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,Celkova bilkovina*
= suma vSech bilkovin v analyzovaném materidlu

* Referen¢ni meze:
60 — 85 g/L

* Snizeni: ztraty
bilkovin, zejm.
albuminu

 ZvySeni: dehydratace,

paraproteinemie

1)
2)

Stanoveni:
Kjeldahlova metoda

(donedavna referencni)

Biuretova metoda (dnes
referencni)

Stanoveni nizkych koncentraci

(moc, likvor):

1. Vazba barviva (Coomassie Brilliant

Blue, pyrogallolova
cerven/molybdenan)

2. Turbidimetricky (zakal reakci s

TCA, benzethonium-chloridem),
popf. nefelometricky (méfeni
rozptyleného svétla)



Kjeldahlova metoda: Parnasuv-Wagneruv pristroj pro destilaci
amoniaku vodni parou




Kjeldahlova metoda

(obr. z Volka a kol. Analyticka chemie II. VSCHT Praha 1995)

1. Izolace sérovych bilkovin srazenim (oddéleni ,,nebilkovinného
dusiku®)

» 2. Katalyzovana reduk¢ni mineralizace varem s koncentrovanou
H,SO,

* 3. Ze vzniklé amonné¢ soli se plisobenim koncentrovaného NaOH
uvolni v uzaviené aparatufe NH,

* 4. NH; se vydestiluje vodni parou do znamého objemu odmérného
roztoku kyseliny (nejcastéji H,SO,) o zndmém titru (nebo jimame
do slabé kyseliny - H;BO, — a stanovujeme pfimo acidimetricky)

* 5. Neutralizaci vznikne opét amonna siil a nadbytek kyseliny se
stanovi titraci odmérnym roztokem hydroxidu

. 6. Vypocet:
n(NH;) = n(N) =n(H*) —n(OH")

§§5ﬁ§é§§° Parnasiv-Wagneriv destila&ni pfistroj pro stanove:f7,Pfepoéetruipﬂhnérny'Obsah

1 = vyvijgé vodni pary; 2 - kondenzacdni trubice; 3 - plnici otvor .
4 ~ chladié; 5 - jimadlo: 6 - destilacni barnka dusiku v bilkovinach (16 %)



Kjeldahlova metoda - reakce

1) Digesce — varem vzorku v kyselin€ sirové za ptitomnosti katalyzatoru:
organicky N + H,S0,
— (NH4),8S04 + H,0 + CO, + H,S0,4 + vedlejsi produkty matrice

2) Destilace:

a) produkt digesce je kvantitativné preveden do destilacniho aparatu a v prebytku se
pfida NaOH — dojde ke konverzi siranu amonného na volatilni amoniak:
(NH4,)ZSO4_ + NaOH - 2NH3 + Na2504, + 2H20 + NaOH

b) amoniak je jiman bud’ do roztoku siln¢ kyseliny, jejiz maly piebytek je pote
zpétné titrovan standardni zasadou, nebo do kyseliny borité jako dihydrogenboritan
amonny:

NH3; + H3BO3; - NH,H,B0O3 + H3BO3

3) Titrace: pti destilaci amoniaku do kyseliny borité ndsleduje jediny titra¢ni krok —

titrace silnou kyselinou (zprav. H,SO,) za pouziti acidobazického indikatoru se

zménou pH mezi 4 a 6 (smiSeny indikator bromkrezoloveé zelené s methyl¢erveni):
2NH4,H2303 + H2504_ - (NH4_)ZSO4, + 2H3303



Kjeldahlova metoda — finalni vypocet koncentrace
celkové bilkoviny (CB, TP = total protein)

« TP (g/L) = (V-T-0.14007 - 6.25)/V0ricu

V' = spotieba titracniho ¢inidla v mL na vzorek (pfesnéji: s odeCtenim spotieby
titraCniho ¢inidla na blank);

T = titr titra¢niho ¢inidla (mol/L)

Faktory 0.14007 a 6.25 slouZzi k piepocCtu titracniho Cinidla na N (mg), resp. TP
(g/L)

Blize viz Chromy V et al. Crit Rev Anal Chem 2015;45:106-11 a Vinklarkova
B et al. Crit Rev Anal Chem 2015;45:112-18



Biuretova reakce

(schéma vpravo z F. Novak: Uvod do klinické biochemie. Karolinum, Praha 2002)
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Biuretova metoda

