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e Sérum ziskame ze srazlivé krve (nechame stat 30 min pri
teploté mistnosti = prob&hne koagulace) centrifugaci

* Plazmu ziskame z nesrazlivé krve (pridavek
antikoagula¢nich ¢inidel: heparin, EDTA) centrifugaci (1ze
thned po odbéru)



Funkce bilkovin v organismu

Enzymy (>1500)
Strukturalni (kolagen, keratin)

Kontraktilni (aktin, myosin — kontrakce
svalu)

Protilatky (1munoglobuliny)

Transportni (albumin, transferin,
lipoproteiny)
Proteohormony (napf. insulin)



,,Celkova bilkovina*
= suma vsech bilkovin v analyzovaném materialu

* Referentni meze:
60 — 85 g/L

e Snizeni: ztraty
bilkovin, zejm.
albuminu

e ZvySeni:
dehydratace,
paraproteinémie

 Stanoveni:
1) Kjeldahlova metoda

(donedavna referencni)

2) 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),
popi. 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 redukéni mineralizace varem
s koncentrovanou H,SO,

* 3. Ze vznikl¢é amonné soli se plisobenim
koncentrovaného NaOH uvolni v uzaviené
aparatuie NH;

* 4. NHj; 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 piimo acidimetricky)

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

, . . 6. Vypocet:
obr.g.gfx., Parnasuv-Wagneruv destilaéni pristroj pro stanoven- YP
SMONIiaxiy — — + -
n(NH,) =n(N) =n(H") — n(OH
X vyvilijec vodnli pary; 2 - kondenzacéni trubice; 3 - plnici otvor (N 3) (N) ( ) (O )
4 —- chladi¢; 5 - jimadlo; 6 - destilaéni banka . 7. Pfepocet na primérny obsah

dusiku v bilkovinach (16 %)



Kjeldahlova metoda - reakce

1) Digesce — varem vzorku v kyselin€ sirove za pritomnosti katalyzatoru:
organicky N + H,S0,
— (NH4),S04 + 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 amonn¢ho na volatilni amoniak:
(NH,),S04 + NaOH - 2NH3; + Na,S04 + 2H,0 + NaOH

b) amoniak je jiman bud’ do roztoku silné kyseliny, jejiz maly prebytek je poté
zpétné titrovan standardni zasadou, nebo do kyseliny borité jako dihydrogenboritan
amonny:

NH; + H3BO3; > NH,H,B0O3 + H3BO;
3) Titrace: pi1 destilaci amoniaku do kyseliny borité nasleduje jediny titracni krok
— titrace silnou kyselinou (zprav. H,SO,) za pouziti acidobazického indikatoru se

zménou pH mezi 4 a 6 (smiSeny indikator bromkrezolové zelené s methylCerveni):
2NH4_H2303 + H2504_ - (NH4_)2$04_ + 2H3303



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

e TP (g/L) = (V-T-0.14007 - 6.25)/V,0rku

V' = spotieba titracniho Cinidla v mL na vzorek (presnéji: s odeCtenim spotieby
titraéniho ¢inidla na blank);

T’ = titr titracniho ¢inidla (mol/L)
Faktory 0.14007 a 6.25 slouZi k prepoctu titraéniho ¢inidla 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. Novéak: Uvod do klinické biochemie. Karolinum, Praha 2002)

,,Biuret* vznika ze dvou " .
molekul moc¢oviny % oo
zahratim za uvolnéni Zc”“""' " /:?C'uf’\ :Ho
amoniaku; neni to b A Moo
reagencie, ale sloudenina, "
ktera reaguje s Cu* v

alkalickém prostiedi il |,
analogicky jako peptidova \/\f‘;.;‘;&%
vazba v bilkovinach) | %
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Biuretova metoda

Reakce Cu?* v alkalickém
prostiedi s peptidovou vazbou
(-CO-NH-) v bilkovinach
Intenzita vznikl¢ho
cervenofialového komplexu je
umérna poctu peptidovych
vazeb

Fotometricka detekce pri 540 —
550 nm

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

SloZeni cCinidla:

CuSO,, vinan draselno-sodny
(komplexuje Cu?* ktery by
jinak v alkalickém prostiedi
vypadl jako Cu(OH), ), jodid
draselny (antioxidant-zabranuje
autoredukci Cu?*), NaOH

Zpravidla end-point stanoveni, ¢as
> 8 min (ustaleni reak¢ni
rovnovahy za 15-30 min; za 10
min dosazeno 95-98 %
celkoveho 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 ¢inidlem



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
nasledne reakci Cu" s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem

Dochazi k redukci molybdenanu resp. wolframanu reakci s Tyr a Trp (popf.
Cys, His) — dalsSi barevna reakce vyrazné zvysSuje senzitivitu

Produkce tmavomodrého zbarveni mérencho pii 650 nm
Detek¢ni limit 5 — 10 mg/L
Interference: EDTA, (NH,),SO,, Triton X-100)



Turbidimetrickeé stanoveni bilkovin reakci s

benzethonium chloridem
(doporu€ena metoda pro stanoveni celkove bilkoviny v moci a likvoru)

« Bilkoviny v alkalickém
roztoku reaguji s
benzethonium chloridem
(kvartérni amoniovou soli)

* Vznikly zakal je stabilni a
malo zavisly na teplot¢

Veétsi zakal s albuminem
nez s globuliny

Velmi vysoka koncentrace
bilkovin = nerovnomérné
rozptyleny zakal =
faleSné nizké 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 ulL 2,4M TCA + 50 pL vzorku
za stalého michani

M¢éteni rozptylencho svétla
nefelometricky (kineticky)
Maximalni signal je dosazen za 1-4
min

Linearni zavislost signalu na
koncentraci CB v rozsahu 0,04 —
0,9 g/L

Neinterferuje hemolyza ani lipémie

Vyborna korelace s pracnéjsi
Lowryho metodou

Pti zvolené vysledné koncentraci
TCA (2,2M) vyrovnana reakce s
albuminem a imunoglobuliny (pti
nizSich koncentracich TCA
poskytuje vyssi signal albumin, pii
vysSich koncentracich TCA
imunoglobuliny)

Vyrazné zkalen¢ vzorky (tkanove
homogenaty, frakce membranovych

bilkovin) lze solubilizovat ptidanim
0,1M SDS v 0,1M NaOH



Stanoveni bilkovin podle Bradforda (1976)

 Vazba barviva (Coomassie < Vyrazn¢jSireakce s

Brilliant Blue G250) na albuminem nez s

bilkovinu zpusobi posun globuliny

absorpcniho maxima * Detergent SDS zeslabuje

barviva od 465 k 595 nm reakci s albuminem vice
« K vazbé dojde do 2 minut nez reakci s globuliny a

a vznikl¢ zbarventi je nizkomolekularnimi

stabilni 1 hodinu proteiny



Marion Mckinley Bradford

(28.10. 1946 — 3. 5. 2021)

e A rapid 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

* Pr1vazbé bilkovin na smé€s < Absorbance pii 580-620

pyrogallolove Cervene€ s nm je v omezeném
molybdenanem za pH = rozsahu imérna

2,5 5¢ presune aobsorp,éni koncentraci bilkovin v
maximum od puvodnich ok

460 nm (samotné &inidlo) roztoku

k 600 nm (580-620 nm —

komplex)



Elektroforéza bilkovin
se provadi s cilem zjistit abnormality bilkovin krevniho séra.

