Bilkoviny

CB v seéru, plasme, moci a likvoru:

* Mezi zakladni biochemicka vysetreni patri
stanoveni celkove bilkoviny. Hlavni skupiny
bilkovin tvori albumin (asi 50%) a globuliny

« Albumin je tvoren prevazne v jatrech. Udrzuje
stabilni onkoticky tlak (podili se na nem ze75%)
a ma vyznamné transportni funkce

« Globuliny - patfi tam ruzné typy proteinu, které
deli na alfa, beta a gamaglobuliny. Globuliny
jsou syntetlzovany take v jatrech, nebo jsou
tvoreny imunitnim systemem



Celkova bilkovina

« Specialni preanalyticke pozadavky: nejsou

 Referencni rozmezi: S/P  64-83 g/l
moc 0-0,15 g/l
likvor 0,15-0,45 ¢/l

 TMU (tolerancni rozpeti): S 4,0%



Celkova bilkovina

Metody stanoveni:

» Referencni metoda: reakce s biuretovym
cinidlem ( pro CB v séru )

» Certifikovany referencni material:
NIST/SRM 927a ( pro CB v séru )

* Doporucene rutinni metody: reakce
s biuretovym Cinidlem ( pro CB v séru )



Fotometrické metody

Metoda s biuretovym cinidlem :

Zavisi na pritomnosti peptidovych vazeb ve vSech proteinech
Doporucena metoda ke stanoveni celkové bilkoviny v séru a plasme

Peptidove vazby reaguiji v alkalickem prostredi s roztokem mednate
soli a tvori fialové zbarveny komplex nedefinovaného slozeni

Komplex je vhodny k fotometrickému stanoveni pfi 540 — 550 nm
Biuretova reagencie dale obsahuje:

- tartarat sodno-draselnym ke komplexaci médnatych iontlu a
zabraneni vysrazeni hydroxidu mednateho

- jodid draselny - antioxidant - zabranuje autoredukci medi

alkalicke
protein + Cu 2% ——-—memmemmem- — Cu- protein complex
prostredi



Celkova bilkovina v séru a plasmeé

Metoda s biuretovym Cinidlem— pokracovani:

Barevny chelat vznika mezi Cu %* a latkou, ktera
obsahuje alespor dvé H,N-C-, H,N-CH,-, CH2 , H,N-CS-
skupiny spojene primo nebo pres C nebo N atom

Mednaty iont je vazan koordinacni vazbou k Sesti
peptidovym vazbam

Aminokyseliny a dipeptidy nereaguji. Male peptidy davaji
ruzove zbarveni, ale vzhledem k jejich nizké koncentraci
VvV Séru je jejich prlspevek nevyznamny.

Intensita zbarveni je umérna pocCtu peptidovych vazeb
Detekcni limit byva kolem 2 g/l

Interference: Hemolyza a lipémie vadi az pfi vysokych
koncentracich ( hemoglobin reaguje jako protein)



Fotometrické metody

Metody vyuzivajici vazbu proteinu na barvivo:
- Pyrogallolova cerven, Coomassie blue

- stanoveni v moci a likvoru
- prestavaji se pouzivat

Nevyhody:
 nedostatecna stabilita Cinidla

* nerovnomerna schopnost vazby na barvivo pro
ruzné typy bilkovin

 faleSné sniZzeni koncentrace globulinu



Fotometrické metody

* Prima fotometrie v UV oblasti (méereni
absorpce svetla pri 280 nm, ktere zavisi
na pritomnosti aromatickych kruhu
tyrosinu a tryptofanu), oxidoredukcni
Lowryho metoda nebo refraktometrie -
v soucasne Kklinicke biochemii nemaji

vyznam



Turbidimetrické metody:

Stanoveni s benzethonium chloridem:
« Koncentrace celkove bilkoviny o dva rady nizsi
* Vyuzivaji se citlivejsi metod

Doporu¢ena metoda

« Celkova bilkovina reaguje s benzethonium chloridem za
vzniku zakalu, ktery se meri turbidimetricky pri 505

 Reakce probiha v alkalickem prostredi v pritomnosti
EDTA, ktery denaturuje bilkovinu a eliminuje interferenci
hofe€natych iontl

* Vyhoda metody - podobna reaktivita Cinidla s albuminem
a gama globuliny
- peptidy s kratkym retezcem neinterferuji



Turbidimetrické metody:

* Metoda vyuzivajici precipitace bilkovin
s kyselinou trichloroctovou nebo
sulfosalicylovou:

- vykazuje nestabilitu nebo flokulaci
precipitatu a také rozdily v chovani Cinidla
kK jednotlivym bilkovinam ve smesi

- je nezbytneé nutné nepouzivat kalibrator

na basi albuminu, ale zahrnujici spektrum
bilkovin tak, jak se vyskytuji v mocCi



Dalsi metody

Metoda s kyselinou sulfosalicylovou:

jako doplnujici zkumavkovy test pro semikvantitativni
stanoveni bilkoviny pri chemické analyze mocCe pomoci
diagnostickych prouzku, které zachycuji pouze albumin a
nikoliv lehke fetézce

