru ADVIA 1800, zkumavky
automatizovanym linkovym systémem prosli do centrifugy, kde byly pomoci podavaci
vkladany do otvori v rotoru tak, aby byli spravé vyvazené. Poté se viko rotoru uzavielo
robotickym ramenem. Po nastaveni pfislusnych parametrti zapocala centrifugace, ktera
trvala 5 minut pii 3500 otackdch/ min. Po skonceni centrifugace byli zkumavky
vyjmuty z rotoru. Vysledek centrifugace byl projeven odstiedénim krve na Ciré sérum,
V horni ¢asti zkumavky a krevni kola¢ ve spodni ¢asti. Tyto dvé Casti byli rozdélené

separa¢nim gelem. ( ADVIA 1800, Siemens — technicky manual)

Dle ¢arovych kédt oznacenych na zkumavkach program vyhodnoti, zda je nutné
vytvotit aliquoty pro pfislusné laboratorni metody. Vygenerované cCarové kody se
automaticky nalepi na prazdné sekundarni zkumavky a odpipetuje se do nich ptislusny

objem vySetfovanych sér. (Siemens, ADVIA 1800, uzivatelska ptirucka)
3.2.1. ADVIA 1800

Automaticky analyzitor ADVIA 1800 od firmy Siemens pracuje v reZimu
mikroobjemové technologie ktery umoziiuje 1200 fotometrickych a 600 ISE stanoveni
za hodinu. Umoziluje zpracovani sér, plazmy, moce a dalSich télnich tekutin.
Analyzator provadi turbidimetrii, absorp¢ni spektrofotometrii a potenciometrické
mefeni iontoveé selektivnimi elektrodami ( ISE). Analyzator se skladd z PC, LCD
monitoru, kldvesnice, mysi, tiskarny a software v prosttedi Windows XP. Pted
samotnym zahajenim vySetfeni bylo dulezité do analyzatoru naprogramovat metody,
kalibratory a kontroly, jinak by analyzator nemohl pracovat. ( Siemens, ADVIA 1800,

uzivatelskd ptirucka)

Me¢étené vzorky byly po vloZeni do systému odvickovany a automatickym linkovym
syst¢émem dopraveny az do analyzatoru ADVIA 1800, kde ptes carovy kod probéehla
identifikace vzorku, po které byla zahajena vlastni analyza vzorku pomoci nékolika

¢asti analyzatoru.
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Obr. 4 Analyzator ADVIA 1800, Siemens

( Zdroj : http://www.healthcare.siemens.com/clinical-chemisty/system/advia-1800-

chemistry-system)

Mistem pro reagencie, které byly dilezité pro analyzu vzorku, byly reagen¢ni disky
1 a 2. Diky reagen¢nim jehlam byla pozadovana reagencie nasata a dopravena do kyvet
na reakénim disku, za ucelem provedeni analyzy. (Siemens, ADVIA 1800, uzivatelska

prirucka)

Na vzorkovém disku se nachazely mista pro métené vzorky, kalibratory a kontroly,
které se diky otaceni disku dostavaly do pipetovaci pozice. Vzorkovy disk byl slozen ze

dvou ¢asti :

e Vng¢jsi Cast ( STT), ktera obsahovala dvé fady se 42 pozicemi v kazdé z nich.

Tato ¢ast se pouZivala pro vzorky a standardy u vicebodové kalibrace.

wevr

e Vnitini ¢ast (CTT), obsahujici rovnéz dvé fady, méla na vnéjsi fadé 34 pozic
ana fad¢ vnitini 27 pozic. Soucasti vnitini ¢asti bylo chlazeni vodou. Tato ¢ast
se pouzivala pro kalibratory, kontroly a specialni diluenty. (Siemens, ADVIA

1800, uzivatelska ptirucka)
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Obr 5. Vzorkovy disk, ¢.1 ctecka carového kodu, ¢.2 vnéjsi vzorkovy disk, ¢.3 vnitini

vzorkovy disk (Zdroj : ADVIA 1800,Siemens — technicky manudal)

Analyza pokracovala odebranim vzorku pipetovaci jehlou na fedéni vzorku
( DPP) . Tato pipetovaci jehla byla opatiena tlakovym spina¢em, ktery monitoruje
tlak v systému jehly a zajistuje tak detekci srazeniny. Ptipadna ptitomnost srazeniny
zvysuje riziko nespravného vyhodnoceni vysledki. Pomoci senzoru detekce hladiny
kapaliny byl sledovan stav hladiny kapaliny, ktery kontroloval, zda byla jehla
béhem celého procesu ponofena v kapalin€. Pii zjisténi obou zdvad by byl
zdravotnicky personal upozornén varovnou zpravou. Dale byl systém opatien funkci
detekce narazu, pomoci kterého zjistime piekazku pipetovaci.. (Siemens, ADVIA

