Plazmatické bilkoviny

Bilkoviny v krevnim séru nebo plazmé jsou zastoupeny mnoha druhy protein pochazejicich z réiznych bunék.
Biosyntéza prevazné vétsiny plazmatickych bilkovin probiha v jatrech, mensi ¢ast je syntetizovdna na jinych
mistech, napt. v lymfocytech (imunoglobuliny) a enterocytech (napr. apoprotein B-48). Odbouravani se
uskutecnuje v hepatocytech a v mononukledrnim fagocytarnim systému, kde se degraduji prfevazné bilkoviny po
vytvoreni komplex{ (napr. komplex antigen-protildtka, hemoglobin-haptoglobin). Intracelularné jsou peptidové
vazby bilkovin hydrolyzovany pomoci protedz a peptiddz za vzniku aminokyselin. Dalsi zplisob odstrariovani
sérovych bilkovin se uskutecnuje exkreci organy, predevsim ledvinami a gastrointestindlnim traktem.

Celkova koncentrace bilkovin v séru je 65-85 g/I, coz odpovida onkotickému tlaku 3,33-3,52 kPa. V plazmé je
koncentrace bilkovin vy$si o koagula¢ni faktory [HI2I3141(51(6] [71 [8] [91 [10] [11]

Funkce plazmatickych bilkovin

Funkce plazmatickych bilkovin zahrnuje celou radu oblasti:

udrzovani koloidné-osmotického tlaku;
transport ddlezitych latek (napf. hormony, vitaminy, lipidy, bilirubin, Iéky);
nutri¢ni funkce;
udrzovéani acidobazické rovnovéahy;
hemokoagulace a fibrinolyza;
obranné reakce organismu - humoralni imunita:
= specifickd imunita (imunoglobuliny),
= nespecifickd imunita (slozky komplementu, bilkoviny akutni faze).

Prehled sérovych bilkovin
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Ceruloplasmin

= oxidoredukéni aktivita (oxidace Fe2t na Fe3t)
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1. Haptoglobin existuje ve tfech fenotypech. Jeden z nich ma tendenci vytvaret polymery o vysoké molekulové

hmotnosti.
2. Elektroforeticka pohyblivost zahrnuje i B-oblast.

Podrobnéji se zminime o albuminu a dale budeme charakterizovat skupinu
bilkovin akutni faze a imunoglobulind.

Albumin

Albumin je sérova bilkovina, kterd se podili 55-65 % na celkové bilkoviné
v séru (primérnd koncentrace albumin@ v plazmé je 40 g/I'*?)), Je
syntetizovan v jatrech a jeho tvorba zavisi na prijmu aminokyselin.

= Albumin se podili podstatnym zplsobem na udrzovani onkotického
tlaku plazmy. Hodnoty albuminu nizsi nez 20 g/l jsou spojeny s
vyskytem edémd.

= PIni transportni funkce. Transportuje bilirubin, hem, steroidni latky,
tyroxin, mastné kyseliny, Zlu¢ové kyseliny, kovy, Iéky a dalsi latky.

= Vytvari proteinovou rezervu organismu a slouzi jako zdroj
aminokyselin, zvlasté esenciadlnich aminokyselin pro rlizné tkané. Pri
malnutrici se jeho koncentrace snizuje. Koncentrace albuminu v séru
neni vsak dobrym indikdtorem c¢asné proteinové malnutrice, protoze
pri nedostatku aminokyselin se snizuje i katabolismus albuminu
a albumin se premistuje z intersticia, aby se zachovalo adekvatni
mnozstvi v plazmé. Pomaly pokles je dan rovnéz delSim polo¢asem a
velkou télesnou zdsobou. Z tohoto ddvodu neodrazi piny rozsah
nutri¢niho deficitu.

Reaktanty akutni faze

Reakce akutni faze je fyziologicky déj, ktery se projevuje systémovym
uvolnénim mediatorh zanétu, v disledku rozvoje patologickych
procesl (zadnét, traumata, chirurgické vykony, infarkt myokardu, porod,
nadorové procesy, stres, nadmeérna fyzickd zatéz).
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|

Elektroforéza plasmatickych protein(

Struktura albuminu
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Mediatory slouZzi k zajisténi celkové odpovédi organismu, vzdjemné komunikaci a regulaci probihajicich dé;d.
Rovnéz vytvari celkové priznaky (horecka, Unava, maldtnost, bolest svall a kloub@). Klinicky vyznam maji latky,
jejichz syntéza vznikd v dasledku zndmé patologie, pripadné kdyz jejich koncentrace koresponduje s mirou
poskozeni tkani. Takové latky nazyvame markery (jejich stanovenim mlzZeme potvrdit ¢i vyloudit diagnostiku jiného
onemocnéni.