Metody zalozeny na schopnosti proteinu vazat
barvivo — napr. Amido cern, kyselou violet

Vyuzivaji se zejména k barveni po elektroforetickém
rozdeleni



Dalsi metody

Kjeldahlova metoda:

Historicky nejstarsi metoda ke stanoveni celkove
bilkoviny

Zalozena na mineralizaci vzorku s kyselinou sirovou a
vydestilovani amoniaku do prediohy s kyselinou

Dojde k pfeméné bilkovinného dusiku na amonnou sul
Jeji koncentrace se pak stanovi titraci s hydroxidem
sodnym

Vysledek se koriguje o dusik nebilkovinné povahy ( tato
hodnota se ziska po vysrazeni bilkovin s kyselinou
trichloroctovou)

N_edé se_automatizovat, tudiz se v laboratorich klinické
biochemie nepouziva

Ma vyznam pri definovani referencnich materialt pro
biuretovu metodu



Albumin

* Analyzovany material: sérum, plasma, moc,
likvor

« Specialni preanalytické pozadavky: nejsou

 Referencni rozmezi: S/P 34-48 g/l
moC 0-30 mg/l
likvor 120-300 mg/I

« TMU: S 4,2%



Albumin v séru

Ve slabe kyselem prostredi se albumin chova
jako kation

Stanoveni zalozeno na reakci s aniontovym
barvivem vétsinou se skupinou — SO;H
Vyuzivaji se barviva, ktera se specificky vazou
na albumin v pritomnosti ostatnich serovych
bilkovin

Nutny posun absorpcniho maxima komplexu
albumin-barvivo proti absorpcnimu maximu
samotneho barviva



Stanoveni albuminu s bromkresolovou
zeleni (BCG) v séru a plasme:

Zlutozeleny roztok bromkrezolové zelené tvofi pfi pH 4,2
s albuminem zelenomodry komplex s maximem 630 nm

Vazba albuminu na barvivo neni zcela specificka -
barvivo Castecne reaguje take s a1 - a a2-globuliny, ale
pomaleji nez s albuminem

Nespecifickou vazbu minimalizuje odecitanim
absorbance kratce (30s) po smichani séra s barvivem

Jedna se o nejCastéji pouzivanou metodu



Stanoveni albuminu s bromkresolovym
purpurem (BCP) v séru a plasme :

« Zluty roztok bromkrezolového purpuru tvofi pfi
pH 5,2 za pritomnosti povrchove aktivnich latek

s albuminem zeleny komplex — maximum 600
nm

« Metoda je vysoce specificka



Stanoveni albuminu v séru a plasmé

« Referencni metoda — neexistuje

* Historicky pouzivana metoda s methyl oranzi -
vzhledem k nezadoucim interferencim se
nepouziva



Albumin v mogci

* Podobné jako pfi stanoveni CB se jedna o mnohem nizsi
koncentrace nez v séru

Imunoturbidimetrie nebo imunonefelometrie

« Se specifickou protilatkou proti lidskému albuminu tvori
albumin precipitat imunokomplexu

* Vznikly zakal se meri imunoturbidimetricky nebo
iImunonefelometricky

Drive se ke stanoveni albuminu v moci pouzivala metoda
ELISA nebo RIA



Stanoveni dalSich proteint

« Dalsi proteiny pritomné v séru v nizkych koncentracich
se prevazne stanovuji imunoturbidimetricky nebo
imunonefelometricky

* Pro stanoveni v séru a moci postacuje
iImunoturbidimetrie, pro stanoveni v likvoru je pro svou
citlivost vhodna imunonefelometrie

» Historicky - reakce na agarose s obsahem protilatky
Radialni imunodifuze — po obarveni krouzky
Elektroimunodifuze (elfo + imunoreakce soucasng) -
raketky



CRP v séru a plasme

C-reaktivni protein - nejCastéji stanovovany velmi citlivy protein
akutni faze

Jeho koncentrace se prudce zveda pri zanéetu

Neni specificky

Stanovuje se vétSinou imunoturbidimetricky

Existuji metody pro stanoveni supersenzitivniho CRP (pro
novorozence, kardio) stanovované napr. luminiscencni analyzou -
v praxi se neprosadily

RozSifené jsou metodiky na stanoveni Sirokospektralniho CRP
s mezi stanovitelnosti kolem 1 mg/I

Imunoturbidimetrické stanoveni zesilené na Casticich (particle-
enhanced) — antigen (CRP) reaguje a protilatkou proti CRP, ktera je
navazana na latexovych mikrocasticich. Vznikly komplex — precipitat

se stanovi turbidimetricky



Imunoglobuliny v séru (plasméeé) a likvoru

Imunoglobuliny v séru a likvoru
» dostateCnou citlivost maji pouze imunochemické metody

Imunoglobuliny G, A a M v séru Ci plasmé - stanovuji se
imunoturbidimetricky (imunonefelometricky)

v likvoru pouze imunonefelometrie
(dostatecCna citlivost)