Bilkoviny jsou rozdéleny podle svych elektroforetickych
pohyblivosti do skupin (frakci), kter¢ vytvareji charakteristicky
obrazec.

Zmeény v tomto obrazci souvisi s ruznymi druhy onemocnéni
nebo s rliznymi patologickymi stavy.

Bilkoviny se dé€li na 5 — 6 hlavnich frakci:

<+ | Albumin 56 — 66 %
4+ | a1 globuliny 2—-3%

4+ | a2 globuliny 8—12 %
+ | B globuliny (B1, B 2) 710 %
+ |y globuliny 10 — 18 %




Elektroforeogramy
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Typ:

Nosi¢:
Nanasent:
Denaturace:
Barveni:
Odbarvent:

Hodnoceni:
Poznamka:

ELFO na agaroze

agarOza

hreben, folie
kyselina pikrova
anionicka barviva
kyselina octova

vizualn€ nebo denzitometricky

automatizace

nn]
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Agaroza

Agaroza je polysacharid z motskych fas.
% Jde o linedrni polymer galaktozy a 3,6 — anhydrogalaktozy.
* Rozpousti se v horké vodé a po ochlazeni tuhne.
* Tvofi dvouSroubovice ve svazcich, které se spojuji do trojrozmérne
struktury. Vodikov¢ vazby.
* Vysoké koncentrace agarozy generuji gel s malymi pory a naopak.
1% gel ma pory 150 nm.

Agarozovy gel ma vetsi pory nez PAG — vétsi molekuly snadnéji
putuji v agaroze.

Pritomnost rezidualnich ndboju generuje elektroendoosmozu (pouzit
extrémneé Cistou)



Typ: ELFO na polyakrylamidu

H ? H 0 Polyakrylamidovy gel

H,C=C—C—NH, + [CH C—NH H

Tvoren polymeraci akrylamidu a
Acrylamlde Methyleneblsa{:rylamlde

N,N’"-metylenbisakrylamidu v pufru,

s,042~ persulfate zah3ajenou volnymi radikaly.
L g f‘;’éﬁiﬁ - Ty vzniknou pf1 rozkladu persiranu
CONH,  CONH, amonn¢ho nebo pi1  rozlozeni
—CH,—CH~CH,—CH — CH,—CH riboflavinu v pritomnosti O2.
CONH
CH,

Fyzikalni vlastnosti gelu a velikost
poru dany podilem polyakrylamidu v gelu
sl e aomn e G mn o e a stupném zesit'ovani.

CONH, CONH,

CONH

O Nejcastéj1 pouzivané koncentrace polyakrylamidu jsou 5-10%.
Il Koncentrace N,N -metylenbisakrylamidu je obvykle 5% celkového

mnozstvi akrylamidu.
Il Podpuirna matrice je prakticky nenabita.



barvicky:
Amidocern 10 B
Coomassie Brilliant Blue
Ponceau S
Bromfenolova modr
Kysela violet’
barveni stfibrem (neni kvantitativni, ale je 50x citlivéjsi nez
Coomassie: Ag' ionty se v proteinech vazou na -SH a -COOH

skupiny)
Coomassie Brilliant Blue R-250 Coomassie Violet R - 150
e N ..FS[:'E.NH H__E-""HHN.-P"H“H ff‘q*qwfs{]ﬁma
H3': M h""| i 3 l
J I - P -N .

() ()
l.;ﬁ B o




Denzitometrické vyhodnoceni

Normalni nalez

,M" gradient




globulin

/
1. | prealbumin Transferin
2. | albumin 9. | Beta-lipoprotein
3. | a-lipoprotein, a-fetoprotein 10. | C3
4. | A1AT,orosomukoid 11. | IgA,IgM, fibrinogen, ,M*, VLR
5. | a,antichymotrypsin, Gc 12. | IgG, CRP, ,M*, VLR

A2M,Hp

hemoglobin




Stanoveni jednotlivych plazmatickych
bilkovin

* V naproste vétSin€ pripadu reakce se specifickou
protilatkou (vyjimky: albumin, fibrinogen — Ize 1
jinym zpusobem)

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

« Reakce v roztoku (protilatka vzdy v nadbytku!!) — ibytek
intenzity zafeni ze zdroje po pruchodu kyvetou s roztokem dany
rozptylem svétla na imunokomplexech (turbidimetrie) nebo
méieni rozptyleneho svétla (nefelometrie); pro nizke
koncentrace (cca 0,5 — 10 mg/L) je specificka protilatka
navazana na latexov¢ Castice (nizsi detek¢ni limit — viz dale)

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



Kvantitativni stanoveni: pro koncentrace nad 5 - 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

o © ©
@ 6 O O (Manciniova)
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B)

Kvantitativni méreni
Imunochemicka reakce v gelu

Elektroimunodifuze dle Laurella

gt N\ . f?/_a_é‘/#_ 2
& s lipam, , 7/99)k
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C) Imunoprecipitace v roztoku:
Prostredi: PEG
Detekce: nefelometrie, turbidimetrie
Stanoveni koncentrace: 1gG, IgA, IgM, proteiny akutni faze

Step 1 Step 2 Step 3
- ™ N/
O Tl Y @
. .. - b s e- . - & 8
Specimen containing -~ < e e 1 Specific { Antibody combines
specific antigen  /_ | | proten antiserum /- % ¢ Qwith specific antigen
3 F ' (R2 Reagent)

Diluent Buffer
(R1 Reagent)

Immunocomplex
results in
solution turbidity




TURBIDIMETRIE

zdroj svétla

kyveta s precipitaitem

kyveta s precipitatem

zdroj svétla

WS (e

detektor

-{ rozptyl svétla

NEFELOMETRIE

detektor




Meérici techniky

@ﬁ;:@‘- fotometrie

fluorescence
=G O)
N, Y . 1 -
0 Turbidimetrie
: a nefelometrie
luminiscence
- ~ Radialni
. - unodifuze radioaktivita




MnoZstvi precipitd

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

Mnozstvi antigenu

Antigen Excess Zone™
(Prozone Effect)

Critical Point:

Antigen levels which may
lead to erroneous results
f not properly flagged




Vv koncentrace protilatky na zonu ,,bezpeci‘

Signal

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 nizké koncentrace analytu)

; Ag from the sample
i
: + o —»

L r
l&b bound to latex mﬁrﬁgllrrf;ﬁﬂt of
.g'-r Ab from the sample
Y
,Z; + v —»
¥
.iz Measurement of
Ag bound to latex turbidimetry



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.)