1800, uzivatelska ptirucka)

V této fazi analyzy nadavkovali reagenéni pipetovaci jehly reagencii z kyvet na
reakénim disku, tzn. ze reagencie R1 byla nepipetovdna reagen¢ni jehlou ¢.1
z reagencniho disku 1 a regencie R2 byla pomoci reagen¢ni jehly €.2 napipetovana
do kyvety zreagen¢niho disku 2. Vzorkova pipetovaci jehla poté nadavkovala
piediedény vzorek o objemu 17,5ul do kyvet, kde reakéni michadla smés
promichala a tim byla vyvolana reakce. Zaroven probihalo natoceni kyvety pied
spektrofotometr, ktery zméfil absorbanci kyvety. B&hem reakce byly kyvety
ponofeny v reakéni vang, obsahujici tepelnou olejovou lazen, ktera kyvety na
reakénim disku udrZovala pfi konstantni teploté¢ 37°C. Po ukonceni analyzy byl

reakéni disk a kyvety promyty reakéni myeci stanici, coz umoziiuje opétovné pouZiti
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kyvet bez rizika kontaminace dalSiho vzorku. (Siemens, ADVIA 1800, uzivatelska

prirucka)

Obr. 6 Reakcni disk, ¢.1 reakcni disk, ¢.2 kKyvety na reakcnim disku, ¢.3 promyvani
reakcniho disku, ¢.4 reakcni michadlo, ¢.5 reagencni pipetory , ¢.6 reagencni michadlo

(Zdroj: ADVIA 1800,Siemens — technicky manudal)

Reakéni disk posunul kyvetu kazdych 6 vtefin ve sméru spektrofotometru pred
halogenovou zarovku, ktera emituje svétlo, které projde kyvetami. Spektrofotometr se
skladal fotometru, ktery zméfil absorbanci na zékladé energie halogenové Zarovky
a optické hustoty kyvet a chladici nadrzky, ktera udrzovala teplotu Zarovky pomoci
chladici kapaliny. (Siemens, ADVIA 1800, uzivatelska ptirucka)

3.2.2. Kvantitativni stanoveni celkové bilkoviny v séru

Metoda kvantitativniho stanoveni celkové bilkoviny je zaloZena na Biuretové
reakci, kterou systétm ADVIA 1800 disponuje. Pfi Biuretové reakci reaguji proteiny
s méd’natymi ionty v alkalickém prostiedi za vzniku fialového komplexu, kdy mnozstvi

celkové bilkoviny je pfimo imérné intenzité vzniklého barevného komplexu.

Rovnice reakce:

Protein + CuSO,4-> Cu - proteinovy komplex.
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3.2.3. Kalibrace

Kalibrace jsem se ucastnila pod dohledem odpovédné 0soby, ktera mi cely systém
kalibrace objasnila a nasledné mé jim provedla. Kalibrace se provadi pfed zahajenim
vysetieni v piipad¢ analyzatoru ADVIA 1800 kazdy den, minimélné jednou z divodu

nepretrzit¢ho provozu.
3.2.4. Kontrola kvality

Frekvence kontroly kvality je zalozena na mnoha faktorech. Pti provadéni metody
by mély kontroly kvality probihat minimalné 2x denné, vzdy pii pouziti nové Sarze
reagencii, po udrzb¢ systému, ¢isténi ¢i odstranovani zavad na zafizeni a po provedeni
nové kalibrace. Pro kontrolu kvality pro stanoveni celkové bilkoviny se pouzivaji
komeréni kontrolni vzorky, fyziologicka a patologicka hodnota kontroly. ( Siemens,
ADVIA 1800, uzivatelska piirucka)

3.2.5. Systém HYDRASYS

Jedna se o kompletné novy, multiparametricky, poloautomatizované zatizeni, které
umoznuje zpracovavani jakychkoliv agar6zovych gelt elektroforézy ze série Hydrageli.
Elektroforetické kroky jsou dany v sekvencich, jako je aplikace vzorku, migrace,
inkubace, barveni, odbarvovani a suSeni. Pro zajisténi spravné funkce pfistroje mohou
byt pouzivany pouze specialni HYDRAGEL kity, gely a reagencie vyrabéné a testované
firmou SEBIA. ( Hydrasys, Sebia — technicky manual)

