BILKOVINY

® Celkova bilkovina
Klinicky vyznam:

T koncentrace: pii dehydrataci (zvraceni, prijmy), pii nadprodukci bilkovin v dasledku
onemocnéni plazmatickych bunék (napt. myelom).

1 koncentrace: nedostatek v potravé, pii jejich T potieb& (dlouhodobé infekce, nadorova
onemocnéni), pii jejich ztraté (nefroticky syndrom, silné krvaceni, popaleniny).

Orienta¢ni referen¢ni rozmezi: 65 — 85 g/l
MozZnosti stanoveni:
e Kjeldahlova metoda
Nejprve se stanovi celkovy dusik plazmy a potom se vysrazi bilkoviny kyselinou
trichloroctovou a po centrifugaci se stanovi v supernatantu nebilkovinny dusik.

Z rozdilu hodnot Ize potom vypocitat bilkovinny dusik.

Metoda je Casové narocnd, zastarald, nehodi se pro rutinni provoz, ale vhodné pro
piesnou analyzu v kontrolnich sérech.

e Biuretova reakce

V alkalickém prostiedi davaji bilkoviny a peptidy s méd’natymi ionty ¢ervenofialovy
komplex. Intenzita zbarveni je imérna poctu peptidovych vazeb.

Biuretovo ¢inidlo: CuSOy4, NaOH, KI.
KI se pfidava pro stabilitu, pro zajisténi stability méd’natych iontl je soucasti ¢inidla
také vinnan sodnodraselny, Chelaton III nebo citrat.

Metoda bézn¢ pouzivana — moznost automatizace, jednoducha, specificka a presna.

e Turbidimetricka metoda
Meéifeni zékalu vzniklého po precipitaci bilkovin kyselinami (trichloroctova,
sulfosalycilova atd.) Vyuziva se pro semikvantitativni stanoveni celkové bilkoviny
v modi.
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@ Albumin
Klinicky vyznam:

 koncentrace: infekce, jaterni onemocnéni, nefroticky syndrom, stres, nadorova onemocnénti,
poruchy vyzivy atd. Disledkem jeho | koncentrace v krvi mohou byt otoky zptsobené
poklesem onkotického tlaku — obrazek ¢.1.

Obrazek ¢. 1. Vznik otokii pri poklesu onkotického tlaku pri snizené koncentraci albuminu
v krvi (prevzato z Clinical Biochemistry, An Illustrated Colour Text, 5 th edition, Gaw A a

kol., 2008).

Orientacni referen¢ni rozmezi: 35 — 53 g/l
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Moznosti stanoveni:

e Metoda s bromKkresolovym purpurem
M¢éiime fotometricky intenzitu zbarveni ¢erveného komplexu vznikajiciho vazbou
bromkresolového purpuru na albumin ve slabé kyselém prostiedi

e Metoda s bromkresolovou zeleni
Ve slabé kyselém prostifedi dava bromkresolova zeleil s albuminem zelené zbarveny
komplex. Nutné presn¢ dodrzet inkubacni dobu. V piipad¢ piekroceni inkuba¢ni doby
metoda poskytuje falesné€ vyssi vysledky.

e Imunochemické metody
Jsou zaloZeny na principu reakce antigenu (Agn) a protilatky (PL) za vzniku
imunokomplexu. Pokud probihé reakce v roztoku — Agn je v rozpustné forme — vznika
imunokomplex zvany precipitat, ktery se projevi zdkalem roztoku. Pro spravny pribéh
reakce je nutné pracovat tak, aby byl pomér koncentraci Agn a Pl optimalni (obrazek
¢.2). Zakal méfime na principu nefelometrie ¢1 turbidimetrie.
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Obrazek ¢. 2. Princip vzniku precipitatu v optimalnim pomeru Agn a PL. Upraveno dle
Laboratorni technika v klinické biochemii a toxikologii, Dolezalova V a kol., 1995.
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Bilkoviny akutni faze

@® C-reaktivni protein (CRP)
Akutni fadze — nespecifickd obranna reakce na poSkozeni organismu akutnim zanétem.
Koncentrace bilkovin akutni fdze rychle stoupa. Tvorbu bilkovin akutni faze v jatrech

vyvolavaji cytokiny.