Streulichtintensitit

dIfdt (max)

Wendepunkt Zeit (t

-—— fixed time, At ——




End point nefelometrie

End-point
¥

Buffer Ag Ab

R

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.

Rate

Max. Rate

Buffer Ag Ab *

b

Rate nefelometrie

fixni ¢as

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.

RATE OF SCATTER

Antigen Level E or H?

Get Cal Dilution Third tnjection
of Cal Dilutian

Response if
Antibody Excess (E)

S
‘-_

TResponse if
1 | Antigen Excess (M)

60 85

REACTION TiME {IN SECONDS}




Lord Rayleigh (1871)

= 1,.16.7%.a.sin%® / A*.r?

— Intenzita rozptylu

Vliv velikosti Castice a vinové délky

RAYLEIGH SCATTERING S

900

S

|, — intenzita pavodniho paprsku

INCIDENT
LIGHT

- A a — koeficient polarizovatelnosti

® — Uhel pozorovani

r — vzdalenost od detektoru

RAYLEIGH-DEBYE SCATTERING

Io—" °
o)
INCIDENT LIGHT 180° \ B
BACK — _ FORWARD
SCATTER SCATTER




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=<<i) (d=h)
dg > b
a b
Mie-Streuung
(d>4)
p p =einfallender Lichtstrahl
b p —> =Richtung und Intensitat

des Streulichts
d =Partikeldurchmesser
% =Wellenlange



Netelometr BN 100 Nefelometr Immage 680 nm
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Shrnuti

Blize viz Stern P. Sou¢asné moznosti turbidimetrie a nefelometrie. Klin Biochem
Metab 2006; 14(35), No.3: 146-151 (dostupné na )

Turbidimetrie

snizeni intenzity paprsku svétla po
pruchodu mikroheterogennim
prostfedim roztoku (180°)

turbidance zpusobena: rozptylem,
odrazem, absorpci

moznost méreni citlivymi
spektrofotometry

s pfichodem stabilnich fotometrti
s vysokym rozliSenim konkuruje
v citlivosti nefelometrii v oblasti
metod pro imunologickou kvantifikaci
sérovych proteinil

Nefelometrie

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

casto méteni v thlu 90°, jindy
v menSim thlu pi1 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 pruchodu
reak¢énim prostfedim zpuisobené
absorpci = pohlcenim fotonu
spojenym s excitaci molekuly
do vyssiho energetického stavu

Ve ziedénych roztocich plati
pro A Lambertuv-Beeruv
zakon: A = g*c*l, t]. 1ze
piredpokladat linearni zavislost
A na koncentraci
stanovovaneho analytu

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

Zeslabeni paprsku po pruchodu
reak¢énim prostfedim zpusobené
absorpci, rozptylem svétla aj.
OD je pojem nadfazeny pojmu
A

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



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

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/L 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/L 0,05 g/L
IgG 9,17 g/L 0,18 g/L
IgM 0,723 g/L 0,027 g/L
Transferin (TRF) 2,36 g/L 0,08 g/L
Transthyretin (prealbumin) (TTR) 0,220 g/L 0,018 g/L
Beta2-mikroglobulin (B2M) 2,17 mg/L 0,07 mg/L



Plazmatické bilkoviny: obvyklé referen¢ni 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 0,9-2,0¢g/L
IgA 0,7—4,0 g/L AAG 0,5-1,2¢g/L
IgM 0,4—-23¢g/L A2M 1,3-3,0g/L
C3 0,9-1,8 g/L HPT 0,3-2,0g/L

C4 0,1 -0,4 g/L CRP <5 mg/L



Prealbumin = transthyretin

M.r. 54 000

Syntéza v jatrech (a v
plexus choroideus
mozkovych komor)

Asociace s retinol-
vazajicim proteinem
Kratky biologicky polocas
= citlivy ukazatel stavu
VYZivy a proteosyntézy v
jatrech

Schopnost vazat dvé
molekuly T, nebo T,

e Referencéni meze:

0,2— 0,4 g/L

* Snizeni: snizeny

prijem proteint;
jaterni nemoci
(snizena synteza)
Zvyseni: onemocnéni ledvin

(snizena rychlost glomerularni
filtrace)



Albumin

M.r. 67 000
Gen na 4. chromosomu

Jeden retézec, 585
aminokyselin; neobsahuje
sacharidy (neni glykoprotein)

Referen¢ni meze: 35-52 g/L

FUNKCE:
Fyzikalné-chemicke:
zajistuje koloidne-
osmoticky (onkoticky)
tlak, pufrovaci kapacita

Transportni funkce



Albumin — transportni funkce

Latky ve vodé » Latky hydrofilni
nerozpustne: (adsorpci):
nekonjugovany - Cat+

bilirubin . 7n++

Mastne kyseliny - Kyselina mocova
Hormony

Léky (1)



Stanoveni albuminu

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

Vazba barviva = zmeéna jeho
absorp¢niho maxima: bromkresolova
zelen (BCG); bromkresolovy purpur

(BCP), 2-(4'-

hydroxyazobenzen)benzoova kyselina

(HABA)

BCG: v prostiedi o pH 4,2

fotometrické méfeni pii 630 nm: albumin
pozitivni interference (o, a o.,- £ i
globuliny) se zvySuje s Casem a g

teplotou = m¢éfit rychle (30 s po = A B{\
smichani séra s barvivem) ol L
Reakci se specifickou protilatkou proti Vinovi dellear(en)
hdSkému albuminu (RID’ Obr 6.4 Spektra BCG, HABA a jejich komplex@ s albuminem

turbidimetrie, nefelometrie)

Stanoveni CB + vypocet koncentrace
albuminu z elfo (denzitometricke
vyhodnoceni)



Barviva vyuzivana pro stanoveni albuminu

Bromocresol green (BCG) Bromocresol purple (BCP)

3,37,5,5 -Tetrabromo-m-cresolsulfonphthalein 5,5’-Dibromo-o-cresolsulfonphthalein
M.w. 698.01 M.w. 540.22

OH




Figure 1 Average and range for albumin values, as tested by
bromocresol green (BCG) and bromocresol purple (BCP) ...
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Vyhody a nevyhody metod pro stanoveni

koncentrace albuminu v séru/plazmé
Moreira VG et al. Lab Med, Volume 49, Issue 4, November 2018, Pages 355-361

Bromkrezolovy purpur (BCP) Bromkrezolova zelen (BCG)

Podhodnocuje koncentraci albuminu u Nadhodnocuje koncentraci albuminu v

selhani ledvin a dialyzovanych pacientti oblasti nizkych koncentraci,
podhodnocuje koncentraci albuminu v
oblasti vysokych koncentraci

SpecifiCté)si, protoZe se vaze na lidsky Interference specificke pro metodu — vaze

albumin a nevaze se na globuliny se nejen na albumin, ale také na al- a a2-
globuliny