Vyznam pozitivnich reaktantd akutni faze

Soubor proteinl akutni faze je zna¢né rlznorody. Presto Ize podle G¢inku vétsinu z nich zaradit do nékteré z
nasledujicich skupin:

Slozky imunitni reakce
Nékteré reaktanty akutni faze se prfimo podileji na likvidaci noxy, kterad zpUsobila zanét. Dalsi bilkoviny maji
Glohu pfi odstranovani poskozenych bunék, nebo moduluji imunitni reakci. Patfi sem napf.

= C-reaktivni protein,
= slozky komplementu, zejména C3 a C4,
» tumor necrosis factor a (TNF-a), interleukin 1 (IL-1) a interleukin 6 (IL-6).

Ochrana pred kolateralnim poskozenim tkané
Bé&hem akutni faze se predevsim z fagocytl a rozpadajicich se bunék uvolnuji latky, které maji znicit noxu, jez
vyvolala zdnét, a ,rozpustit” poSkozenou tkan. Jsou to hlavné proteolytické enzymy a reaktivni formy kysliku.
U¢inek t&chto latek je tfeba omezit, aby plsobily jen tam, kde maji - tj. aby tzv. kolaterdini poskozeni tkané
bylo co nejmensi. Mezi reaktanty akutni faze proto najdeme

inhibitory proteaz

= o;-antitrypsin,
= op-antichymotrypsin,
= y-makroglobulin,

bilkoviny, které snizuji tvorbu a dostupnost reaktivnich forem kysliku
Jde nejen o scavengery reaktivnich forem kysliku v pravém slova smyslu, ale také o bilkoviny, které vazi a
stabilizuji prechodné kovy a jejich komplexy. Tim snizuji tvorbu ROS ve Fentonové reakci a podobnych
pochodech. Patfi mezi né

haptoglobin,
hemopexin,
ferritin,
ceruloplasmin.

Transport odpadnich latek vznikajicich béhem zanétu
Kromé hemoglobinu a hemopexinu uvedenych vyse sem pravdépodobné patri

= sérovy amyloid A (SAA).
Koagulacni faktory a bilkoviny podilejici se na regeneraci tkané, napf.
= fibrinogen.

Vyznam nékterych pozitivnich reaktantl akutni faze z0stdva neznamy, prestoze se mlze jednat o bilkoviny
klinicky vyznamné (pouzivaji se jako zanétlivé parametry). Zmifime napfiklad prokalcitonin (PCT).

Rychlost zmén koncentrace reaktantt akutni faze

Plazmatickd koncentrace r@iznych reaktant( akutni faze se méni rlizné rychle. Podle doby od za¢atku onemocnéni,
za niz se zméni, rozdélujeme reaktanty akutni faze do tfi skupin:

Casné proteiny akutni faze

jsou bilkoviny s velmi kratkym biologickym polo¢asem. Zmény jejich plazmatické koncentrace jsou patrné jiz za 6-
10 hodin po za¢atku onemocnéni. Vzestup vrcholi obvykle v priibéhu druhého a tretiho dne. Hlavnimi predstaviteli
jsou predevsim C-reaktivni protein (CRP) a sérovy amyloid A (SAA). Novéji se v klinické praxi pouziva
prokalcitonin (PCT).

C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je hlavni bilkovina reaktant( akutni faze. Je to latka, kterd hraje Glohu opsoninu. Své
jméno ziskal diky tomu, Ze precipituje s tzv. C-polysacharidem pneumokoki!'3!, Je sou¢dsti vrozené imunity.

Plazmatickd koncentrace CRP se zvys$uje jiz za 4 hodiny po navozeni reakce akutni faze a v prlbéhu prvnich dvou
dn( jeho koncentrace vzroste i vice nez 100krat. Maximalni koncentrace je dosazeno za 24-48 hodin, priblizné 24
hodin je i polo¢as CRP[14],
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Fyziologicky byvé plazmatickad koncentrace do 8-10 mg/I'*>1, Rychly a vysoky vzestup CRP (typicky na hodnoty nad
50 mg/l) doprovézi predevsim akutni bakterialni infekce, méné obvykle také mykotické infekce. Virové infekce
naproti tomu byvaji charakterizovany relativné malym vzestupem CRP (zpravidla pod 25 mg/)!'®l. Stanoveni
plazmatické koncentrace CRP proto napomahd v rozhodnuti, zda zah4jit 1é¢bu antibiotiky!*3. Usp&3na antibioticka
terapie se pak projevi rychlym poklesem CRP, naopak pri nelspésné 1écbé pretrvava zvyseni.