Reakce Cu?* v alkalickém prostiedi s
peptidovou vazbou (-CO-NH-) v
bilkovinach

Intenzita vzniklého ¢ervenofialového
komplexu je imérna poctu peptidovych vazeb

Fotometricka detekce pti 540 — 550 nm

Interference: lipémie, hemolyza,
hyperbilirubinémie (faleSn€ vyssi hodnoty)

SloZeni ¢inidla:

CuSO,, vinan draselno-sodny (komplexuje Cu®*

ktery by jinak v alkalickem prostredi vypadl
jako Cu(OH), ), jodid draselny (antioxidant-
zabranuje autoredukci Cu’*), NaOH

Zpravidla end-point stanoveni, ¢as > 8 min
(ustaleni reakéni rovnovahy za 15-30 min; za
10 min dosazeno 95-98 % celkového
zbarveni)



Biuretova reakce pro stanoveni bilkovin v moci

* Precipitace bilkovin TCA nebo HCl+fosfowolframovou kyselinou v ethanolu
* Koncentrace precipitovanych bilkovin centrifugaci

* Rozpusténi bilkoviny a reakce s biuretovym Cinidlem



Folin-Lowryho metoda

Kombinace biuretové reakce s ¢inidlem Folin-Ciocalteu
Cinidlo = fosfowolframova + fosfomolybdenova kyselina + alkalicky roztok Cu?*

Pravdépodobné dochazi k redukci Cu?* v komplexu s bilkovinou na Cu* a nasledné reakci Cu* s Folin-
Ciocalteuovym ¢inidlem

Dochéazi k redukci molybdenanu resp. wolframanu reakci s Tyr a Trp (popit. Cys, His) — dalS§i barevna reakce
vyrazn¢ zvysuje senzitivitu

Produkce tmavomodreho zbarveni méfencho pii 650 nm
Detekéni limit 5 — 10 mg/L
Interference: EDTA, (NH,),SO,, Triton X-100



Turbidimetrickeé stanoveni bilkovin reakci s benzethonium

chloridem
(doporucena metoda pro stanoveni celkove bilkoviny v moci a likvoru)

* Bilkoviny v alkalickém roztoku * V¢tsi zakal s albuminem nez s
reaguji s benzethonium chloridem globuliny

(kvartérni amoniovou soli) * Velmi vysoka koncentrace bilkovin =

* Vznikly zékal je stabilni a méalo nerovnomeérné rozptyleny zakal =
zavisly na teploté faleSné nizk¢é hodnoty !!



Nefelometrické stanoveni celkové bilkoviny

po precipitaci kyselinou trichloroctovou

(Reiber H. J Clin Chem Clin Biochem 1980; 18: 123-127;
Reiber H. J Biochem Biophys Methods 1983; 7: 153-160)

* 550 uL 2,4M TCA + 50 pL vzorku * Vyborna korelace s pracnéjsi

za stalého michani Lowryho metodou
* Meéfeni rozptyleného svétla  Pfi zvolené vysledné koncentraci
nefelometricky (kineticky) TCA (2,2M) vyrovnana reakce s

albuminem a imunoglobuliny (pfi

. ng1maln1 signal je dosazen za 1-4 nizsich koncentracich TCA

min poskytuje vyssi signal albumin, pii
* Linedrni zavislost signalu na vysSich koncentracich TCA

koncentraci CB v rozsahu 0,04 — 0,9 imunoglobuliny)

g/L

* Vyrazné zkalené vzorky (tkanové

* Neinterferuje hemolyza ani lipémie homogenaty, frakce membranovych
bilkovin) 1ze solubilizovat ptidanim
0,IM SDS v 0,1M NaOH



Stanoveni bilkovin podle Bradforda (1976)

* Vazba barviva (Coomassie Brilliant * Vyrazngjsi reakce s albuminem nez s
Blue G250) na bilkovinu (zejména na globuliny
Arg, méné na Trp, Tyr, His, Phe
zbytky) zptisobi posun absorp¢niho
maxima barviva od 465 k 595 nm

* Pi1 méfeni koncentrace bilkovin
bohatych na Arg (napft. histony) je
nutné pouzit na Arg bohaty standard

* K vazbé dojde do 2 minut a vzniklé

' - : * Det t SDS zeslabuj kci
zbarveni je stabilni 1 hodinu ctetgen zes'abuj€ rcakci s

albuminem vice nez reakci s globuliny
a nizkomolekularnimi proteiny



Marion Mckinley Bradford

(28.10. 1946 — 3. 5.2021)