OkamZzita reakce Delsi inkubace zvysuje vazbu BCG na
jin€ bilkoviny nez albumin

Vysledky v dobré shod¢ s Pozitivni bias oproti imunonefelometrii a

imunonefelometrii a elektroforézou elektroforéze

Snadno automatizovatelna Snadno automatizovatelna

Vyzaduje kalibratory a kontroly na bazi Lze pouzit zvifeci kontroly a kalibratory

lidskeho séra (nizka afinita pro non-
humanni albumin)



Alfa-1-globuliny

Alfa-1-fetoprotein (AFP)
Alfa-1-lipoprotein (HDL)
Alfa-1-glykoprotein (orosomukoid; AAG
= alfa-1-acid glycoprotein)
Alfa-1-antitrypsin (AAT)
Alfa-1-antichymotrypsin



Alfa-1-antitrypsin
(AAT, a,-inhibitor proteinas= o;-Pi)
« Kvantitativné nejvyznamnéjsi inhibitor proteinas v
plazmé

* 33 genetickych variant

* Defektni alely: deficit AAT — nedostateCna
inaktivace proteinas (elastasy) vznikajicich pri
fagocytoze v plicnich sklipcich = proteolyticka
destrukce elastinu = plicni emfyzém = porucha
ventilace, nachylnost k tézkym infekcim
dychacich cest



Alfa-1-antitrypsin (AAT)

* Indikace vySetieni:
- podezieni na vrozeny
nedostatek AAT

( \lJa]-globulinové
frakce na elfo!)

- Pacienti s plicnim
emfyzémem

- Novorozenci a kojenci
s nejasnou hepatopatii

 Metody stanoveni:

1) Imunochemicky (RID,
nefelometrie)

2) Amidolytické stanoveni:

AAT + trypsin (v nadbytku)
— komplex AAT-trypsin
+ zbyly volny trypsin

BAPA (chromogen) —
benzoylarginin + p-
nitroanilin (fotometricke
stanoveni pi1 405 nm)



Alfa-1-antitrypsin

* ReferenCni meze: * Specialni vySetfeni pri
Novorozenci 2,0 — 4,0 g/L nedostatku AAT:
Kojenci 1,3 -2,4 g/L - Izoelektricka fokusace
Dét1 1,3 —3,0 g/L - Urceni genotypu

Dospéli 1,9 — 3,5 g/L molekularné-biologickymi

metodami



Alfa-1 Kysely glykoprotein (AAG,
orosomukoid)

M.r. 40 000, pI 2,7; polocCas: 2-3 dny
45 % sacharidu

Synteza v jatrech

Referen¢ni meze: 0,48 — 1,26 g/L

Reaktant akutni faze (vzestup za 12-24 hodin,
maximum za 4 dny) = vyhodn¢ stanoveni
soucasn¢ s CRP (zaCatek/vrchol/ odeznivani
onemocneni)



Alfa-2-globuliny

Ceruloplazmin

Inhibitor C1-esterasy (C1-INH)
Haptoglobin (Hp)
Alfa-2-makroglobulin
Pre-beta-lipoprotein (VLDL)



Ceruloplazmin

M.h. 150 kD

1 molekula vaze 8 atomu
meédi

95 % Cu?* v séru je
vazano na ceruloplazmin

Funkce: a) transport médi,
b) jako ferroxidasa —
oxiduje Fe?* na Fe?*
(nutny krok pro
zabudovani Fe** do
molekuly transferrinu)

Referencni meze:
165 — 660 mg/L

Z.vySeni: jako (pozdéji
reagujici) protein akutni faze
(antioxidacni plisobeni?) pfi
zan€tech, cholestaza, cirrhosa
jater, nadorova onemocnéni;
vlivem estrogenu (v téhotenstvi,
pi1 uzivani peroralnich
kontraceptiv)

SnizZeni: Wilsonova nemoc,
Menkestiv syndrom



Haptoglobin

Dva lehke fetézce (o) a dva tézke fetézce () navzajem
spojené disulfidovymi mustky

Synteza v jatrech
PolocCas odbouravani 3,5-4 dny

Funkce: vychytavani uvolnén¢ho hemoglobinu (zabrana
ledvinného posSkozeni a ztratam Fe), antiproteinasova
aktivita

Referen¢ni meze: podle typu (Hp 1-1, 2-1, 2-2)

Zvyseni: reaktant akutni faze

SniZeni: tvorba haptoglobin-hemoglobinovych komplexu

(intravaskularni hemolyza; komplex vychytavan z
krevniho ob¢hu za 9 minut)



Alfa-2-makroglobulin

 M.r. 725 000

 Inhibitor proteinas

* Vysoka molekulova hmotnost = u nefrotického
syndromu (ztraty bilkovin — viz dale) zustava v

plazmé a odpovida za relativné vysokou hodnotu
alfa-2 frakce



Beta-globuliny

Beta-lipoprotein * Beta-2-mikroglobulin
(LDL) . Z&asti

Hemopexin (Hx) imunoglobuliny
Transferrin (Tt)

Komplement (C3,
C4)

Fibrinogen (Fbg)
CRP



Hemopexin

M.r. 57 000

////

jater k metabolické konverzi na bilirubin
Referen¢ni meze: 0,5 — 1,5 g/LL
SniZen tehdy, kdy se v plazmé objevi volny hem

U hemorhagické pankreatitidy a krvaceni do
télesnych dutin je hemopexin sniZzen pii =+
normalnich hodnotach haptoglobinu



Transferin

e M.h. 76 kD e Funkce: kazda molekula
transferinu ma dveé

» Referencni meze: . -
vazebna mista pro Fe

2,0-3.,6 g/L. .

Muze vazat také Mn, Cu a
jin¢ kovy

* Apo-transferin
syntetizovan zejména v
jatrech, syntéza stoupa pri
nedostatku zeleza



Glykoformy transferinu

tetrasialo- (80%) > pentasialo- (14%) > trisialo (4%) > disialo- (1%) a hexasialo- (1%)
Cano A et al. J Clin Med 2021; 10(13): 2932

Diet

Sorbitol

' Fructose I Glucose ]> Sucrose

i 1 Fructose-6-P
"’ Fructose-1-P _|‘L MPI

Aldolase B M Mannose-6-P

Gliceraldehyde DHAP ¢
GDP Mannose

ER / Golgi

¢ Sialic acid

2 Galactose
CDT A B Mannose

NH, NH; NH, © GlcNAc
||mu'h HOOC HOOC

AstaloTf MonosialoTf sialoTf

HOOC

TrisialoTt TetrasialoTt Pentasialo Tt HexasialoTt



CDT: Carbohydrate deficient transferrin
(,»,bezsacharidovy transferin®)

CDT piivodné oznacovalo sumu asialo-, monosialo- a disialotransferinu
Biomarker alkoholismu

Definovan jako % disialotransferinu z celkového
transferinu (IFCC)

Referencni metoda: HPLC (standardizace IFCC) se

spektrofotometrickou detekci TRF saturovaného zelezem pi1 470 nm

Dalsi metody. kapilarni elektroforéza; imunonefelometrie
(pouziti monoklonalni protilatky selektivné detekujici disialoformu spolu
se zpravidla zanedbatelnym mnoZstvim monosialo- a asialotransferinu —
kit firmy Siemens Healthineers)

