Bilkoviny
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Bilkoviny

Analyzovany material: sérum, plasma, moc, likvor

« Mezi zakladni biochemicka vysSetreni patfi stanoveni celkove
bilkoviny.

« Hlavni skupiny bilkovin tvori alboumin (asi 50%) a globuliny

« Krome albuminu a CRP jsou to glykoproteiny (10-25% obsah
sacharidu)

— Albumin
 tvofen pfevazné v jatrech
 udrzuje stabilni onkoticky tlak (podili se na ném ze 75%)
* vyznamne transportni funkce

— Globuliny
* ruzné typy proteinu
» déli se na alfa, beta a gamaglobuliny

« syntetizovany take v jatrech, nebo jsou tvofeny imunitnim
systémem



Celkova bilkovina

» Specialni preanalytické pozadavky: nejsou

 Referencni rozmezi: SI/IP  64-83 g/l
moCc 0-0,15 g/l
likvor 0,15-0,45 g/l



Celkova bilkovina

poloha pri odbéru: vstoje -> presun tekutiny z intravazalniho prostoru do
intersticia -> zakoncentrovani proteinu v krvi — konc. se zvySuje 0 10 — 15 %
=>pacient by mél 15 min. pfed odbérem sedét. U lezicich pacientl hodnoty o
cca 10 % nizsi

zvySena svalova aktivita -> zvySeni koncentrace az o 12 %

expozice vysokeé teploté ->zvétSeni plazmatického objemu a snizeni
glomerularni filtrace -> celkové proteiny mohou poklesnout az o0 10 %

dehydratace vede ke zvySenym koncentracim

neni nutny odbér nalacno

delSi staZzeni paze (nad 3 min) pfi odbéru -> falesné zvySeni az o0 10 %
nizsi hodnoty - déti, v gravidité (vlivem hemodiluce)

Vv séru jsou hodnoty CB nizSi, v plazmé jsou koncentrace vysSi - odpovida
koncentraci fibrinogenu: 0 2,5 g/l - 4,6 g/l




Celkova bilkovina - stanoveni

« Sérum:
— Reakce s biuretovym cCinidlem
— Kjeldahlova metoda
e Likvor, moc:
— Fotometrické metody
— Turbidimetricke metody

— Dalsi metody:
« Metoda s kyselinou sulfosalicylovou

* Metody zalozené na schopnosti proteinu vazat
barvivo



Celkova bilkovina

Metody stanoveni:

0 0

PPN

« Referencni i rutinni metoda HoN lﬁiL"Tf_'_ NH,
(pro CB v séru): reakce s biuretovym
cinidlem

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




Fotometrické metody

Metoda s biuretovym €inidlem (sérumY H, -
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« Komplex vhodny k fotometrickému stanovenlpﬁ 9540 — 550 nm

* Detekeni limit: kolem 2 g/l

» Biuretova reagencie dale obsahuije:

- tartarat sodno-draselny - ke komplexaci médnatych iontl a zabranéni
vysrazeni hydroxidu médnatého
- jodid draselny - antioxidant - zabraruje autoredukci médi

« Aminokyseliny a dipeptidy nereaguji - malé peptidy davaji rGzoveé zbarveni, ale
vzhledem k jejich nizké koncentraci v séru je jejich pfispevek nevyznamny

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



Fotometrické metody

Metody vyuzivajici vazbu proteinu na barvivo:
- Coomassie blue, Pyrogallova Cerven

- stanoveni v moci a likvoru o
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Nevyhody:
 nedostatecna stabilita Cinidla

* nerovhomerna schopnost vazby na barvivo pro
ruzné typy bilkovin

 falesné snizeni koncentrace globulinu



Turbidimetrické metody

Stanoveni s benzethonium chloridem (moc, likvor):
» Koncentrace celkove bilkoviny o dva rady nizsi
« \yuzivaji se citlivéjSi metody | X X
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Doporucena metoda

Cl

» Celkova bilkovina reaguje s benzethomum chloridem za

vzniku zakalu, ktery se meri turbidimetricky pri 505 nm

 Reakce probiha v alkalickém prostfedi v pfritomnosti
EDTA, ktery denaturuje bilkovinu a eliminuje interferenci
hofeCnatych iontu

* Vyhoda metody - podobna reaktivita Cinidla s albuminem
a gama globuliny

- peptidy s kratkym fetézcem neinterferuji

Interference: CSF — vadi hemolyza, U — pritomnost soli
Mez detekce: 0,04 g/l



Turbidimetrické metody

Metoda vyuzivajici precipitace bilkovin s kyselinou
trichloroctovou nebo sulfosalicylovou:

 vykazuje nestabilitu nebo flokulaci precipitatu a take
rozdily v chovani Cinidla k jednotlivym bilkovinam ve
smesi