Zatizeni je sloZeno z kontrolniho panelu s LCD obrazovkou, ktera ukazuje pribéh
migra¢niho a barviciho programu, v riznych krocich, 2 LED diod, z dotekové

klavesnice, migracni a barvici komory. ( Hydrasys, Sebia — technicky manual)
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Obr. 7 Systém HYDRASYS, Sebia
( Zdroj: Systém HYDRASYS, Sebia — technicky manual )

Migracni komora slouzila k migraci a suSeni geld. Skladala se z teplotné
regulované desky, ktera slouzila pro vlozeni gelu a udrzovala konstantni teplotu po
dobu migrace, probihalo zde i chlazeni a inkubace gelti. Druhou ¢asti migra¢ni komory
byl migracni ramecek, ktery je mistem pro vlozeni aplikatoru a jejich pomoci aplikuje
vzorky na gel. Druhou jeho nezédvislou funkci byla aplikace elektrického pole od
platinovych elektrod v gelu prostfednictvim pufrem nasycenych houbicek. Migracni
komora byla vybavena dvojitym ochrannym systémem, prvnim z nich byl vnitfni
mikrospina¢, ktery chranil obsluhu v pribéhu prace pfed kontaktem s elektrickym
napétim, nebo horkymi ¢astmi komory. Napéti neprochdzi, pokud neni viko komory
uzavieno. Druhym ochrannym systémem byl termospinac, ktery pterusil napéjeni,

pokud doslo k ptekroceni teploty suSeni pied 110°C.

Barvici komora zajiStovala barveni, odbarvovani a suSeni gelli. Tato ¢ast byla
sloZzena z nosice gell, t€sné hlinikové komory opatiené teflonovym povrchem, pumpy,
ktera zajistovala cirkulaci reagencie v komote, deseticestného ventilu a suSiciho
elementu, rozvadégjiciho teply vzduch po celém povrchu gelu. Ochranny systém barvici
komory byl sloZen z detektoru piitomnosti nosi¢e gelu, zamku nosice gelu, tii senzorti
urovné hladiny v barvici komote, fizeného ventilu, ktery zabranoval kontaminaci
reagencii a termospinace, ktery odpoji napajeni, pokud teplota suseni piesdhne 110°C.

( Hydrasys, Sebia — technicky manual)
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3.2.6. Priprava vzorku

Vzorky oznacené ¢arovym kodem jsem rozmistila do stojanu, zkontrolovala jsem
poradi dle vyti§téného privodniho listu a pfipravila jsem si vSechny nalezitosti pro
pipetovani. Po zvoleni pfislusného migra¢niho programu Protein 15/30 jsem vyndala
vlhkou komoru zledni¢ky a vybalila jsem aplikatory. Pomoci automatické pipety
nastavené na 10 ml jsem aplikovala ptislusny vysetfovanych sér do kazdé jamky podle
¢isel oznacenych na zkumavkéch. Takto pfipraveny aplikator jsem poté zasunula do
drazky k tomu urcené ve vnitinim plastovém nosici vlhké komory zuby smérem nahoru
a viko komory jsem uzaviela. Poté jsem ¢ekala 5 minut. Poté jsem aplikator vyjmula
z vlhké komory. Ptipraveny aplikator jsem umistila do pfislusné pozice do aplikacni
¢asti migra¢niho ramecku, dle ptibalového letdku v soupravé, Cili do pozice 3 a 9.

( Hydrasys, Sebia — technicky manual)

Poté jsem oteviela viko migraéni komory, vybalila jsem houbicky nasycené pufrem
a umistila jsem je za plastové konce na spodni stranu migraéniho ramecku, tak, aby
byly ve spravném kontaktu s elektrodami. Gel jsem vybalila, kratce jsem filtraCnim
papirem odsala piebytek roztoku z povrchu gelu. Do ramecku na migra¢ni desce jsem
aplikovala pfiblizn€ 200 ml destilované vody. Gel jsem prohnutim umistila na migracni

desku. ( Hydrasys, Sebia — technicky manual)
3.2.7. Stanoveni elektroforézy sérovych bilkovin

Systém HYDRASYS je kompletné novy systém origindlni koncepce, ktery otevira
cestu automatizaci elektroforetickych technik na Hydragelech. Systém miZze provést az
90 elektroforéz sérovych bilkovin za 1 hodinu. Pod dohledem laborantky jsem si zvolila
migraéni program vhodny pro mé vysetfeni, ktery indikovaly dvé zelen¢ LED diody.
HYDRASYS ma kapacitu 40 migrac¢nich programii. ( Hydrasys, Sebia — technicky

manual)
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3.2.7.1. Migrace

Volbu programu jsem provedla pod dohledem laborantky zmacknutim klavesy
1:SELECT MIGRATION. Migra¢ni program sestaval ze tfi po sob& jdoucich
fazi: aplikace, migrace a inkubace / suSeni. Po ochlazeni migra¢ni desky na 50°C.