Referencni meze: < 1,7 % (jasn¢ patologicke jsou hodnoty
>2,0 %; pi1 sledovani je vyznamna zmé&na oproti ,,baseline*
hodnoté o0 >0,2 %)



Transferin

Saturace transferinu — vypocet:
T1S (%) = 3,98*Fe-S (umol/L)/Transferin (g/L)

Index selektivity S:

S = (IgG-U/IgG-S) : (Transferin-S/Transferin-U)
S <0,1 ... selektivni proteinurie

S > (0,2 ... neselektivni proteinurie

0,1 <S<0,2... selektivitu nelze vyhodnotit
Alternativa: Albumin/IgG index



Komplement

* Soustava cca 30 s€érovych a membranovych
bilkovin; hlavni slozky: 9 sérovych bilkovin
oznaCovanych C1-C9

» Ustiedni slozkou je C3: fragment C3b se pevné
(kovalentné!) vaze na mikrobialni povrch

 Komplex C5b-C9: , MAC* = membrane attack
complex — perforuje membrany nékterych
mikroorganismu (mikroorganismy vSak mohou
byt vuci lytickému pusobeni komplementu
chranény bunécnou sténou)



Komplement — diagnostické vyuziti

e CI-INH = inhibitor Cl-esterasy: vrozeny
deficit je pri¢inou hereditarniho angioneurotickeho
edému (Quinckeho edem)

* C3, C4: omezeny vyznam v diagnostice
imunokomplexovych onemocnéni (SLE,
glomerulonefritis)



Beta-2-mikroglobulin

M.r. 12 000

Soucast HLA antigenu I. tfidy, exprimovan
zejmeéna hojné na povrchu lymfocytu

Dfive pouzivano stanoveni v moci v diagnostice
tubularnich proteinurii (ALE: nestabilni v kysel¢
moci)

Stanoveni v séru: biomarker u malignit
vychazejicich z lymfocytarni rady

Referencni meze 0,8 — 2,4 mg/L



Fibrinogen

Na elektroforeogramu plazmy migruje v beta-gama
interzoné

Koagulacni faktor (faktor I)

M.r. 340 000

Dimer ze tfi polypeptidovych fetézcu

Funkce: regulovana preména na fibrin

Referen¢ni meze: 2,5 — 3,6 g/L (u starSich jedincu az 4,8
g/L)

Metody stanoveni: a) klasicka metoda zaloZena na
trombinem katalyzované premén¢ fibrinogenu na fibrin, b)
reakce se specifickou protilatkou (elektroforéza neni

vhodna — nedokonala separace fibrinogenu mezi frakcemi
B- a y- globulini)



Gama-globuliny:
IMUNOGLOBULINY

IgG, IgA, IgM, IgD, IgE

Tézkeé retézce gamma, alfa, mi, delta,
epsilon (y, a, n, 0, €)

Lehke retézce kappa (kx), lambda (3)

Molekula Ig tvorena 2 tézZkymi a 2
lehkymi retézci (vzdy stejné)



papain

i konstantni

i*‘?;[gpeni - variabilni
Molekula IgG I hypervariabiini

CDR oblast (Complementarity determining region): hypervariabilni oblast

tvoti vlastni vazebné misto pro antigen

FR oblast (framework region = kostrova oblast) jsou relativné konstantni.
Stépenim protedzami dostaneme fragmenty (nékdy vyhodné pro riizné aplikace)



Imunoglobuliny — zakladni charakteristiky

izotyp Biol. lokalizace funkce Konc. v
polocas séru (g/L)
(dny)
IgG 21 Sérum, intersticialni Opsonizace; neutralizace; 7-16
tekutina aktivace komplementu; piestup
placentou; sekundarni
protilatkova reakce
IgA 6 Sérum, slzy, sliny, Ochrana sliznic, opsonizace 0,8-4,0
povrch sliznic,
kolostrum, matetské
mléko
IgM 6 Sérum, membrana B Aktivace komplementu; 0,5-2.4
lymfocyti primarni protilatkova reakce;
receptor pro Ag na B
lymfocytech
IgD 3 Sérum, membrana B Receptor pro Ag na B 0,1
lymfocyti lymfocytech
IgE 2 Sérum, intersticialni Ochrana proti parazitim 0,0003

tekutina




Imunoglobuliny

« ZvysSené koncentrace:

* SniZené koncentrace: hyperimunoglobulinémie
hypoimunoglobulinémie - polyklondlni: kompetentni

- primérni (hereditdrni) ;)Ii%?c/ied imunitniho systému na
defekt

Y’ 5 . - monoklonalni

- sekundarné: téik}’/ nefrotlck}'/ (”paraproteinémie“);
syndrom, sniZena syntéza pfi a) MGUS: monoklonalni
nadorovych onemocnénich, gamapatie nejasného vyznamu

tézke infekce, cytostaticka b) maligni: plazmocytom

1éCba; zvySene odbouré\(éni, (IgG>IgA>fLC>IgM>>nemoc
(hyperthyreosa, myotonicka t&zkych fetézed, IgD,
dystrofie, néktera autoimunitni kryoglobulinémie)

Onemocnenl) Pozn.: IgM = ,,Waldenstromova
makroglobulinémie*



Monoklonalni gamapatie
nova klasifikace (2003)

Monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu (MGUS =
monoclonal gammopathy of undetermined significance)

Asymptomaticky (doutnajici) mnohocetny myelom
(ASMM)

Symptomaticky mnohocetny myelom (MM)
Nesecernujici mnohocetny myelom (NSMM)
Solitarni kostni plazmocytom

Extramedularni plazmocytom

VicecCetny solitarni plazmocytom

Plazmocelularni leukémie



Nemaligni onemocnéni vzacné spojena s
vyskytem M-proteinu (zprav. MGUS)

Pt1 imunitni reakci (po oCkovani nebo pi1 akutni
infekci) muze byt protilatkova reakce proti
urcitemu antigennimu epitopu velmi silna, takze se
prechodné objevi 1 mal¢ mnozstvi
monoklonalnich protilatek. Pi1 adekvatni regulaci
imunitni reakce zustava pouze nc¢kolik

dlouhoZijicich plazmatickych bun¢k, které se
ned¢li a secernuji trvale urCité mnozstvi protilatek.




Polyklonalni gamapatie

« ZvysSeni koncentraci polyklonalnich
imunoglobulinu a pravdépodobn¢ take
polyklonalnich volnych lehkych fetézcu (fLC)

* Nemoci kuze, plic, gastrointestinalniho traktu:
zvySeni IgA
* Systémove ifekce: zvyseni vSech Ig, zeym. IgG



Kryoglobuliny

imunoglobuliny reverzibilné precipitujici pri teplotach nizsich nez
je teplota lidského téla.