* je nezbytné nutné nepouzivat kalibrator na bazi
albuminu, ale zahrnuijici 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 retezce

Metody zalozeny na schopnosti proteint vazat
barvivo: napr. amidocCern, kyselou violet
Vyuzivaji se zejména k barveni po elektroforetickém
rozdeleni



Dalsi metody

Kjeldahlova metoda:

Historicky nejstarSi metoda ke stanoveni celkové bilkoviny

Po mineralizaci vzorku varem s kyselinou sirovou se dusik ze
vzorku prevede na amoniak, ktery zustane vazan ve formé
siranu amonného

Alkalizaci uCinkem hydroxidu se ze siranu amoniak uvolni a
stanovi se titracne

V krvi jsou pfitomny i dusikaté latky nebilkovinného puvodu —
je proto za potrebi po stanoveni celkového dusiku vysrazet
bilkoviny napr. kys. trichloroctovou a v supernatantu stanovit
take dusik

Dusik bilkovin pak bude rozdilem mezi dusikem celkovym a
nebilkovinnym

Neda se automatizovat, tudiz se v laboratorich klinické
biochemie nepouziva

Ma vyznam pti definovani referencnich materialu pro
biuretovu metodu



Albumin

Analyzovany material: sérum, plasma, moc,
likvor

Specialni preanalyticke pozadavky: nejsou
Referenéni metoda: neni

CRM: ERM DA 470

Referencni rozmezi: S/P 34-48 g/l

| mo& 0-0,03 g/l
likvor 0,12-0,3 g/l

Albumin v likvoru = vzdy z krve, v CNS se netvori
(syntéza v jatrech, do mozku se dostava pres
hematolikvorovou bariéru => slouzi k hodnoceni
funkéniho stavu hematolikvorové bariéry)




Albumin - stanoveni

o Sérum:

— Stanoveni s bromkresolovou zeleni (BCG)

— Stanoveni s bromkresolovym purpurem (BCP)
* Moc:

— Imunoturbidimetrie

— Imunonefelometrie

e |Likvor:
— Imunonefelometrie



Albumin v séru

Ve slabe kyselem prostredi se albumin chova
jako kation

Stanoveni zalozeno na reakci s aniontovym
barvivem vetsinou se skupinou — SO;H

Mez detekce: 2 g/l

Vyuzivaji se barviva, ktera se specificky vazou
na albumin v pritomnosti ostatnich sérovych
bilkovin

Znacny posun absorpcniho maxima komplexu
albumin-barvivo proti absorpCnimu maximu
samotného 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 al- a a2-globuliny, ale
pomaleji nez s albuminem

Nespecifickou vazbu je mozno minimalizovat odecitanim
absorbance kratce (30s) po smichani séra s barvivem

Jedna se o nejCastgji pouzivanou metodu




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

e Zluty roztok bromkrezolového purpuru tvofi pfi pH
9,2 za pritomnosti povrchove aktivnich latek
s albuminem zeleny komplex s maximem 600 nm

« Metoda je vysoce specificka




Albumin v moci

« Podobné jako pri stanoveni CB se jedna o mnohem nizsi
koncentrace nez v seru

Imunoturbidimetrie nebo imunonefelometrie

« Se specifickou protilatkou proti lidskému albuminu tvori
albumin precipitat imunokomplexu

* Vznikly zakal se meri imunoturbidimetricky nebo
Imunonefelometricky

« ReakCnim prostredim je pufr s obsahem
polyethylenglykolu (PEG; podporuje tvorbu suspenze)

Mez detekce: 2-10 mg/l



Albumin v moci

Mikroalbuminurie

Albumin v moci — dulezity marker poukazujici na
generalizovanou cévni hyperpermeabilitu

Fyziologicka albuminurie je < 20 pg/min

Denne — az 30 mg albuminu vyluCovano moci

Bézne prouzky na stanoveni proteinurie — az od 150
mg/|

30-150 mg/l = mikroalbuminurie

Vysetrovani bud v jednorazové ranni moci, pak vysledek
vyjadren v prepoctu na kreatinin

Nebo ve sbirané moci za Casovou jednotku (doporuceny
odber pres noc, nemocny v klidu, delka sbérneho obdobi
min. 6 hod, s presnosti na minuty)