(Hydrasys, Sebia — technicky manual)
3.2.7.2. Barveni

HYDRASYS ma kapacitu 40 barvicich programti. Volbu barviciho programu jsem
provedla zmacknutim kldvesy 3 :SELECT STAINING, znabidky dostupnych
programti jsem zvolila program 1 PROTEIN. Barvici program sestaval z nékolika po
sob¢ jdoucich fazi jako je barveni, odbarvovani a suSici krok, po jehoz dokonceni
nasledovalo kratké chlazeni ventilatorem. Po schladnuti zafizeni akustickym pipnutim
oznamilo ukonceni barviciho programu a nosi¢ geli byl odemcen. ( Hydrasys, Sebia —

technicky manual)

Po ukonceni barviciho programu byl gel pfipraven pro vizudlni odecteni, po némz
nasledovalo skenovani pomoci skenovaciho piistroje Epson Perfection V700 PHOTO

a pomoci vyhodnocovaciho programu PHORESIS.
3.2.7.3.  Set Sebia— HYDRAGEL 7, 15 a 30 Proteine

Pro stanoveni elektroforézy sérovych bilkovin jsem pouZzila soupravu Hydragel 15
Protein, coz znamena, Ze série vysetfeni probihala po 15 vzorcich na jedné gelové
desti¢ce. Souprava obsahovala 10 gelli pro pfimé pouziti , 10 jednorazovych aplikatord,
20 jednorazovych houbicek nasycenych pufrem, 1 lahvicka koncentrovaného barviciho
roztoku amidocerné, filtracni papiry. Reagencie, které jsou potiebné pro vySetieni, ale
nejsou soucasti setu, se dokupuji zvlast, jako napt. HYDRASY'S odbarvovaci roztok,

HYDRASYS promyvaci roztok ¢i Fluidil. ( Hydrasys, Sebia — technicky manual)
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4. Vysledky

VysSetteni na celkovou bilkovinu a elektroforézu Vv séru darci jsem provadéla
v Laboratofi klinické chemie, Nemocnice Ceské Budg&ovice a.s. pod dohledem
laborantky. Vysledky meéfeni jsem zpracovala do barevnych grafi a ptehlednych
tabulek v programu Microsoft Excel 2007. Soucasti vysledkd jsou i dopliujici
informace o darcich v tabulce €. 14. ( vék, pohlavi darct, hmotnost a mnozstvi odebrané
plazmy). Vsechny naméfené vysledky se nachazi v Piloze ¢.1. Ze zjisténych vysledki
byly zpracovany zakladni parametry, jako je aritmeticky prumér, smérodatna odchylka,
minimum, maximum a median. Soucasti je i procentualni vyskyt snizené hladiny

proteind v séru u vySetfovanych darc.
4.1.Celkova bilkoviny

Tab. 1 Nameérené parametry u celkové bilkoviny pred odbérem plazmaferézy [ g/l ]

Priimér 73
Smérodatna odchylka 4,1
Minimum 64
Maximum 81
Median 73

Zdroj: Vlastni vyzkum

Tab. 2 Namérené parametry u celkové bilkoviny po odbéru plazmaferézou [ g/l |

Primér 57
Smérodatna odchylka 3,8
Minimum 51
Maximum 67
Median 56

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Graf 1 Nameérené hodnoty celkové bilkoviny pred a po plazmaferéze [ g/l |
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Zdroj: Vlastni vyzkum

Tabulka ¢. 1, zobrazuje zékladni parametry namétenych hodnot celkové bilkoviny
Vv séru pted a po plazmaferéze. Tabulka €. 2, zndzoriiuje zdkladni parametry namétenych
hodnot po plazmaferéze. Z grafu ¢. 1, je patrné, ze odbér plazmaferézou ovliviiuje

vysledky celkové bilkoviny.
4.2 .Elektroforéza
4.2.1. Frakce albuminu

Tab. 3 Nameérené parametry u albuminové frakce pred odbérem plazmaferézou [ g/l |