Stanovenim CRP Ize odhalit riziko pooperacni infekce. Treti den po operaci ma jeho koncentrace rychle klesat k
normé. Pretrvavajici zvyseni nebo jen ¢astecny pokles, nasledovany dalsim zvySenim, naznacuje pritomnost infekce
nebo jiné zanétlivé komplikace.

Mirny vzestup CRP provazi i infarkt myokardu. Obecné Ize také fici, ze
mirné elevované hladiny CRP (obvykle nad 10 mg//) patii mezi zndmky
vysokého kardiovaskularniho rizika!’1. Sledovani koncentraci CRP je
uzite¢né i pfi monitorovani autoimunitnich onemocnénit18!,

Nevyhodou CRP je jeho nizka specifita. Na rozdil od prokalcitoninu

neinformuje o zdvaznosti orgdnového postizeni, nybrz pouze o pritomnosti
infekce. Vzdjemné se tyto dva markery nenahrazuji, ale dopliuji.

Struktura

Molekula CRP je tvorena 5 nekovalentné spojenymi jednotkami, z
nichz kazd4 je tvorena jednoduchym neglykosylovanym polypeptidovym
fetézcem. CRP patii do skupiny pentraxind.

C-reaktivni protein

Funkce

Mezi hlavni funkce CRP patfi:

Opsonizace, jejiz princip spociva ve vazbé CRP na fosfatidylcholin, ktery je soucasti bakteridlnich stén.
Aktivace komplementu,

stimulace fagocytujicich bunék,

schopnost vazat C-polysacharid bunécné stény Streptococcus pnemoniae.

Prokalcitonin

V poslednich letech se ve vyzkumu i v klinické praxi zacina jako reaktant
akutni fadze vyuzivat prokalcitonin (PCT). Tuto bilkovinu o 116
aminokyselindch a molekulové hmotnosti 13 000 fyziologicky tvori C
bunky Stitné Zlazy jako prekurzor hormonu kalcitoninu. Zejména pfi
generalizovanych bakteridlnich infekcich jej vSak zacnou produkovat i
dalsi bunky, hlavné neuroendokrinni bunky plic a stfeva, ale i buriky
parenchymatdznich orgadnl a pri sepsi prakticky vsechny tkané a typy
bunék!1®!, Koncentrace této bilkoviny pak v plazmé prudce stoupa. PCT
uvolnény pfi sepsi neni konvertovan na kalcitonin.[20! Pfesny fyziologicky
vyznam prokalcitoninu neni zdaleka objasnén; predpoklada se, ze se podili
na regulaci zanétu a ma analgetické Gcinky. Polocas prokalcitoninu je 1
den a po imunitni stimulaci vzrista jeho sérovéa koncentrace jiz béhem 2-3
hodin asi dvacetindsobné. ZvySeni Ize pozorovat jen pfi
generalizovanych bakterialnich, mykotickych a protozoarnich
infekcich, neobjevuje se u virovych infekci. S méné vyraznym vzestupem
se |ze setkat u polytraumat, popélenin a po rozsahlych bfisnich operacich.

Prokalcitonin - molekularni data

2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Prokalcitonin.
Proteiny akutni faze se stfedni dobou odpovédi

jsou proteiny, jejichz koncentrace se méni 12-36 hodin po za¢atku onemocnéni a maxima je dosazeno ke konci
prvniho tydne. Patfi k nim a;-kysely glykoprotein (orosomukoid), a;-antitrypsin, haptoglobin a fibrinogen.

Pozdni proteiny akutni faze

jsou zastoupeny slozkami komplementu C3 a C4 a ceruloplazminem, u nichz se zmény rozviji aZz po 48-72 hodindch
po zacatku onemocnéni. Vzestup koncentraci je ve srovnani s obéma predchozimi skupinami proteinli méné
vyjadren a vrcholu dosahuji az po 6-7 dnech.