* Arapid and sensitive
method for the quantitation
of microgram quantities of
protein utilizing the
principle of protein-dye
binding. Anal Biochem
1976;72:248-54




Stanoveni bilkovin metodou s pyrogallolovou Cerveni a

molybdenanem
* Pi1 vazbé bilkovin na smés * Absorbance pii1 580-620 nm je v
pyrogallolové Cervené s omezeném rozsahu umeérna
molybdenanem za pH = 2,5 se pfesune koncentraci bilkovin v roztoku

absorp¢ni maximum od ptivodnich
460 nm (samotné¢ Cinidlo) k 600 nm
(580-620 nm — komplex)



Stanoveni jednotlivych plazmatickych bilkovin

* V naproste vétsiné pripadu reakce se specifickou
protilatkou (vyjimky: albumin, fibrinogen — 1ze 1
jinym zpusobem)

« Radialni imunodifiaze (RID) — precipita¢ni metoda (d?
precipitacniho prstence je umérné koncentraci analytu)

* Reakce v roztoku (protilatka vzdy v nadbytku!!) — ubytek
intenzity zafeni ze zdroje po pruchodu kyvetou s roztokem dany
rozptylem svétla na imunokomplexech (turbidimetrie) nebo
méfeni rozptyleného svétla (nefelometrie); pro nizke
koncentrace (cca 0,5 — 10 mg/L) je specificka protilatka
navazana na latexové Castice (niZsi detekCni limit — viz déle)

* Reakce se znaCenym tretim reaktantem (pro velmi nizké
koncentrace analytu <0,1 — 1 mg/L)



Kvantitativni stanoveni: pro koncentrace nad S - 10 mg/L

A) Imunoprecipitacni reakce v gelu (RID podle Manciniov¢)
B) Elektroimunostanoveni (EID) podle Laurella
C) Imunoprecipitacni reakce v roztoku ( s turbidimetrickou

nebo nefelometrickou detekci)



A) Imunochemicka reakce v gelu
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B)

Kvantitativni méreni
Imunochemicka reakce v gelu

Elektroimunodifuze dle Laurella
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Prostredi: PEG

C) Imunoprecipitace v roztoku:

Detekce: nefelometrie, turbidimetrie

Stanoveni koncentrace: IgG, IgA, IgM, proteiny akutni faze

Step 1
Specimen containing < .~
specific antigen /=

+
Diluent Buffer
(R1 Reagent)

-
-
-
-

Step 2

"t -
| -
-

Specific |t s
{ protein antiserum /- 7
-

(R2 Reagent)

Step 3

Antibody combines
with specific antigen,

Immunocomplex
results in
solution turbidity




TURBIDIMETRIE
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Meérici techniky
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Mnozstvi precipita

Heidelbergerova-Kendallova kiivka

(Heidelberger M, Kendall FE. A quantitative theory of the
precipitation reaction. J Exp Med 1935, 62: 697-720)

Measuring Zone —> <———— Equivalence Zone ! Antigen Excess Zone™*
i (Prozone Effect)

Critical Point:

Antigen levels which may
lea s results

MnoZstvi antigeny mmmmmmm——



Vliv koncentrace protilatky na zoénu ,,bezpeci‘

Signal

- S

Measuring Ag concentration
range

Figure 19. Dose-response curves illustrating the effect of increasing antibody

concentration on the security range (dotted line).
1: Low, 2: Medium, 3: High antibody concentration.



Vyuziti latexovych Castic (pro nizke koncentrace analytu)

; Ag from tha sample
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Kinetika versus end-point stanoveni

(obr. z H. Reiber: Methodische Grundlagen der Analytik. In: Wildemann, Oschmann, Reiber (Eds.): Neurologische
Labordiagnostik. Thieme, Stuttgart, 2006: p. 20.)
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End point nefelometrie

Buffer Ag Ab

I

Signal

Time
Figure 3. Signal development as a function of time.

The addition of buffer, antigen (Ag), and antibody (Ab) to the reaction cuvette is

indicated by arrows.

Buifer Ag Ab *

b

Rate

fixni ¢as

Rate nefelometrie

Time

Figure 4. Reaction velocity (rate) as a function of time.