Prumér 473
Smérodatna odchylka 3,5
Minimum 39,0
Maximum 55,0
Median 48,1

Zdroj: Vlastni vyzkum
47




Tab. 4 Namerené parametry u albuminové frakce po odbéru plazmaferézou [ g/l |

Priumeér 36,6
Smérodatna odchylka 3,9
Minimum 30,3
Maximum 45,1
Median 36,6

Zdroj: Vlastni vyzkum

Graf 2 Namérené hodnoty albuminové frakce pred a po plazmaferéze [ g/l |
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Tabulka ¢.3 zobrazuje zakladni parametry naméfenych hodnot albuminové frakce
pied plazmaferézou. Tabulka ¢.4 znazoriuje zakladni parametry naméfenych hodnot po
odbéru plazmaferézou. Na Grafu €. 2 je moZzné vidét vyrazngj$i rozdily v namétenych

hodnotach.
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4.2.2. Frakce a-1-globulini

Tab. 5 Namérené parametry u a-1-globulinové frakce pred plazmaferézou [ g/l |

Primér 2,17
Smérodatna odchylka 0,41
Minimum 1,50
Maximum 3,30
Median 2,20

Zdroj: Vlastni vyzkum

Tab. 6 Namerené parametry u a-1-globulinové frakce po plazmaferéze [ g/l |

Primér 1,69
Smérodatna odchylka 0,28
Minimum 1,20
Maximum 2,30
Mediian 1,60

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Graf 3 Nameérené hodnoty frakce a-1-globulinii pred a po plazmaferéze [ g/l ]
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Zdroj: Vlastni vyzkum

Tabulka ¢.5 =znazornuje zakladni parametry naméfenych hodnot frakce
a1 globulini ptfed plazmaferézou. Tabulka ¢.6 obsahuje zdkladni parametry

naméfenych hodnot po plazmaferéze. Na grafu ¢.3 jsou vidét snizené hodnoty.
4.2.3. Frakce a-2-globulini

Tab. 7 Namérené parametry u frakce a-2-globulinii pred plazmaferézou [ g/l |

Primér 7,33
Smérodatna odchylka 0,93
Minimum 5,80
Maximum 9,80
Median 7,50

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Tab. 8 Namérené parametry u frakce a-2-globulinit po plazmaferéze [ g/l ]

Prumér 5,82
Smérodatna odchylka 0,59
Minimum 4,80
Maximum 6,80
Median 5,90

Zdroj: Vlastni vyzkum

Graf 4 Nameérené hodnoty frakce o-2-globulinii pred a po plazmaferéze [ g/l |

Frakce alfa-2-globulinu pired a po plazmaferéze

2120

=

S 100

A

[}

| 8,0

: | ﬁ
[

£ 60 [/ ! | ~ ARG g
%o |

- Bl

"E 4,0

=

2 2,0

=

e

E OPO T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
32 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
2 darciacastnici se odbéru

—4—pied plazmaferézou po plazmaferéze

Zdroj: Vlastni vyzkum

Tabulka ¢.7 obsahuje zékladni parametry namétenych hodnot u frakce o—2 -
globulint pfed plazmaferézou. Tabulka ¢. 8 dokumentuje zékladni parametry
naméfenych hodnot po plazmaferéze. Z grafu ¢. 4 je patrné, ze k vétsimu snizeni pred a

po plazmaferéze nedochazelo.
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4.2.4. Frakce f-globulina

Tab. 9 Namerené parametry u frakce [-globulinii pred plazmaferézou [g/l |

Primér 6,80
Smérodatna odchylka 1,12
Minimum 4,70
Maximum 9,40
Median 6,70

Zdroj: Vlastni vyzkum

Tab. 10 Namérené parametry u frakce p-globulinii po plazmaferéze [ g/l |

Prumér 5,41
Smérodatna odchylka 0,64
Minimum 4,10
Maximum 6,60
Median 5,50
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Graf 5 Namérené hodnoty frakce [-globulinii pred a po plazmaferéze [ g/l |
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Tabulka ¢.9 obsahuje zdkladni parametry naméfenych hodnot frakce B-globulinii
pied plazmaferézou. Tabulka ¢.10 vyjadiuje zakladni parametry hodnot po

plazmaferéze. Na grafu ¢.5 jsou vidét snizené hodnoty.
4.2.5. Frakce y-globulinii

Tab. 11 Namérené parametry u frakce y-globulinii pred plazmaferézou [ g/l |

Prumér 9,32
Smérodatna odchylka 2,35
Minimum 5,20
Maximum 14,50
Median 9,10

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Tab. 12 Nameérené parametry u frakce y-globulinii po plazmaferéze [ g/l |

Priamér 7,44
Smérodatni odchylka 1,70
Minimum 4,40
Maximum 10,90
Median 7,40

Zdroj: Vlastni vyzkum

Graf 6 Nameérené hodnoty frakce y-globulinii pred a po plazmaferéze [ g/l |
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Tabulka ¢.11 obsahuje zékladni parametry 0 naméfenych hodnotach frakce
vy globulint pfed plazmaferézou. Tabulka ¢.12 dokumentuje zakladni parametry hodnot

namétfenych po plazmaferéze. Na Grafu 6. jsou vidét snizené hodnoty.