Klinicky vyznam:
T koncentrace: zanéty, nekrozy tkani atd.

U zdravych jedincti se vyskytuje pouze ve velmi malé koncentraci.
Orienta¢ni referen¢ni hodnoty: 0 — 5 mg/l, 0-10 mg/1 (zavislost na pouzité metod¢)
MozZnosti stanoveni:

e [munonefelometrie, imunoturbidimetrie. Dal§i moznosti je vzhledem k pomérné nizké

koncentraci nékterd z citlivéjSich izotopovych ¢i neizotopovych imunochemickych
metod. Principem téchto metod je znaceni Agn ¢i PL znackou — radioizotopem,
fluoreskujici latkou ¢i enzymem atd. Nemétime jiz zékal, ale v zavislosti na pouzité
znacce métime napft. fluorescenci.

@ Transferin

Patii mezi 3; — globuliny. Slouzi jako transportni bilkovina pro Zelezo.

Patii mezi tzv. bilkoviny s kratkym polo€asem, jejichz hladiny v katabolickych stavech klesaji
a jsou proto nékdy oznacovany jako negativni reaktanty akutni faze.

Klinicky vyznam:
! koncentrace: u dlouhodobych a tézkych chorob (zhoubné nadory, nefroticky syndrom,
jaterni cirh6za atd.) Jak jiz bylo zminéno, mirny pokles doprovazi reakci organismu na akutni

zatéz.

T koncentrace: u anémie znedostatku Zeleza, akutni hepatitidy, v poslednim obdobi
téhotenstvi atd.

Orientacni referenc¢ni hodnoty: 2-4 g/l
MoZnosti stanoveni:

e Imunoturbidimetrie a imunonefelometrie.

" ‘.
* X & O
* * .'
* * °
Fapx” Univerzita
MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani Pardubice

EVROPSKA UNIE v MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost

-LAVANI

INVESTIC DO ROZVO]JE

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem :

tnim rozpoétem Ceské republiky



Elektroforéza bilkovin

Separa¢ni metoda slouzici k déleni latek nesoucich elektricky
naboj. Déleni probihd na zdklad¢ rozdilné pohyblivosti ve
stejnosmérném elektrickém poli. Pohyblivost zavisi na
velikosti ndboje, velikosti molekuly, pH prostiedi, iontové sile
pufru, vlastnostech nosice, tvaru ¢astic atd.

HYDRAGEL 7 B1-B2 ®

—— e GE T e -

Elektroforézou se bilkoviny dé€li na frakce: albumin, al, a2, b
, . L3 — e — - - e
a g (obrazky ¢. 3 a 4) - am am oo s ) o=

Z elektroforézy lze rozpoznat nékteré vyznamné patologické

zmény v organismu. Napiiklad prokéazat paraprotein (obrazek

¢.5). Jde o monoklonalni imunoglobulin vznikajici klonalni D2 s 4 s 8 1
proliferaci B-lymfocytl. Pfitomnost paraproteinu mize sebia e
signalizovat mnohocetny myelom.

Obrazek ¢. 3. Jednotlivé frakce bilkovin
po rozdeéleni elektroforézou — zaznam gelu.

Prealbumin Albumin

Obrazek ¢. 4. Jednotlivé frakce bilkovin po rozdeleni elektroforézou — denzitometricky
zaznam. Upraveno dle Textbook of Biochemistry with Clinical Correlations, TM Devlin a kol,

2006.
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Globuliny

C D Paraprotein

Obrazek ¢. 5. Jednotlivé typy nalezu po rozdéleni elektroforézou — denzitometricky zaznam. A-
normdalni ndlez, B — chronicky zanét, C — nefroticky syndrom, D- paraprotein. Upraveno dle
Textbook of Biochemistry with Clinical Correlations, TM Devlin a kol, 2006.
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