Stanoveni dalSich proteinu

Dalsi proteiny pritomné v séru v nizkych koncentracich
se prevazne stanovuji imunoturbidimetricky nebo
Imunonefelometricky (mg/l)

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

Chemiluminiscence (pg/l = ng/ml)

ELISA (vyzkumné parametry)



CRP v séru a plasme

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

Jeho koncentrace se prudce zveda pfri zanetu

Neni specificky

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

se stanovi turbidimetricky

Mez stanovitelnosti kolem 1 mg/I



Imunoglobuliny v séru (plazme) a likvoru

Imunoglobuliny G, A a M v séru ¢i plasmeé - stanovuji se
Imunoturbidimetricky (imunonefelometricky)

v likvoru pouze imunonefelometricky
(dostatecna citlivost, hodnoty v mg/l)
IgG -7 - 16 g/l
IgA—-0,7-4,0 dll (Referencni meze v S/P pro dospélé)
igM -0,4-2,3 dll

* Imunoturbidimetrické i turbidimetrické metody jsou zalozeny na
meéreni zakalu vytvoreného interakci mereného analytu (Ag) se
specifickou protilatkou (Ab)

* Vznik precipitatu se projevuje vzrustem zakalu reakéni smési

* U imunoturbidimetrickych metod reakce Casto probiha v pritomnosti

PEG, ktery zvySuje rychlost reakce, citlivost a vyrazné omezuje
moznost rozpousteni precipitatu v pritomnosti nadbytku antigenu

« Hlavni vinova delka pro méreni absorbance - 340 nm



Imunoglobuliny

» Analyza jednotlivych polyklonalnich
imunoglobint zahrnuje stanoveni

koncentrace smési proteinu rizné velikosti Y A
s podobnou konstantni ¢asti a riznou W r;%n?gnéquG
variabilni ¢asti J T
 Protilatky a referenéni kalibratory jsou fL_«"> Dimer
postaveny proti normalnim lidskym séram +~ - 94
slozenym ze smesi imunoglobulinovych
podtrid
Pentamer
lgM

« Stanoveni jednotlivych polyklonalnich
imunoglobinu - spolehlivé
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Imunoglobuliny D a E

Imunoglobuliny D a E v séru

* Vyzaduji ke stanoveni jeste citlivejsi analyticke
metody

* Obvykle se vyuzivaji imunoanalyzatory na
principu chemiluminiscence



Imunoglobuliny

Zjistovani nadmérné tvorby antigenné strukturalné i funkéne
homogenniho Ig nebo jeho fragmentu -> monoklonalni
iImunoglobulin (mlg; produkovan jednim klonem proliferujicich
plazmatickych bunék)

Stanoveni monoklonalnich imunoglobulinu —
problematické

Monoklonalni imunoglobiny maji pouze nékteré z determinant,
s kterymi protilatky v antiséru reaguji
Dochazi k rychlé tvorbé precipitatu, pro vysoké koncentrace

monoklonalnich imunoglobinu (paraproteinu) jsou vysledky
ziskané zejmena po naredeni nadhodnoceny

Pro absolutni koncentraci paraproteinu - elektroforéza a
denzitometrie

Pro rozliSeni jednotlivych tfid mlg (IgG, IgA, IgM, IgD a IgE, A
a K) - imunofixace



antigen binding sites
(variable) 1

Volné lehké fetézcex a A ? _

* Imunoglobulinové molekuly: Fab .L
- dva tézkeé retézce (a.,d,¢,y,u, které urcuji Ig tridu) ss.
- dva identické lehké fetézce fnks
- kazdy lehky fetézec je kovalentné navazan na tézky retézec 27
- tézke retézce jsou kovalentné spojeny v stézejni Cast

carbo-
hydrate

Fc

Immunoglobulin G {lIgG)

Stanoveni volnych lehkych fetézcu (FLC, free light chains):

- pouzivaji se protilatky namirené proti antigennim strukturam dostupnym jen
na lehkych fetézcich (nikoli na lehkych retézcich navazanych na tézke
fetézce, tj. kompletni molekuly Ig)

« U zdravych jedincu je koncentrace volnych lehkych fetézcu minimalni

« Absolutni hodnota FLC souvisi s glomerularni filtraci, vychyleni z
normalniho poméru koncentrace volnych lehkych feté€zcu signalizuje
patologickou klonalni tvorbu jednoho typu

* V séru je pomér volnych kappa ku lambda 0,625 zatimco pomér vazanych
volnych lehkych fetézcu je 2 (volné kappa prevazné monomery, volné
lambda jako dimery)