Tab. 13 Pocet darcii se snizenou hladinou bilkovin v séru po odbéru plazmaferézou

[ pocet osob |
Referencni hodnoty SniZené hodnoty
[ pocet osob | [po&et osob ]

Celkova bilkovina 4 21
Albumin 1 24

Alfa - 1 - globuliny 25 0
Alfa- 2 -globuliny 22 3
Beta - globuliny 4 21
Gama - globuliny 20 5

Zdroj : Vlastni vyzkum

Graf 7 Procentualni vyskyt snizeni CB a elektroforetickych frakci u darcii po odbéru
plazmaferézou [ %]
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Tabulka ¢.13 dokumentuje pocty darcli, u kterych byla zjiSténa snizend hladina
vySetfovanych proteinii v séru po odbéru plazmaferézou. Graf ¢.7 znazornuje pocet

téchto osob v procentech.

Graf 8 Procentudlni zastoupeni ddarcii ucastnicich se odbéru dle pohlavi [ % |
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Graf 9 Procentudlni zastoupeni darcii ucastnicich se odbéru dle vekovych skupin [ % |

Procentualni zastoupeni darcu dle vékovych skupin

4%
12%

H18-20 H21-30 M31-40 E41-50 E51-60

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Graf ¢.8 obsahuje procentudlni zastoupeni déarcti dle pohlavi, graf ¢.9 vykazuje
procentualni zastoupeni darci dle vékovych skupin. Tabulka ¢.14 dokumentuje
doplilujici informace o darcich. VSechny naméfené vysledky jsou obsazeny

v Priloze ¢.1.

Tab. 14 Doplnujici informace o darcich ucastnicich se odbéru

¢. pohlavi ‘ vek hmotnost [ kg ] | odebrana plazma [ ml ]
1 muz 47 98 880
2 zena 21 55 650
3 zena 22 72 800
4 muz 43 99 880
5 zena 25 114 880
6 zena 32 61 700
7 muz 58 84 880
8 muz 32 87 880
9 zena 24 66 751
10 zena 19 79 852
11 zena 19 58 651
12 zena 50 57 650
13 muz 22 67 750
14 zena 20 65 751
15 muz 27 119 880
16 muz 19 85 880
17 zena 27 66 751
18 muz 20 105 880
19 zena 20 58 650
20 muz 22 88 880
21 zena 22 60 700
22 zena 23 65 751
23 muz 20 73 800
24 zena 19 79 851
25 zena 22 58 650

Zdroj: Vlastni vyzkum
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5. Diskuze

Vyzkum k mé bakalaiské praci probihal v Laboratofi klinické chemie Nemocnice
v Ceskych Budgjovicich, kdy jsem pod dohledem laborantky provedla méfeni
50. vzorkti séra od 25. darci odebranych pfed a po plazmaferéze, ziskanych
Z plazmaferetického centra Plasmafera s.r.o, kterd se zabyva odbéry plazmy pro dalsi
zpracovani. Tyto vzorky sér jsem vysetiila na celkovou bilkovinu a elektroforézu.
Stanoveni celkové bilkoviny patfi mezi rutinni biochemickd vySetfeni, které jsem
provadéla pomoci analyzatoru ADVIA 1800 od spolecnosti Siemens. Vysetieni celkové
bilkoviny je citlivy test pro posouzeni celkového stavu pacienta, kdy vysledky mohou

poukazat na postizeni ledvin nebo traviciho ustroji. (Dastych, Breinek 2008)

V piipad¢ stanoveni celkové bilkoviny byla pouzita Biurctova reakce, ktera
se pouziva v bézné rutinni biochemické praxi. Namétené hodnoty jsou patrné v grafu
¢.1, kde je zaznamenano vyrazn&j$i snizeni po provedeni plazmaferézy. Median je
v tomto ptipadé 73 pied odbérem a 56 po odbéru. V tomto méfeni jsem zjistila 21
snizenych hodnot. Pouze 4 darci méli hodnoty celkové bilkoviny v normdlni hladiné.
Byl zjistén jeden darce se snizenou hodnotou celkové bilkoviny jiz pted samotnym

odbérem.