Negativni reaktanty akutni faze

Negativni reaktanty akutni faze jsou bilkoviny, jejichz hladiny se v pribéhu akutni zatéze snizuji. Hlavnimi
zastupci jsou albumin, prealbumin a transferin. Pro sledovani a hodnoceni priibéhu reakce na zatéz maji mensi
vyznam nez pozitivni reaktanty. Casto jsou vdak vyuzivany jako kritérium syntézy bilkovin v jatrech a jako
ukazatelé malnutrice.


https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:PDB_1b09_EBI.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Prokalcitnin_-_molekul%C3%A1rn%C3%AD_data.jpg
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=232&useskin=printer#cite_note-17
https://www.wikiskripta.eu/w/Mykotick%C3%A9_infekce
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=232&useskin=printer#cite_note-18
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=232&useskin=printer#cite_note-racek-15
https://www.wikiskripta.eu/w/Infarkt_myokardu
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=232&useskin=printer#cite_note-19
https://www.wikiskripta.eu/w/Autoimunitn%C3%AD_onemocn%C4%9Bn%C3%AD
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=232&useskin=printer#cite_note-20
https://www.wikiskripta.eu/w/Prokalcitonin
https://www.wikiskripta.eu/w/Fosfatidylcholin
https://www.wikiskripta.eu/w/Streptococcus_pneumoniae
https://www.wikiskripta.eu/w/Reaktanty_akutn%C3%AD_f%C3%A1ze
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=232&useskin=printer#cite_note-21
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=232&useskin=printer#cite_note-ukbld-22
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Searchtool_right.svg
https://www.wikiskripta.eu/w/Prokalcitonin
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Kysel%C3%BD_glykoprotein&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/w/Antitrypsin
https://www.wikiskripta.eu/w/Haptoglobin
https://www.wikiskripta.eu/w/Fibrinogen
https://www.wikiskripta.eu/w/Komplement
https://www.wikiskripta.eu/w/Ceruloplazmin
https://www.wikiskripta.eu/w/Albumin
https://www.wikiskripta.eu/w/Prealbumin
https://www.wikiskripta.eu/w/Transferin

Imunoglobuliny
0 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Protilatka.

Protilatky (imunoglobuliny) jsou specifické globuliny krevni plazmy s elektroforetickou pohyblivosti B-y. Vznikaji v
plazmatickych burikach jako humordini sou¢ast imunitni reakce na urcity antigen. Molekula imunoglobulinu mé
schopnost specificky vazat prislusny antigen, proti kterému se vytvorila. Po vazbé vznikd imunitni komplex. Kromé
toho imunoglobuliny plIni dalsi funkce zahrnujici napf. vazbu komplementu, vazbu na neutrofilni leukocyty a
makrofagy, aktivaci fagocytézy. Imunoglobuliny délime na 5 t¥id - 1gG, IgM, IgA, IgD a IgE. U tfidy IgG byly
popsdny jesté podtridy - IgG-1, 1gG-2, 19G-3, IgG-4, jejichZ funkce se liSi. Rovnéz tfida IgA neni jednotna, tvori ji
podtridy IgA-1 a IgA-2. Zakladni struktura molekuly imunoglobulinu je tvorena dvéma stejnymi tézkymi retézci
(H-rFetézce), oznacovanych podle jednotlivych trid vy, g, a, 6 a €, a dvéma lehkymi retézci (L-Ffetézce) k a A,
které jsou pro jednotlivé tridy spolec¢né. Kazda molekula imunoglobulinu obsahuje bud k nebo A rfetézce. Pri prvni
infekci baktériemi ¢i protozoy nastupuje v priibéhu 2-3 dn@ tvorba protilatek IgM, ktera je pozdéji béhem 5-7 dnl
vystridana tvorbou IgG se stejnou specifitou. Opakovana infekce zplsobi rychlé zvyseni hodnot IgG a malé zvyseni
koncentrace IgM. Vyrazné zmény mnozstvi imunoglobulini se projevi pri elektroforetickém vysetreni jako:

= hypogamaglobulinemie (snizeni vrcholu v oblasti y);

= hypergamaglobulinemie;
= polyklonalni (zvySeni vrcholu B-y globulinu o Siroké bazi);
= monoklonalni (Gzky vrchol v oblasti B-y globulin().

Hypogamaglobulinemie

Hypogamaglobulinemie vznika v ddsledku zvysenych ztrat imunoglobulind modi nebo stfevem. Jinou zavaznou
pric¢inou je pokles tvorby imunoglobulind, ktery m{ze postihovat véechny nebo pouze jednotlivé tridy. Tyto defekty
humoralni imunity mohou byt primarni nebo sekundarni a jsou pfi¢inou zavaznych imunodeficitnich stav(
projevujicich se opakovanymi infekcemi s tézkym pribéhem.

Hypergamaglobulinemie
Polyklonalni hypergamaglobulinemie

Polyklonalni hypergamaglobulinemie se vyviji jako odpovéd na antigenni stimulaci, pfi niz dochazi k aktivaci vice
klond plazmatickych bunék, a tim i ke zvySeni koncentrace imunoglobulinf, které postihuje jednu nebo vice trid
imunoglobulint - mluvime o polyklondlni gamapatii.