- Ke stanoveni se pouziva imunonefelometricka pripadné
imunoturbidimetricka metoda
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Heavylite, Binding Site

pouziti specifickych HLC polyklonalnich protilatek, obsahujicich unikatni
junkéni epitopy mezi konstantnimi doménami tézkych fetézct (HC) a
lehkych fetézcu (LC) molekuly imunoglobulinu.

tyto HLC protilatky umozni separativni rozpoznani a kvantifikacik a A
lehkych fetézcu v ramci jednotlivych tfid Mlg: IgG k, IgG A, IgA K, IgA A,
IgM kK a IgM A.

Stanoveni poméru molekul IgG k / IgG A
IgM K / IgM A
IgA K/ IgA A

Prediktivni marker pri posuzovani vyvoje monoklonalni
gamapatie nejasného vyznamu (benigni)



Dalsi proteiny - sérum

: 2,0-3,6
transferin
g/l
realbumin 0,2-04
P g/l
2,0-3,6
haptoglobi ’ ’
aptoglobin gl
orosomukoid Urzs e Cal
g/l
Alfa2- 2-35

makroglobulin g/l

imunoturbidimetrie

imunoturbidimetrie

imunoturbidimetrie

Imunoturbidimetrie

iImunoturbidimetrie

1= nedostatek Zeleza v organismu (

|= prebytek zeleza v organismu porucha
proteosyntézy

v jatrech, akutni zatéz organismu

| porucha proteosyntézy v jatrech u
tézkych hepatopatii nebo proteinove
malnutrice

1= akutni stavy
| = poruchy proteosyntézy v jatrech,
intravaskularni hemolyza

T = akutni stavy
| = porucha proteosyntézy v jatrech

1= nefroticky syndrom, chronickeé
hepatopatie, v détském véku
| = akutni pankreatitida



alfa 1-

. : 0,9-2,04dl
antitrypsin
ceruloplasmin 0,22 - 0,6 g/l
C3 0,9-1,84qll
C4 0,1-0,44l
Cystatin C  0,63-1,44 mg/l
CRP 0,0 — 5,0 mg/I

prokalcitonin 0,0 — 0,5 ug/I

imunoturbidimetrie

iImunonefelometrie

Imunoturbidimetrie

Imunoturbidimetrie

Imunoturbidimetrie

imunoturbidimetrie

chemiluminiscence

1= akutni zanéty a akutni
zavazne stavy, téhotenstvi
|= tézke hepatopatie,
dédicny defekt tvorby API

1= postupny narust v
tehotenstvi

1= geneticka porucha
zpusobujici nedostate¢nou
tvorbu ceruloplasminu,
(Wilsonova

choroba)

T = akutni zatéez
|= tvorba imunokomplexu
(napfr. autoimunitni choroby)

1fce ledvin
1= akutni zanét, akutni stavy

1 sepse



transferin

Alfa2-
makroglobulin

Alfa l -
mikroglobulon

kvalitativni
analyza

Dalsi proteiny - moc

0,2-1,2
mg/l

< 7 mgl/g
kreatininu

2 —12 mg/l

imunonefelometrie

iImunonefelometrie

imunonefelometrie

elektroforéza

pro hodnoceni
proteinurie



transferin

prealbumin
t -protein
Beta -amyloid

S-100
CEA

B2-
mikroglobulin

Volné lehkeé
retézce kappa

Dalsi proteiny - CSF

7-22 mg/l Imunonefelometrie
12- 27 . :
Imunonefelometrie
mg/I
ELISA
ELISA

chemiluminiscence

chemiluminiscence

Imunoturbidimetrie

Imunoturbidimetrie,
imunonefelometrie

Zanétlivy marker

diagnostika demence X
Alzheimerovi choroby

Tumormarker

RS 1



Elektroforéza bilkovin krevniho séra -
Gelova elektroforéza — SPE

Kazda z6na obsahuje
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Gelova elektroforéza — SPE + imunofixace

HYDRAGEL 2 IF sebia  Provadi se ve Ctyrech krocich:
1. Separace proteinu elektroforézou na agar6zovém gelu.

2. Imunofixace (imunoprecipitace) protein rozdélenych elektroforézou
— pfislusné migracni stopy jsou prekryty jednotlivymi antiséry. Antiséra
difunduji do gelu a precipituji pfitomné antigeny. Proteiny v referenéni
stopé jsou jsou fixovany fixaénim roztokem.