Elektroforéza sérovych bilkovin byla provadéna pomoci systému HYDRASYS
asetu SEBIA 15/30 protein, kdy princip metody byla elektroforéza na agarézovém

gelu.

U albuminové frakce, jejiz hodnoty jsou zobrazeny na grafu ¢. 2, jsou patrné
snizené hodnoty. Median byl v tomto piipadé 48,1 pred odbérem a 36,6 po odbéru.
V tomto meéfeni jsem zaznamenala 24 sniZenych hodnot albuminu po provedeni
plazmaferézy. Pouze jeden darce m¢l hladinu alouminu v normalnich hodnotach. U tii

dérct byli hodnoty albuminu sniZené jiz pted odbérem.

Graf ¢.3, znazoriiuje naméfené hodnoty a-1-globulinové frakce, kde k vyraznym

poklestim nedoslo. Median byl v tomto ptipadé 2,20 pted odbérem a 1,60 po odbéru.
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Ze vzorkl odebranych po plazmaferéze nebyly zjistény zaddné snizené hodnoty v této

frakci.

V piipad¢ frakce a-2-globulini, jejiz naméfené hodnoty jsou vyneseny v grafu ¢.4,
bylo zjisténo snizeni hodnot pouze u 3 vzorkii. Median byl 7,5 pfed odbérem a 5,9 po

odbéru.

Frakce B-globulinu je hodnocena na grafu ¢.5. U této frakce bylo zjisténo 21 vzorka

se snizenou hladinou B-globulinti po odbéru plazmaferézou.

U hodnoceni frakce y- globulinii jsou v tabulce ¢. 11 a 12 lehké rozdily mezi
naméfenymi hodnotami ptfed a po plazmaferéze. Na grafu ¢.6 jsou vidét lehka snizeni

hodnot. Bylo zjisténo 5 vzorki se snizenou hladinou po provedeni plazmaferézy.

Dulezity hlediskem celého procesu je i1 preanalyticka ptiprava darce pred vlastnim
odbérem plazmaferézou, kdy je zapotiebi, aby déarci dodrzovali opatieni, nutnd pted
odbérem. Jejich soucasti je dodrZzovani stravovacich omezeni, dieta 14-16 h pted
odbérem, dostatecny pitny rezim, vyvarovat se fyzické ndmahy a nehladovét. Darce
musi dodrzovat i intervaly mezi odbéry, které nesmi byt krat$i nez dva tydny, nebot’
poklesy a nasledna kompenzace hodnot miize byt pro organismu zatéZujici. Otazkou je,
jak muize ovlivnit odbér plazmaferézou a sniZzeni hladiny bilkovin v séru, byt
piechodné, samotného darce a jak se toto snizeni muze projevovat? Mohlo by to
ovlivnit samotny odbér a vést k preruseni nebo dokonce ukonceni odbéru jesté pred
dosazenim stanoveného objemu plazmy z diivodu, jako jsou napt. mdloby, dehydratace,
pocit nevolnosti, nechutenstvi ¢i dokonce az ke kolapsu darce? Zaroveni by bylo vhodné
provést dale vySetieni bilkovin napt. 14 dni po odbéru, aby bylo zjiSténo, za jaky cas se

hladiny proteinti dostanou zpét na normalni hladinu.

Graf ¢.7 zaznamenava procentudlni sniZzeni celkové bilkoviny a elektroforetickych
frakci vséru poodbéru plazmaferézou. Zbyvajici dva grafy zaznamenavaji
procentualni zastoupeni darct dle jejich pohlavi, viz graf ¢.8 a dle vékovych skupin, viz

graf ¢.9. V neposledni fadé nechybi ani cely piehled naméfenych vysledkt
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zpracovanych V pfiloze ¢.1 a doplilujici informace o darcich tcastnicich se odbéru

V tabulce ¢.14.

Z vysledkli vySetfeni je pravdépodobné, ze snizeni parametrd bilkoviny v séru
nastalo samotnym odbérem plazmaferézou a nafedénim organismu darcua fyziologickym
roztokem v ramci kompenzace odebrané plazmy. U darcu, ktefi odbéry absolvuji
pravidelng, se da usuzovat, ze jejich zdravotni stav je v pofadku. OvSem v ptipadech
nékterych darcti, byla hladina bilkoviny v krevnim séru snizena jiz pifed samotnym
odbérem plazmaferézou a po ni byly tyto hodnoty ve stavu hypoproteinemie. Vzhledem
Kk vySetieni, ktera darci podstupuji pted odbérem, by bylo mozna vhodné, obohatit je o
jista biochemicka vySetfeni, ktera by odhalila pfipadna rizika jiz pfed samotnym
odbérem plazmaferézou. Zaroven by bylo zajimavé pokracovat ve vyzkumu a darciim
odebrat 1 zkumavku srazlivé krve napi. za 14 dni po odebrani predchozich dvou
zkumavek krve ( pfed a po vykonu plazmaferézy), krev vysetfit a posoudit, za jaky
Casovy odstup nastane opctovné vyrovnani hladiny bilkovin v séru na normalni