Délime je do 3 typt:

- L. typ: 1zolovan¢ monoklondlni kryoglobuliny (paraproteiny IgM, vzacnéji
Ig@G, IgA nebo monoklonalni lehké fetézce)

- II. typ: smiSené¢ kryoglobuliny (kombinace paraproteinu s polyklonalnim
imunoglobulinem, obvykle paraprotein IgM s protilatkovou aktivitou proti
polyklonalnim IgG)

- III. typ: polyklonalni imunoglobuliny, kdy je kryoglobulin tvoren
imunoglobuliny jedné nebo vice tfid tvoficimi antigen-protilatkovy komplex
Kryoglobulinémie ovliviiuje fadu laboratornich vysetteni (mj. zpomaluje
sedimentaci), na vSechna vySetfeni by mél byt vzorek séra nebo plazmy

predehiivan; nékdy se doporucuje pred elektroforézou inkubace séra s
merkaptoethanolem nebo dithiothreitolem.

Jesté vzacné)si nez kryoglobuliny jsou tzv. pyroglobuliny — monoklonalni
imunoglobuliny ireverzibilné precipitujici pii teploté 56°C.



Kryoprecipitat

po trojim promyti chladnym
ve vzorku séra a plazmy fyziologickym roztokem




Paraproteiny - typizace

* A) mmunoelektroforéza
(dnes se j1Z témer

nepouziva) R Awr s cuw s
« B)imunofixace — antiséra | w= -

anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM,
anti-kappa, anti-lambda (dle
potieby l1ze pouzit 1 anti-IgD, ~ -+
anti-IgE, anti-free kappa, anti-

free lambda) po elektroforéze a
fixuji* paraprotein dané tfidy v

gelu, ostatni proteiny se odmyji = er @ A w « ¢ er 6 A
a gel se poté obarvi



Kvalitativni stanoveni: je dany protein ve vzorku pritomny?

Imunoelektroforéza

1. elektroforeticke rozdéleni sérovych Ig
2. difuze a precipitace

J. obarveni precipitacnich linii a hodnoceni

pacient A: normdlni nilez IgG, M, A

¥ ¥ ; ¥ -'l'
IgG
A A .q . . .a-. b - s ' GA : A A -
=) ( + antilgG antilgA, anti I'glll +f..-
IgG I'gA parapmtem
I'gM 1

pacient B: paraprotein ve Higmia = @ |

M-gradient {paraprotein)



Kvalitativni stanoveni: je dany protein ve vzorku pritomny?
Imunofixace

urceni typu tézkého (o,y,1,¢,0) a lehkého retézce (x, /)
Klinicke vyuZiti: diagnostika monoklonalnich gamapatii

0006 = |- :
= -
-—
E m- - - Bu bk & .- ® ®
= N | bd
L = - |

®,®: polyklonalni Ig
®: susp. paraprotein

Postup:

O Sérum je elektroforeticky rozdéleno v gelu v nékolika drahach

® pak je na povrch gelu je naneseno do kazdé drahy jiné monospecifické antisérum
(proti a,y,u,&,0, K,4)

O Ig ze séra tvori s monospecifickym antisérem imunokomplex (precipitat), ktery po
odmyti nezreagovanych komponent je mozno barvit a vyhodnotit



IMUNOFIXACE

Urcete, zda je pritomen paraprotein.
Urcete typ tézkého a lehkého retézce.

ELP G A M K L ELP G A M K




IMUNOFIXACE

Nékdy na sebe paraprotein (zejm. IgM) vaze jiné
bilkoviny (Ig) a nedafi se ho ur¢it. ReSenim je pridani
malého mnozstvi merkaptoethanolu nebo dithiothreitolu.

Vievo: vzorek bez DTT, vpravo. vzorek s pridavkem 10
mmol/L DTT




Izoelektricka fokusace (IEF): paraprotein se rozdéli na
nékolik pasu (,,spektrotyp*) — u IgG v tésné blizkosti

Mnohem niZsi detek¢ni limit nez elfo x nakladnéjsi, komplikované;Si hodnoceni
(snadne¢ jen u Ig@G), obtiZzné pouzitelné pro IgM paraproteiny; rutinné se nepouZziva
Zleva dovrava: detekce znacenvmi protilatkami anti-IeG. anti-IeGk. anti-IeGA

. e B2

S
S ss / S [, S, S6u 56 S6 Sehm 1385 S6 1353 % ’a
Grc %AW,_szz J}f‘ics—cmr 5 7 0.2 o fensfE Q. Lol 5@5

Q‘ 5 ff{i /)

&



Paraproteiny - typizace

* M gradient v zOn¢é

HYDRAGEL IF 2/4 sebia
kappa nebo lambda  ————————F—————
bez korelatu v zénach |
IgG, IgA, IgM (IgD,

IgE) = voln¢ lehke r T ]
fetézce (v mocit: B _»
,Bence-Jonesova g T ‘ 2

ELP G A M K L

bilkovina‘) oEre et



Henry Bence Jones (1813-1873)

* Prvni publikovany popis
bilkoviny v moci
precipitujici pri zahtati na
40-60°C (po dosazeni
teploty 75°C se precipitat
rozpusti) — ,,hydratovany
deutoxid bilkoviny* u

pacienta s myelomem
(1846)

* Dnes vime, Ze jde o volneé

lehke tetézce (Edelman a
Gally 1962)




Volné lehké retézce (fLC)

Kappa — gen na 2. chromosomu

Lambda — gen na 22.
chromosomu

(tézky tetézec: gen na 14.
chromosomu)

Fyziologicky produkovany v
mirném nadbytku nad tézkymi
fetézci

M.r. 23 000

PolocCas v séru 2-4 hodiny (free

kappa — pfev. monomery), 3-6
hodin (free lambda — dimery)

b)

Stanoveni: ELISA, RIA
(home-made), nyni komercné
dostupne¢ kity pro
nefelometricke a
turbidimetrické stanoveni -
protilatky vazane¢ na
latexovych cCasticich:
Polyklonalni (Freelite™ firmy
The Binding Site)

Smés dvou monoklonalnich
(N Latex FLC kappa a
lambda firmy Siemens)



Volné lehké retézce

Referen¢éni meze
(Freelite™):

sérum: free kappa 3,3-
19,4 mg/L, free lambda
5,7-26,3 mg/L; pomér
fi/tA 0,26 — 1,65

Moc: free kappa 5,4 + 4,95
mg/L, free lambda 3,17 + 3,3
mg/L; prumérny pom¢r fik/fA
0,46-4,0 (prvni ranni moc)

* Klinicky vyznam
stanoveni v séru - marker
maligniho myelomu,
vhodny ke sledovani
pacientu (drahé¢ =
nevhodny jako
screeningovy test)

e Stanoveni v moc¢i neni
doporucovano (7ada
moznych interferenci) !