3. Neprecipitované, rozpustné proteiny jsou z gelu odstranény odsatim
a promytim. Komplex antigen-protilatka zGstava v gelové matrix.

4. Precipitované proteiny jsou vizualizovany obarvenim.

FLP G A M K FLP 6 A M K . Elektroforetické déleni vzorku probiha simultanné v Sesti
stopach. Po elektroforéze — prvni stopa (ELP) slouZi jako
referencni. Zbyvaijicich 5 stop je pouZzito k naneseni specifickych
antisér — proti tézkym fetézcum (G, A, M) a anti-kappa a anti-
lambda volnym a vazanym lehkym fetézcim.

HYDRAGEL URINE PROFIL(D 2/4 sebia

NF T AR GAN X ’ .o i \7 w Ab QAN oF

% - % - 2 ; . Imunofixa€ni prouzky jsou porovnany s odpovidajicimi frakcemi
y X referencniho vzorku — odpovidajici prouzek by mél mit stejnou
o migracni pozici.

. Elektrofoforeogram bilkovin moce je podobny rozdéleni
bilkovin v séeru - intenzita frakci zavisi na filtraCni
| schopnosti ledvin.

A LI K analyze pouzivame zahusténé nebo nezahusténé vzorky

- - moce.

*  Poskytuje kvalitativni pohled na proteinurii, uziteCné

informace pfi diagnostikovani selhani ledvin, identifikace hlavnich

bilkovin v mo€i pomaha pfesné urcit typ poskozeni ledvin

(tubularni, glomerularni nebo smiseny)

—— — ‘ { — ——1 |« Déale pomaha pfi identifikaci monoklonalnich gamapatii (Bence
R . ' Jonesovy bilkoviny)
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Elektroforézal/izoelektrofokuzace
mozkomisniho moku

Izoelektricka fokuzace:

metoda zahrnuje izoelektrofokusaci na agar6zovém
gelu, nasledovanou immunofixaci s anti-lg G
antiserem.

Vzorky CSF a séra od téhoz pacienta jsou pak
vizualné porovnany.

Citlivost metody dovoluje analyzu CSF bez
pfedchoziho zahustovani

Test se provadi ve dvou stupnich:

1. lzoelektrofokusace na agar6zovém gelu k
rozdéleni proteinl ve vzorcich CSF a séra.

2. Imunofixace s anti-IgG antisérem znaCenym
enzymem (peroxidazou) ur¢enym k detekci IgG
oligoklonélnich prouzk

3. Srovnava se pfitomnost ¢i nepfitomnost
identickych pruht IgG v séru a moku; pocet
a lokalizace prouzku nema diferencialné
diagnosticky vyznam.
K potvrzeni intratékalni syntézy Ig je nutno
analyzovat sérum a mozkomisni mok paralelné ve
stejnych koncentracich, aby byl demonstrovan rozdil
v distribuci IgG.

HYDRAGEL 8 CSF ISOFOCUSING sobla
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* Fyziologicky maji imunoglobuliny v séru i
mozkomisnim moku polyklonalni charakter a
vyjadruji heterogenitu individualnich protilatek
produkovanych jako odpovéd na nejruznégjsi
antigeny, s nimiz se jedinec setkal.

Intratékalné produkované protilatky se vyznacuji
pouze omezenou (oligoklonalni) heterogenitou, coz
se pfi izoelektrické fokusaci projevi jako izolované
prouzky, které nejsou patrné pfi analyze séra.
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Zakladnl typy :

Typ 1 —v séruiv moku pouze polyklonalni
IgG — normalni nalez;

Typ 2 — oligoklonalni prouzky pouze

v likvoru — lokalni syntéza IgG (napf.

u roztrousené sklerozy);

Typ 3 — oligoklonalni prouzky v likvoru

a dalSi oligoklonalni prouzky v likvoru

| v séru — lokalni syntéza IgG a produkce
protilatek v organismu (napf. chronicka
Infekce CNS);

Typ 4 — identické oligoklonalni prouzky
v séru i moku (tzv. ,zrcadlovy“ obraz
prouzkl v séru a v likvoru — dochazi

k praniku protilatek z krve do likvoru) —
systémova imunitni aktivace bez lokalni
syntézy IgG v CNS;

Typ 5 — identicke monoklonalni prouzky
v séru i moku v kratkém useku pH
gradientu, jde o pfitomnost monoklonalniho
paraproteinu v likvoru sérového puvodu
(myelom, monoklonalni gamapatie)



Déekuji za pozornost.