The addition of buffer, antigen (Ag}, and antibody (Ab) to the reaction cuvette is

indicated by arrows.
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Lord Rayleigh (1871)

Vliv velikosti ¢astice a vinové délky

= 2 in2 4 2
RAYLEIGH SCATTERING s |O.16.ﬂ? .a.sin“e® / Atr

|, — intenzita rozptylu

a — koeficient polarizovatelnosti

o — intenzita puvodniho paprsku

INCIDENT
LIGHT

® — uhel pozorovani

A — vinova délka

r — vzdalenost od detektoru

90°

0° B

BACK —_ FORWARD
SCATTER SCATTER
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270°




Nefelometrie: rozptyl svétla na Casticich

(obr. z H. Reiber: Methodische Grundlagen der Analytik. In: Wildemann, Oschmann, Reiber (Eds.):
Neurologische Labordiagnostik. Thieme, Stuttgart, 2006: p. 20.)

Rayleigh-Streuung Rayleigh-Debye-Streuung
(d=<<d) (d<h)

> 2

a

Mie-Streuung
(d>1)

b p =einfallender Lichtstrahl

—> =Richtung und Intensitat
des Streulichts

d =Partikeldurchmesser

L =Wellenlange

4 4







Rozptylove vlastnosti nékterych bézné vysetrovanych castic
(podle Whicher JT, Price CP, Spencer K. Immunonephelometric and immunoturbidimetric assays for proteins.
Clin Rev Clin Lab Sci 1982; 18(3): 213-260
Pozndmka: 1 A= 10"m = 0,1 nm

— Typ rozptylu

200 A 0,07 Rayleighiiv
IgM 400 A 0,13 Rayleigh-Debyelv
o-lipoprotein 50150 A 0,03 Rayleightiv
B-lipoprotein 150 —300 A 0,06 Rayleighiiv
albumin 60 - 80 A 0,02 Rayleightiv
chylomikrony 0,2—-0,45 pm 0,40 — 0,92 Rayleigh-Debyetiv
E. coli 0,5—-3 um 6 Mietv
B. anthracis 1,25 - 8 um 17 Mietv

erythrocyty 7,5 pm 18 Mietv
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Shrnuti
BliZe viz Stern P. Soucasné moznosti turbidimetrie a nefelometrie. Klin Biochem
Metab 2006; 14(35), No.3: 146-151 (dostupné na www.cskb.cz )

Turbidimetrie

sniZeni intenzity paprsku svétla po
prichodu mikroheterogennim
prostiedim roztoku (180°)

turbidance zpusobena: rozptylem,
odrazem, absorpci

mozZnost méfeni citlivymi
spektrofotometry

s pfichodem stabilnich fotometri
s vysokym rozliSenim konkuruje
v citlivosti nefelometrii v oblasti
metod pro imunologickou kvantifikaci
sérovych proteinii

Nefelometrie

detekce svételne€ energie rozptylené
nebo odrazené smérem k detektoru,
v jiném Uhlu nez 180°

casto méteni v tthlu 90°, jindy
v menSim thlu pfi rozptylu na vétSich
Casticich

metoda volby : vySSi senzitivita
(zeym. v end-point provedeni) pro

detekci nizkych hladin komplexu
Ag-Ab



Pojmy absorbance (A) a opticka denzita (OD)

* Absorbance (A)
* A=log (1/T)

» Zeslabeni paprsku po prichodu reakénim
prosttedim zplisoben¢ absorpci = pohlcenim
fotonu spojenym s excitaci molekuly do
vysSiho energetického stavu

* Ve ziedénych roztocich plati pro A
Lambertiv-Beertiv zdkon: A = g*c*l, tj. lze
predpokladat linearni zavislost A na
koncentraci stanovovan¢ho analytu

Opticka denzita (OD)
OD = log (1/T)

Zeslabeni paprsku po pruchodu
reak¢nim prostifedim zplisobené
absorpci, rozptylem svétla a;.