Referencni meze FLCk, FLCA a poméru FLCk/FLCA
pri pouziti souprav dvou hlavnich vyrobcu

Souprava firma Pouzita FLC FLC A Pomér
protilatka (mg/L)* (mg/L)* FLCx/FLCA**

Freelite™ The Binding Polyklonalni - 19,4  5,7-26,3 0,26 — 1,65
Site ovCi

N Latex Siemens Monoklonalni 6,7 —-22.4 8,3—-27,0 0,31 -1,65

FLC™ Healthineers mysSi (sm¢s)

* 95% referencni interval (percentil 2,5 — 97,5); ** minimum - maximum



Monoklonalni IgG kappa a free kappa v séru a intrathekalni

syntéza v likvoru detekovana metodou izoelektrické fokusace
Zleva doprava:

IeG (IEF/IF, Sebia), IgGxk, IgGA, free k, free A (IEF/AIB)
-

9

18
-



Reaktanty akutni faze

Definice: SekreCni proteiny jaternich bunék, jejichz tvorba a

uvolnéni do cirkulace jsou regulovany prozanétovymi cytokiny
(Maruna P. Proteiny akutni faze. Maxdorf, Praha 2004. ISBN 80-85912-05-8)

»»POZitivni‘ * ,,negativni*
(koncentrace v (koncentrace v

séru/ p}azmé pii zanétu séru/plazmé pi1 zanétu
stoupa): klesd):

CRP, SAA, AAG, a,-
antitrypsin, o-

transferin, prealbumin

antichymotrypsin, (transthyretin),
haptoglobin, albumin
ceruloplazmin,

fibrinogen



C-reaktivni protein (CRP)

M.r. 110-140 000

Pét 1dentickych polypeptidovych
podjednotek o M.r. 21 000 (kazda
podjednotka muze vazat Ca’*)
Patii mezi tzv. pentraxiny
Referen¢ni meze: < 5 mg/l

U bakteridlnich zanétu zvySeni az
na stovky mg/1 (vzestup uz po 6
hodinach, max. za 48 hod.)

U virovych zanéti normalni nebo
mirné zvySen¢ koncentrace

Korelace s aktivitou nékterych
autoimunitnich onemocnéni
(revmatoidni arthritis, M. Crohn)

STANOVENI: turbidimetricky
pomoci protilatky navazané na
latexové Castice

FUNKCE:
Schopnost aktivovat komplement

Vazba na riizne ligandy (napf.
polysacharidovy obal
pneumokoku C, cholinové
fosfatidy, nékteré proteiny z
rozpadlych bunék)

Opsonizace fragmentu
nukleovych kyselin a histonii =
jejich rychlejsi odstranéni =
zabrana tvorby autoprotilatek
proti jadernym strukturam



DalsSi markery bakterialniho zanétu

(ke stanoveni nutné pouzit vysoce citlivé imunoanalytické metody se
znaCenym reaktantem — ELISA, CLIA apod.)

Prokalcitonin
Biologicka funkce neznama

Vzestup u systémovych
bakterialnich infekci

Referencni meze: < 0,5 ng/l
Hodnoty u téZkych bakterialnich
infekci: 10-100 pg/l

LBP = lipopolysacharid
vazajici protein

Tvorba v jatrech vlivem IL-13 a

IL-6; vaze lipopolysacharid (LPS)
gramnegativnich baktérii
Vzestup béhem nékolika hodin u

tézkych lokalizovanych 1
systémovych bakteridlnich infekci

Interleukin-6

Tvorba v monocytech,
makrofazich, endotelovych
bunikach

Stimuluje jaterni bunky k
produkci reaktantii akutni faze
(je 1niciatorem vzestupu CRP)

Vzestup za 2-4 hodiny,
koncentrace umeérna tizi zanétu

Mén¢ specificky
Nejvyssi hodnoty u tézkych
traumat a u sepse



SIRS (systemic inflammatory response syndrome)

a sepse
SIRS Sepse
(Chakraborty RK, Burns B, StatPearls Publishing 2021)

« Piehnana obranna odpovéd’ organismu e Zivot ohrozujici organova dysfunkce
na poskozujici stresor (infekce, trauma, zpusobena dysregulovanou odpovédi
operacni zakroky aj.) hostitele na infekci (Singer M et al.

e Zahrnuje uvolnéni reaktantt akutni faze, JAMA 2016)
které jsou pfimymi mediatory *  SIRS se (suspektnim) zdrojem
rozsahlych autonomnich, endokrinnich, infekce (Chakraborty RK, Burns B 2021)
hematologick}'/ch a imunolo gick}'/ch . tj, prakticky vSichni pacienti se
zmeén u postizené osoby sepsi maji SIRS, ale ne vSichni

 Navzdory svému obrannému téelu pacienti se SIRS maji sepsi

muze dysregulovana cytokinova bouie
zpusobit masivni zanétlivou kaskadu
vedouci k organové dysfunkci a
dokonce 1 smrti



Biomarker

C-reaktivni
protein

Prokalcitonin

Interleukin 6

Presepsin

Biomarkery sepse

Obvykla Referenc¢ni Priklady
zkratka rozmezi navrzenych

cut-off

hodnot

CRP <5 mg/L 50 mg/L
PCT <0.5 pg/L 2 ug/L, 10

pg/L

IL-6 <7 ng/L 50 ng/L
PSEP 60 — 365 ng/L 500 ng/L
729 ng/L

1000 ng/L

Priblizny
biologicky

polocas

19 hod.

20 — 30 hod.

<1 hod.
4 — 5 hod.



Diagnostika sepse: Presepsin

Solubilni N-terminalni fragment
molekuly CD14

M.h. 13 kDa

Membranovy CD14 na
monocytech a makrofazich
rozeznava antigeny baktérii,
virt a plisni (zejm.
lipoproteiny)

Po fagocytdze mikroorganismu
a aktivaci signalni drahy TLR je
CD14 odloucen z membrany
monocytu do cirkulace

Cut-off pro rozliseni SIRS a
sepse: 327 ng/L (udaj vyrobce)
nebo 729 ng/L (Romualdo et al.
2014)

Zvysene¢ koncentrace u pacientu
starSich 70 let 1 bez pfitomnosti
zanétlivého onemocnéni a pri
vyrazné snizen¢ glomerularni
filtraci



Proteinurie

Glomerularni kapilarni sténa (zeym. glomerularni bazalni membrana)
efektivné brani pruniku bilkovin do moci; vétSina plazmatickych
bilkovin se za fyziologického pH chova jako polyanionty, jejichz
filtraci brani negativni ndboj bazalni membrany glomerul

V¢étsina profiltrovaného albuminu (99%) je resorbovana v tubulech —
fyziologicky se moc¢i vylouci <30 mg albuminu/24 h
Nizkomolekularni bilkoviny jsou volné filtrovany v glomerulech, ale
jsou ucinn¢ resorbovany a katabolizovany v proximalnim tubulu —1
jejich koncentrace v moci jsou minimalni

Fyziologicka proteinurie je <150 mg/24 h, jeji nejvyznamnéjsi soucasti
je uromodulin (Tammuv-Horsfalluv protein) secernovany tubularnimi
bunkami Henleho klicky (30 — 50 mg/24 h)