= Setkdvame se s ni pri chronickych infekcich, jaternich a autoimunitnich onemocnénich.
= Pfi elektroforetickém vysetreni zjiStujeme zvysSeni frakce gamaglobulinG vytvarejici Siroky neostre ohrani¢eny
pruh v oblasti y-globuling.

Monoklonalni hypergamaglobulinemie

Monoklonalni imunoglobuliny (paraproteiny) jsou imunoglobuliny nebo fragmenty imunoglobulinll produkované
jedinym klonem plazmatickych bunék. Jejich znakem je homogennost molekuly se stejnou primarni strukturou;
jsou zastoupeny imunoglobuliny se stejnou specifitou, tvorené pouze jedinym typem tézkého retézce a rovnéz
jedinym typem lehkého retézce.

= Fyzikdlné-chemicka homogenita paraproteinu se pfi elektroforéze projevi Gzkym vrcholem, obvykle v oblasti
B-y globulind.

= Monoklonalni imunoglobuliny jsou nejcastéji trfidy IgG a IgM. Jsou tvoreny bud kompletni molekulou
imunoglobulinu, samotnymi volnymi lehkymi retézci (Bence-Jonesova bilkovina) nebo samotnymi tézkymi
fetézci.

= Bence-Jonesova bilkovina snadno prechazi glomerularnim filtrem do moci.

= Nalez monoklonalnich imunoglobulind je pfiznakem maligniho onemocnéni plazmocytomu (= mnohoéetny
myelom), ktery je vyvolan nddorovym bujenim jednoho klonu plazmatickych bunék, nebo benigni
monoklondlni gamapatie.

Metody stanoveni bilkovin v séru

Zakladnim vySetrenim proteind v séru nebo plazmé je stanoveni jejich souhrnné koncentrace - tzv. celkové
bilkoviny. Pfi ndlezu patologickych hodnot a v dalsich indikovanych pfipadech nasleduje podrobnéjsi vysetreni,
které zahrnuje elektroforézu sérovych bilkovin, imunofixaci a cilené stanoveni koncentrace vybranych
sérovych proteind.

Celkova bilkovina

Stanoveni celkové bilkoviny v séru je bézna a dostupna metoda. VysSetreni koncentrace celkové bilkoviny v séru
nam poskytuje orienta¢ni informaci o biosyntéze, utilizaci a exkreci bilkovin. Zménu ve slozeni sérovych bilkovin
vyvolavaji rliznd onemocnéni, ale pouze nékteré se projevi odchylkou v hodnotach celkové bilkoviny.

Koncentrace celkové bilkoviny v séru mlze byt ovlivnéna témito zakladnimi faktory:

= hydrataci organismu;
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= zménou biosyntézy jednoho nebo vice specifickych protein(;
= rychlosti ztrat jednoho nebo vice specifickych proteind.

Hypoproteinemie

Hypoproteinemie je oznaleni pro sniZzenou koncentraci bilkoviny v séru.
Absolutni hypoproteinemie vznika v dlsledku sniZeného mnoZstvi bilkoviny v séru pfi:

= zvySenych ztratach;
= |edvinami;
gastrointestinalnim traktem (napf. zanéty streva);
kGzi (popaleniny);
krvacenim;
do ,3. prostoru” (napfr. do brisni dutiny pfi ascitu);
= snizené proteosyntéze v jatrech (chronicka jaterni onemocnéni);
= nedostatec¢ném prijmu bilkoviny potravou pfi poruchdach vyzivy.

U relativni hypoproteinemie je zachovano normalni mnozstvi bilkovin, které jsou ale v disledku retence vody a
elektrolytd ,naredéné” (stav hyperhydratace). Koncentrace individudlnich proteinl jsou sniZzené ve stejném
pomeéru.

Hyperproteinemie

Hyperproteinemii rozumime zvysenou koncentraci celkové bilkoviny v séru.

Absolutni hyperproteinemie je zvyseni koncentrace bilkoviny vyvolané obvykle zvysenou syntézou nékterych
specifickych proteinl, napr. imunoglobulind (plazmocytom).

Relativni hyperproteinemie vznika jako nasledek dehydratace organismu pri nedostateCném prijmu Ci
nadmérnych ztratach tekutin (té€zké prdjmy, zvraceni). Celkové mnozstvi bilkovin je zachovéno a koncentrace
jednotlivych proteind je zvy$enda proporcionalné.