( referen¢ni) hladinu.
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6. Zavér

Cilem mé bakalaiské prace bylo teoreticky a prakticky ovladnout metodiku
plazmaferézy, stanoveni celkové bilkoviny a elektroforézy v séru darcti ze ziskanych
vzorki pted a po vykonu plazmaferézy a z naméfenych vysledka zjistit, u kolika darct

doslo ke snizeni hladiny bilkovin v séru pod referen¢ni mez.

V Laboratofi klinické chemie Nemocnice v Ceskych Bud&ovicich a.s, jsem
provedla méfeni 50. vzorklt krve od 25. darcii. Z vySetienych vzorkti odebranych po
plazmaferéze bylo zjisténo snizeni hladiny celkové bilkoviny u 84% dérct ( 21 darct),
frakce albuminu byla sniZzena u 96% darct ( 24 darcu), u alfa;-globulinové frakce bylo
procento snizeni 0% ( zddny darce nemél po odbéru plazmaferézou snizené¢ hodnoty
v této frakci), alfay-globulinové frakce byla snizena u 12% darciu (3 darci), beta -
globulinova frakce byla sniZzena u 84% darctu( 21 darct) a frakce gama-globulinti byla

snizena u 20% darct ( 5 darcu).
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Prilohy

Priloha €. 1 Nameérené hodnoty celkové bilkoviny a elektroforézy v séru darcii pred a po

plazmaferéze — vysledky

Elektroforéza bilkovin ( %)
alfa | alfa | alfa | alfa

CB (g/l) [albumin |albumin| 1 1 2 2 | beta | beta|gama|gama
¢.
1720 590 729 71,7 26 27 82 83 91 98 72 75
2 | 730 60,0 659 64,8 38 39 104 106 92 96 10,7 111
3 [690 520 658 64,9 34 34 10,7 114 97 100 104 103
4 1760 57,0 632 63,3 28 26 108 110 10,3 9,9 129 1372
5 |740 580 65,2 64,1 30 30 104 111 100 99 114 119
6 | 76,0 56,0 63,6 63,4 29 28 10,7 10,7 94 98 134 133
7 | 69,0 59,0 66,7 66,5 22 20 93 89 80 85 138 141
8 | 77,0 63,0 67,7 67,2 25 24 83 78 80 87 135 139
9 [77,0 550 60,2 59,1 30 28 97 92 87 100 184 189
10| 73,0 56,0 58,3 57,7 39 37 105 106 98 104 175 17,6
111740 550 675 66,0 27 27 95 97 73 77 13,0 139
121 70,0 550 68,8 67,5 28 30 109 113 7,7 83 98 99
131640 520 721 70,7 27 29 90 92 73 79 89 93
141710 530 63,6 61,7 32 33 109 118 95 102 12,8 13,0
151710 620 69,8 67,2 22 24 88 97 85 92 10,7 115
16 | 68,0 56,0 66,6 65,4 26 28 90 94 88 86 130 138
171770 61,0 60,3 58,9 30 33 98 95 102 109 16,7 17,4
181810 670 67,9 67,3 24 23 91 96 92 87 114 121
191650 51,0 60,0 60,0 36 38 124 126 126 12,0 114 116
20| 75,0 60,0 67,3 68,3 27 24 95 96 85 84 120 11,3
211750 53,0 56,2 57,1 44 44 130 128 125 118 139 139
22179,0 60,0 61,3 61,4 30 29 91 90 83 85 183 182
231710 56,0 67,9 67,5 26 25 95 98 81 81 119 121
241730 540 58,7 57,8 36 38 122 126 122 119 133 139
25| 750 550 64,9 64,0 30 32 103 105 10,0 98 118 125
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Piiloha €. 2 Dotaznik darce plasmy, cast 1
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Piiloha €. 3 Dotaznik darce plasmy, cast 2
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Piiloha €. 4 Dotaznik darce plasmy, cast 3
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Piiloha €. 5 Dotaznik darce plasmy, cast 4

K ODBERU
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