* Imunoturbidimetrické i turbidimetrické metody jsou zalozeny na
meéreni zakalu vytvoreneho interakci mereného analytu se
specifickou protilatkou

» Vznik precipitatu se projevuje vzristem zakalu reakéni smési

« U imunoturbidimetrickych metod reakce Casto probiha v pritomnosti
PEG, ktery zvysuje rychlost reakce, citlivost a vyrazné omezuje
moznost rozpousténi precipitatu v pritomnosti nadbytku antigenu

« Hlavni vinova délka pro méreni absorbance - 340 nm



Imunoglobuliny

* Analyza jednotlivych polyklonalnich
imunoglobinu zahrnuje stanoveni koncentrace
smesi proteinu ruzné velikosti s podobnou
konstantni Casti a ruznou variabilni ¢asti

 Protilatky a referencni kalibratory jsou postaveny
proti normalnim lidskym sérim slozenym ze
smesi imunoglobulinovych podtrid

« Stanoveni jednotlivych polyklonalnich
imunoglobinu - spolehlivé



Imunoglobuliny

Stanoveni monoklonalnich imunoglobint —
problematické

Monoklonalni imunoglobiny maji pouze nektere
z determinant, s kterymi protilatky v antiséru reaguiji

Dochazi k rychlé tvorbé precipitatu, pro vysoke
koncentrace monoklonalnich imunoglobinu
(paraproteinu) jsou vysledky ziskané zejména po
naredeni nadhodnoceny

Pro absolutni koncentraci paraproteinu - elektroforéza a
denzitometrie

Imunochemické metody lze vyuzit ke sledovani zmeény
koncentrace téhoz paraproteinu



Imunoglobuliny D a E

Imunoglobuliny D a E v séru

* Vyzaduji ke stanoveni jeste citlivejsi analyticke
metody

* Obvykle se vyuzivaji imunoanalyzatory na
principu chemiluminiscence



Dalsi proteiny:
Prealbumin a transferin - velmi ¢etné stanoveni - v séru
(imunoturbidimetricky) a likvoru (imunonefelometricky)

Orosomukoid, Haptoglobin v séru (imunoturbidimetricky) a likvoru
(imunonefelometricky)

Alfa 1 — antitrypsin, Proteiny komplementu C3, C4 v séru
(imunoturbidimetricky)

Alfa 2 — makroglobulin v séru a moci, Alfa 1 — mikroglobulin
v moci (imunoturbidimetricky)

Ceruloplasmin — imunonefelometricky v séru — zejmeéna pro
monitorovani Wilsonovy choroby nutna velmi citliva metoda



Volné lehké retézce x a A

Imunoglobulinové molekuly :

- dva tézké retézce ( a,8,e,y nebo p, které uréuji imunoglobulinovou
tridu)

- dva identické lehké retézce

- kazdy lehky retézec je kovalentné navazan na tézky retézec

- tézké retézce jsou kovalentné spojeny v stézejni ¢ast

U zdravych jedincu je koncentrace volnych lehkych retézcti minimalni

Volné lehké retézce kappa existuji v séru prevazné jako monomery a
retézce lambda jako dimery

Proto rizny pomeér u glomerularni filtrace

V séru je pomeér volnych kappa ku lambda 0,625 zatimco pomér
vazanych volnych lehkych retézcu je 2

Ke stanoveni se pouziva imunonefelometricka pripadné
imunoturbidimetricka metoda



Nizkomolekularni proteiny Ci polypeptidy

Prokalcitonin — polypeptid, prekurzor hormonu
kalcitoninu
« Tvorba je stimulovana bakterialni a mykotickou infekci (bakterialni
meningitidy, sepse)
» Vysoka specificita, ale ne 100% (napf. tumory)
« Stanoveni v na principu luminometrie (Brahms)
. chemiluminiscence (Roche)

Cystatin C — polypeptid, jeho koncentrace stoupa umérné poklesu
glomerularni filtrace

« imunonefelometricky v séru se specifickou protilatkou chemicky
vazanou na polystyrénovych Casticich (Particle-Enhanced
Nephelometry)

Beta2 — mikroglobulin v séru - luminiscence



Referencni hodnoty (dospéli)

C3 0,9-1,84g/l
C4 0,17-0,4 g/l
CRP 0,0 — 5,0 mg/l

alfa - antitrypsin 0,9 -2,0 g/l
orosomukoid 0,25-4,0 g/l
prealbumin 0,2-0,4 g/l
transferin 2,0-3,649/l
haptoglobin 0,3-2,04g/



Referencni hodnoty (dospéli)

IgA 0,7 —-4,0 g/l
1IgG 7,0-16,0 g/l
IgM 0,4-2,34¢ll
ceruloplasmin 0,22-0,4g/lM
0,25-0,6 g/l Z

prokalcitonin 0,0 — 0,5 ug/l



Dalsi bilkoviny

* Neni zde pojednano o dalsich parametrech,
které sem patri slozenim

* Vzhledem k diagnostickeému vyznamu jsou
zarazeny jinde ( napr. ferritin, volny hemoglobin,
glykovany hemoglobin, fruktosamin, C — peptid)