Princip stanoveni celkové bilkoviny

Celkovou bilkovinu v séru stanovujeme biuretovou reakci.

V alkalickém prostredi v pritomnosti médnatych soli ddvaji bilkoviny
fialové zbarveni, vhodné k fotometrickému stanovenil?21231, Zjednoduené
se da fici, ze se vytvareji komplexni slou¢eniny Cu?* s ionty peptidovych
vazeb!21l, Vznikly komplex silné absorbuje svétlo v oblasti 540-560 nm. o= . - —0
Intenzita zbarveni komplexu se méri fotometricky a je pfimo tmérnd NH NH
koncentraci bilkovin. Biuretovou reakci obecné poskytuji latky obsahujici v VAR
molekule alespon dvé peptidové vazby (-CO-NH-) nebo dvé skupiny -CO- R—HC CH—R
NH,. Reakce tedy neni specifickd pouze pro bilkoviny. Nejjednodussi Cu |
slouceninou reagujici s médnatymi solemi v alkalickém prostredi je biuret / \ C
-
0 \N

C

obsahujici dvé peptidové vazby. Aminokyseliny a dipeptidy nereaguiji. // \“o

N
Soucasti biuretového ¢inidla je siran médnaty, ktery poskytuje Cu?* pro | |
tvorbu komplex@ s peptidovymi vazbami, a alkalizujici slozka (hydroxid), R R
ktery prevede peptidovou vazbu na enolformu a umozni tak Gc¢ast atomd
kysliku v komplexu. DalSimi slozkami &inidla jsou vinan draselno-sodny,
ktery zabrafuje jako komplexotvorna latka srazeni Cu2* na Cu(OH),, a

jodid draselny, ktery chrani Cu2* pred autoredukci. Citlivost biuretové
metody se pohybuje kolem 1-10 g bilkoviny/I.

O—2323

Komplex bilkoviny s médi v alkalickém
prostfedi (zjednoduseno podle 1)

Referencni rozmezi: Koncentrace celkové bilkoviny v séru (S-celkové bilkovina): 65-85 g/I
Albumin

Stanoveni koncentrace albuminu v séru patfi mezi rozSifend biochemickd vySetreni, vhodna zejména u onemocnéni
jater, ledvin a hodnoceni nutri¢niho stavu. Snizeni albuminu m{zZe doprovéazet chronické zanéty a zvyseni
katabolismu u nékterych chorobnych stavi. Ostatni pric¢iny sniZzeni nebo zvyseni koncentrace albuminu jsou
podobné jako u celkové bilkoviny.

Princip stanoveni albuminu

Ve slabé kyselém prostredi se albumin chova jako kation. MizZe reagovat s aniontovymi barvivy a vznikd komplex
albumin-barvivo. Navazani barviva je provazeno zménou jeho zbarveni. K vazbé dochazi v mirné kyselém
prostredi za pritomnosti povrchové aktivnich latek.

Pouzivaji se organickd barviva, kterd s alouminem reaguji podstatné rychleji nez s ostatnimi sérovymi bilkovinami.
Nejcastéji obsahuji skupinu -SO3H. Prikladem mUze byt bromkresolovy purpur nebo bromkresolova zelen.
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Referencni rozmezi: Koncentrace albuminu v séru (S-albumin): 35-53 g/I

Pro stanoveni albuminu v jinych tekutindch, napf. v moci nebo v mozkomisnim moku, se obvykle pouzivaji citlivéjsi
imunochemické metody (nej¢astéji imunoturbidimetrie).

Elektroforéza bilkovin v séru

Princip elektroforézy sérovych bilkovin

2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Elektroforéza.

Elektroforéza (ELFO) je zalozena na pohybu nabitych ¢astic v elektrickém
poli. Stanovované latky musi mit charakter iont& nebo amfolytd. Bilkoviny
patfi mezi amfolyty, které mohou nabyvat kladného i zdporného naboje v
zavislosti na pH pufru, pfi kterém elektroforéza probiha. Je-li smés
nabitych ¢astic vystavena pUsobeni elektrického pole, za¢nou se molekuly
ldtek pohybovat. Pohyblivost bilkovin je ovlivnéna témito faktory:

= charakterem délené latky (velikost ndboje, tvar a velikost molekul,
relativni molekulovd hmotnost);

= vlastnostmi prostredi, ve kterém déleni probiha (hodnota pH, iontova
sila, napéti, proud).