Proteinurie

Doporucena stanoveni:

Albumin: uvadét v mg/L a jako ACR
(pomér albumin/kreatinin v g/mol)

Celkova bilkovina: uvadét v g/L a jako
PCR (pomér protein/kreatinin v g/mol)

Orientacni semikvantitativni stanoveni
proteinu testovacimi prouzky v moci
(mez detekce cca 150 mg/L)

Je preferovan ,nahodny“ (nejlépe
prvni ranni) vzorek modi pied 24-
hodinovym sbérem

Korekce na kreatinin (pomér
bilkovina/kreatinin, albumin/kreatinin)

Kategorie CKD podle albuminurie a

porovnani s proteinurii
Al A2 A3

Albuminurie <30 30 - >300

(mg/24h) 300

ACR (g/mol <3 3-30 >30
kreatininu)

Proteinurie <150 150 - >500
(mg/24 h) 500

PCR (g/mol <15 15-50  >50
kreatininu)

Doporuéeni Ceské nefrologické spole¢nosti a
CSKB k diagnostice chronického onemocnéni
ledvin (CKD) 2021



Mikroalbuminurie = vyluCovani malych mnozstvi
albuminu moci (zadny ,,mikroalbumin® neexistuje!)

— dnes vicemené historicky, ale stdle pouzivany termin

¢ 20-200 mg/L

» Kvantitativni nefelometrickeé nebo turbidimetrické
stanoveni

» Casto znamkou pocinajici diabetické nefropatie
nebo poSkozeni ledvin pi1 hypertenzi (vysokém
krevnim tlaku)



Diferencialni diagnostika proteinurii

podle Doporuéeni Ceské nefrologické spole¢nosti a CSKB k diagnostice chronického onemocnéni
ledvin (CKD) 2021, — sekce Doporuceni

Proteinurie pri¢ina charakteristika

vvvvvv

funkcni (pi1 téZsi Hemodynamicka/glomerularni PU <1 g/24 h, ptechodna
praci/cviceni, ortostaticka)

prerenalni ZvysSena plazmaticka koncentrace Napf. volné lehké tetézce u
nizkomolekularnich bilkovin, monoklonalnich gamapatii,
jejichz filtrace prekroci resorpéni  myoglobin u rhabdomyolyzy,
kapacitu proximalniho tubulu hemoglobin u akutni hemolyzy
glomerularni Poskozeni glomerularni filtracni ~ Selektivni (pfevaha albuminu)
bariéry Neselektivni (albumin 1
imunoglobuliny)
tubularni Porucha zpétné resorpce Pritomnost
profiltrovanych nizkomolekularnich bilkovin
nizkomolekularnich bilkovin v (alfal-mikroglobulin, beta2-
proximalnim tubulu mikroglobulin)
postrenalni Sekrece bilkovin do moci ve Ptitomnost alfa2-
vyvodnych mocovych cestach makroglobulinu a IgM

(krvaceni, zan¢t)



Hlavni bilkoviny pouzivané v diagnostice

proteinurii (PU)
bilkovina M.h. | Diagnosticky vyznam; Rozhodovaci meze
(kD) | pricina mg/l mg/g Kr,
(mg/mmol Kr)
o,-mikroglobulin | 33 Tubularni PU; nedostate¢na <12 <14
tubularni zpétna resorpce (<1,58)
albumin 67 Glomerularni PU; zvySena <20 <30
filtrace (<3,40)
transferrin 76 Jako albumin <1,2 <19
(<0,21)
IgG 150 Neselektivni glomerularni PU; | < 10 <10
kvocient IgG/albumin > 0,03 (<1,13)
az-makroglobulin 725 Postrenalni PU; krvaceni, <7 <7
exsudace; kvocient a,/albumin
- 0,02 (<0,79)
Celkova <100 <70 (<7,91)
bilkovina




Typy proteinurie

A — SDS gely (Sebia) — rozdéleni bilkovin podle mol.hmotnosti
B — Hodnoceni za pouziti markerovych (indikatorovych) bilkovin
Maachi M et al. Clin Chem 2004;50:1834-7
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Bilkoviny mozkomiSniho moku (likvoru, CSF)

Bilkovina .h. | Hydrody- Orienta¢ni Vyznam stanoveni
namicky referencni
polomér rozmezi
(nm) (dospéli)
Celkova n/a n/a 0,15-0,45 g/LL  Orienta¢ni zhodnoceni funkce hemato-likvorové bariéry
bilkovina
Albumin 67 3,5 100 — 300 mg/L Pomér koncentraci v likvoru a séru vypovida o funkci

hemato-likvorové bariéry (ani za patologickych okolnosti
neni albumin syntezovan v CNS — veSkery albumin v
likvoru je plazmatického ptivodu)

IgG 150 5,3 10 — 40 mg/L Odhad (vypoctem) ¢i prukaz (elektroforeticky)
intrathekalni syntézy u zanétlivych onemocnéni CNS

IgM 970 13 <1,1 mg/L

IgA 160 5,7 <5,0 mg/L

BTP 31 2.4 10 — 20 mg/L Koncentrace >1,3 mg/L v biologické tekutiné (sekretu z

nosu, ucha, z drénu po operaci aj.) nebo pomér

(beta-trace
koncentraci sekret/sérum >2,0 svéd¢i pro pfitomnost

rotein
P ) likvoru v tekuting, tj. pro unik likvoru (likvorheu)
Prealbumin 61 3,3 12 - 27 mg/L Bézné se nestanovuje
Transferin 80 3,7 7—22 mg/L Celkovy TRF se bézné nestanovuje; detekce asialofrakce

TRF v biologické tekutiné svéd¢i pro pritomnost likvoru
(likvorheu)



Bilkoviny mozkomisniho moku

Plazmatického puvodu (diftze pres
hemato-likvorovou bariéru — cca 80%):
stanovime koncentraci v likvoru a séru

a vypocteme KVOCIENT Q,,,, :

Q _ [Prot]csF /
Prot [PTot]serum

Podil kvocientu zkoumaného proteinu a
kvocientu albuminu oznacujeme jako
INDEX zkouman¢ho proteinu, napf.

. Q
IgG index = “'%°/,

Zvysené hodnoty indexu mohou
nasvédCovat intrathekalni synteze

V praxi nejastéji posuzujeme
intrathekalni syntézu imunoglobulint u
zanétlivych onemocnéni CNS

Syntezované v CNS (intrathekalné -
cca 20%): zpravidla stanovujeme
koncentraci pouze v likvoru; piivod miize
byt:

glialni (S100B, GFAP)
neuronalni/axonalni (NSE, bilkoviny
neurofilament, Tau protein)
leptomeningeadlni (BTP, cystatin C)
Nekteré se vyuZzivaji v diagnostice
vybranych neurologickych onemocnéni
(celkovy a /hyper/fosforylovany tau
protein, AfB,, u Alzheimerovy nemoci,
bilkoviny neurofilament u amyotrofické
lateralni sklerdzy aj.)