OD je pojem nadfazeny pojmu A

Pro OD obecné neplati
Lambertiv-Beertiv zakon, tj.
nelze obecné predpokladat
linearni zavislost OD na
koncentraci stanovovaného
analytu = Casto tfeba
vicebodova kalibrace



Certifikovany referen¢ni material (CRM) na bazi lidského séra:

ERM-DA470k/IFCC

Alfa2-makroglobulin (A2M) 1,43 g/L 0,06 g/L
Alfal-kysely glykoprotein (AAG) 0,617 g/L 0,013 g/L
Alfal-antitrypsin (AAT) 1,12 g/L 0,03 g/L
Albumin 37,2 g/LL 1,2 g/L
C3c 1,00 g/L 0,04 g/L
C4 0,162 g/L 0,007 g/L
Haptoglobin (HPT) 0,889 g/L. 0,021 g/L
IgA 1,80 g/LL 0,05 g/LL
IgG 9,17 g/L 0,18 g/L
IgM 0,723 g/LL 0,027 g/L
Transferin (TRF) 2,36 g/L 0,08 g/L
Transthyretin (prealbumin) (TTR) 0,220 g/L 0,018 g/LL
Beta2-mikroglobulin (B2M) 2,17 mg/L 0,07 mg/L



Plazmatické bilkoviny: obvyklé referencni meze

Secchiero S, Sciacovelli L, Plebani M. Harmonization of units and reference intervals of
plasma proteins: state of the art from an EQA scheme. Clin Chem Lab Med 2019; 57(1): 95-

105
Bilkovina | Refmeze | | Bilkovina | Refmeze
Albumin 35-52 g/L Prealbumin 0,2-0,4 g/L
IgG 7—-16 g/L AAT 0,9-2,0g/L
IgA 0,7-4,0 g/L AAG 0,5-1,2 g/L
IgM 0,4—-23g/L A2M 1,3-3,0 g/L
C3 0,9-1,8 g/LL HPT 0,3-2,0g/L

C4 0,1-0,4¢g/L CRP <5 mg/L



Stanoveni albuminu

(schéma vpravo z F. Novak: Uvod do klinické biochemie. Karolinum, Praha 2002)

Vazba barviva = zména jeho
absorp¢niho maxima: bromkresolova
zelen (BCG); bromkresolovy purpur
(BCP), 2-(4'-
hydroxyazobenzen)benzoova kyselina
(HABA)

BCG: v prostiedi o pH 4,2 fotometricke
méfeni pti 630 nm: pozitivni
interference (o, a a,-globuliny) se
zvySuje s casem a teplotou = méfit
rychle (30 s po smichani séra s
barvivem)

Reakci se specifickou protilatkou proti
lidskému albuminu (RID, turbidimetrie,
nefelometrie)

Stanoveni CB + vypocet koncentrace
albuminu z elektroforézy
(denzitometrické vyhodnoceni) nebo z
kapilarni elektroforézy

Absorbance

HABA

400 500
Vinova délka (nm)

Obr 6-4 Spektra BCG, HABA a jejich komplexi s albuminem




Barviva vyuzivana pro stanoveni albuminu

Bromocresol green (BCG) Bromocresol purple (BCP)
3,3",5,5 -Tetrabromo-m-cresolsulfonphthalein 5,5’-Dibromo-o-cresolsulfonphthalein
M.w. 698.01 M.w. 540.22
HO Br




Figure 1 Average and range for albumin values, as tested by bromocresol
green (BCG) and bromocresol purple (BCP) ...
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Lab Med, Volume 49, Issue 4, November 2018, Pages 355-361, https://doi.org/10.1093/labmed/lmy020 @ OXFORD

The content of this slide may be subject to copyright: please see the slide notes for details.



Vyhody a nevyhody metod pro stanoveni koncentrace albuminu v

seru/plazme
Moreira VG et al. Lab Med, Volume 49, Issue 4, November 2018, Pages 355-361

Bromkrezolovy purpur (BCP) Bromkrezolova zelenn (BCG)

Podhodnocuje koncentraci albuminu u
selhani ledvin a dialyzovanych pacient

Specificté)si, protoze se vaze na lidsky
albumin a nevaZze se na globuliny

Okamzita reakce

Vysledky v dobré shodé¢ s
imunonefelometrii a elektroforézou

Snadno automatizovatelna

Vyzaduje kalibratory a kontroly na bazi
lidského séra (nizké afinita pro non-
humanni albumin)

Nadhodnocuje koncentraci albuminu v
oblasti nizkych koncentraci,
podhodnocuje koncentraci albuminu v
oblasti vysokych koncentraci

Interference specifické pro metodu — vaze
se nejen na albumin, ale také na al- a a2-
globuliny

Delsi inkubace zvySuje vazbu BCG na
jiné bilkoviny nez albumin

Pozitivni bias oproti imunonefelometrii a
elektroforéze

Snadno automatizovatelna

Lze pouzit zviteci kontroly a kalibratory