Bromkresolova zelen

Pozitivné nabité molekuly proteind se lIépe adsorbuji nez negativné nabité
molekuly, a proto pfi elektroforéze proteinl jsou vyuzivany negativni
naboje. Izoelektricky bod vétsSiny sérovych bilkovin je v oblasti slabé
kyselé pri pH 5-6. Proto v prostredi alkalického pufru, nej¢astéji pH 8,6,
budou u sérovych bilkovin prevazovat zaporné naboje a jejich pohyb bude
s rliznou rychlosti smérovat k anodé. Albumin vykazuje nejvyssi negativni
naboj a tim i nejrychlejsi pohyblivost k anodé.

CHs

Elektroforéza muUze probihat na rliznych nosicich. Historicky nejstarsim byl
chromatograficky papir. V klinicko-biochemické praxi se nejc¢astéji
setkdvame s elektroforézou na acetatcelulézovych foliich nebo na
agarozovém gelu. Pri elektroforéze, ktera vyuziva jako nosi¢ papir nebo
acetatcelulézu, putuji molekuly bilkovin roztokem pufru, ktery je vné
nosi¢e. Molekuly se tedy déli predevsim podle svého naboje. Podobné se
budou délit bilkoviny i v malo koncentrovaném agarézovém gelu.

Pomoci elektroforézy se bilkoviny krevniho séra rozdéli obvykle na 5-6
frakci - albuminovou, aj, ay, B, y frakce se nékdy rozlisi na B; a B5. S
vyjimkou albumin( jsou dalsi frakce tvoreny vzdy skupinou bilkovin, které
maji priblizné stejnou elektroforetickou pohyblivost.

Bromkresolovy purpur

Provedeni

Kapka séra je pridana na sklicko s elektroforetickym agorézovym gelem a rozprostrena po ,startovni ¢are”,
kolmo na smér budouciho elektrického pole. Poté je vystavena Gc¢inklim elektrického pole v elektroforetické
vané. Vlivem elektrického pole zacinaji proteiny migrovat v agarézovém gelu.

Po uplynuti urcité doby (napf. 30 minut pfi napéti 120 V) se bilkoviny v gelu denaturuji (,fixuji“), zpravidla
plsobenim alkohold (metanolu) a kyselin (kyseliny octové). Tim se zabrani jejich difuzi nebo vymyti z gelu v dalsich
krocich. Poté se bilkoviny obarvi vhodnym organickym barvivem (napr. amidocerni). Poloha jednotlivych frakci a
koncentrace bilkovin v nich se poté hodnoti pomoci denzitometrie.

Vice informaci o elektroforéze formou on-line videa najdete napr. na strankach Masarykovy Univerzity (http://p
ortal.med.muni.cz/player_ext.php?lid=17&link=elfo_pro_480.flv%7CLF).

Hodnoceni elektroforézy sérovych bilkovin

Rerencni hodnoty jednotlivych elektroforetickych
frakci

Nazev frakce Hodnoty v relativnich % Hodnoty v g/l

Albumin 55-69 35-44
o 1,5-4 1-3
o 8-13 5-8
B 7-15 4-10
9-18 5-12

Charakteristika jednotlivych frakci
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Zéna prealbuminu

V této oblasti se pohybuje prealbumin (transtyretin), jehoz zéna je vsak
velmi diskrétni a téZko hodnotitelna.

Zona albuminu

7%

Albumin vytvari pomérné Sirokou a z obou stran dobfe ohrani¢enou zénu.
Pri poklesu koncentrace albuminu pod 30 g/l je patrné jeji oslabeni.
Vzécné pozorované zdvojeni frakce je projevem genetické strukturni
odchylky albuminu u heterozygotl - bisalbuminemie nebo vznika pfri
navazani cizorodé substance na albumin, napf. penicilinu. | |

Interzéna mezi albuminem a a;-globuliny . | il l

Elektroforéza plazmatickych bilkovin a

Slabé homogenni zbarveni této oblasti je podminéno a-lipoproteiny. denzitometricky zaznam

Podobnou elektroforetickou pohyblivost vykazuje také aq-kysely
glykoprotein, ale zabarveni zény ovliviiuje minimalné.

Zé6na a;-globulint

Zénu ay-globulind ovliviiuje predevsim ag-antitrypsin. Pri akutnich zanétech je zretelné zesileni. Klinicky vyznamna
je genetickd variabilita al-antitrypsinu, ktera se v elektroforéze mize ¢asto zretelné projevit oslabenim, nékdy az
vymizenim jeho zény se sou¢asnou zmeénou pohyblivosti.

Interzéna mezi a; a a,-globuliny

Obvykle je celd slabé homogenné zbarvena.

Zé6na ay-globulint

Na vytvareni této zény se podileji pfedevsim dvé bilkoviny - a;,-makroglobulin a haptoglobin. Zmény koncentrace

a-makroglobulinu nemaji velky diagnosticky vyznam. Haptoglobin vytvari 6 fenotypd, které se lisi

elektroforetickou pohyblivosti. Elektroforetické vysetreni neumoznuje rozliseni fenotypU haptoglobinu.

Interzona mezi a, a f;-globuliny

Normalné se barvi pouze slabé. Pri hemolyze vznikaji komplexy hemoglobin-haptoglobin, které v této oblasti
vytvéareji samostatnou zénu.

Zéna By-globulind

Tvar a intenzita zbarveni zény B;-globulind je ovlivnéna prakticky pouze transferinem. Intenzita zény dobre koreluje
s celkovou vazebnou kapacitou plazmy pro zelezo. Pri anemii z nedostatku Zeleza a v téhotenstvi se zvysuje
syntéza transferinu a intenzita zény se zesili. Dalsi protein s B;-elektroforetickou pohyblivosti, hemopexin, se
Spatné barvi pouzivanymi barvivy a zmény v jeho koncentraci se v elektroforéze neprojeuvi.

Interzéna mezi 3; a B,-globuliny

V této oblasti nalézame imunoglobulin IgA, ktery podminiuje homogenni zbarveni zény. Déle zde vytvari typickou
linii B-lipoprotein, jejiz pritomnost zavisi na jeho koncentraci.

Zéna B>-globulind

Na vytvareni zény B,-globulinll se podili C3 slozka komplementu. Podle intenzity zbarveni se da tézko odhadnout
koncentrace C3.

Zéna y-globulint

Charakter zény y-globulind je ovlivnén koncentracemi ¢tyr podtrid imunoglobulinu IgG. Zvyseni IgG se projevi
intenzivnéjSim zbarvenim a rozsifenim zény v obou smérech. Imunoglobulin IgM lezi bliZze startu. Samostatné nebo
soucasné zvyseni koncentrace IgM pomoci elektroforézy nerozpozname.

Klinické vyuziti

Elektroforéza sérovych bilkovin (ELFO) se provadi zejména, zjistime-li patologicky vysledek celkové bilkoviny, nebo

.....

= dysproteinemie - zména koncentrace a kvalitativniho sloZeni jednotlivych bilkovin v séru,
= paraproteinemie - charakterizovana pritomnosti monoklonalnich imunoglobulinG.

ELFO u nékterych patologickych stavt

Typ elektroforeogramu Komentar Alb | a; | ap B Y Vyskyt (priklad)
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Akutni zanét

Chronicky zanét

Chronicky aktivni zanét

Hepatalni typ

Nefroticky typ

Hypogamaglobulinemie

Monoklonalni

= zvyseni pozitivnich
reaktantd akutni faze
(az-antitrypsinu,
orosomukoidu,
haptoglobinu,
ceruloplazminu, CRP, C3)

= pokles negativnich
reaktantd akutni faze

= polyklonalni zmnozeni
imunoglobulin{

= zvyseni a-globulind
svéddi o reaktivaci
procesu

= vazne proteosyntéza v
hepatocytech

= nadmérné tvorba
imunoglobulind

= nékdy se neoddéliBay
frakce (tzv. B-y mastek -
pri zvyseni IgA)

= vyrazné ztraty bilkovin
mocdi (prevladaji rendini
ztraty albuminu)

= zvyseni bilkovin s
nejvetsi Mr - ay-
makroglobulinu a B-
lipoproteinu

= pokles v oblasti y
globulind

= homogenni vrchol

s akutni faze infekc¢nich
onemocnéni

= akutni poSkozeni tkané
(infarkt myokardu,
chirurgicky vykon)

» vétSi popéleniny

1 nebo
N T ) N
= rekonvalescence po
infek¢nim onemocnéni
» nékterd revmaticka
onemocnénf
{ nebo N N N t
N
= chronickd aktivn{
revmatoidni artritida
{ T ) N T
N
» chronicka jaterni
onemocnéni - jaterni
fibréza a cirhéza
{ { { { T
ﬁM’\ S
{ N T T ! nebo N
= primarni deficity tvorby
protilatek
» sekundarni deficit tvorby
protilatek
= ztraty imunoglobulin
N N N N {

= benigni monoklonaini
gamapatie
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gamapatie kdekoliv v oblasti B az y! A = maligni monoklondini
1

gamapatie (myelom)

Odkazy

7 va s

Souvisejici ¢lanky

= Bilkoviny v séru a moci (1. LF UK, VL)
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