


BILKOVINY V LIDSKEM TELE

opora organhismu
integrita organismu
transport latek
latkova vymeéna
obrana organismu

10-50 tisic proteinu v téle



Funkce, kterou v organismu zajist'uji

enzymy

strukturdlni proteiny
kontraktivni
protilatky
transportni
peptidové hormony



Enzymy a inhibitory

1500

biologické katalyzatory, s mensimi
energetickymi naroky urychluji metabolické
reakce v lidském téle

aktivita enzymt = diagnosticka informace

Priklady
ceruloplazmin, cholinesterasa
inhibitory proteas (a,-antitrypsin,
a,-makroglobulin)




Strukturadlni proteiny
opora télu, tkani, bunék
kolagen (kosti)

keratin (nehty, vlasy)
membrany cervenych krvinek a bunék (tvar)



Kontraktivni proteiny

! aktin
- myosi

Svalova
Fibralni




Protilatky

Vznik: odpovéd’ imunokompetentnich bunék
na pritomnost cizorodych latek
v organismu

ANTIGENY PROTILATKY

diagnosticky vyznam
analyticka cinidla



Transportni proteiny

prenos latek krevnim obéhem

prenos pres bunécnou membranu

requluji mnoZstvi specifickych metabolitu
v organismu

requluji rychlost biochemickych procesu

Priklady

albumin - transport (bilirubin, Ca, léky)
transferin a feritin Fe

specifické proteiny hormony, B;,
lipoproteiny cholesterol, dalsi lipidy




Peptidové hormony

-vznikaji ve zlazdch s vnitrni sekreci
-uvoliovany do krevniho obéhu

-dostat se do jinych casti téla

-vazi se na receptor (v misté pusobent)

Priklady

inzulin - proteinovy hormon

peptidové hormony - prubéh téhotenstvi
endorfiny - peptidové hormony (vnimdni bolesti)




Metabolismus proteind

zdroje proteint
-v télnich tekutinach, v bunkach
-strava

organismus vlastni proteiny
zajistit dostatek aminokyselin
v ndlezitych pomérech



Trdveni proteind

Zaludek pH 2-3
enzym pepsin (Stépi amidové vazby)
vytvori se mensi peptidy, které vyvolaji
uvolnéni hormont a enzymu z pankreatu
a tenkého streva

proenzymy Stépeny proteolytickymi enzymy
na aktivni formu, ktera stépi proteiny
na specifickych mistech

tenké strevo

rozbiti proteini na malé peptidy:

trypsin, chymotrypsin, elastasa, karboxypeptidasa

hydrolyza menSich peptidu:

aminopeptidasy atd.



Absopce aminokyselin - tenké strevo

aminokyseliny vstupuji do bunék strevni mukozy
tenkého streva a pak jsou transportovany

do jater

transport specifickych skupin aminokyselin

do mukdznich bunék zprostredkovavaji

rizné enzymové systémy

(na GCet energie)

z bunek -pasivne



Syntéza novych proteinu

-proteosyntéza-proces regulovan chromozony
-sekvence aminokyselin (geneticky kod)



Odbourdvani proteind

bunka se rozdéli nebo odboura, do obehu se uvolni
proteiny

katabolismus proteinu (intracelurdlni enzymy)
aminokyseliny, malé peptidy

(vyuziti i pro proteosyntézu)

hladina proteinu v krvi klesa, stoupa
béehem dne, hodin



Vyluéovani proteint
Mr 60 000 (hranice pro filtraci v glomerulech)

moc:
slouCeniny s vysSim Mr
slouceniny s mensim Mr glomerulem vylucovdny
miZe ztrdcet jen malo proteinu

Priklady

amylasa Mr 40 000-50 000

fragmenty imunoglobulinu (uréity typ kostnich

nadort)
detekce téchto proteini ma klinicky vyznam




Plazmatické bilkoviny

'

krevni

! konce
! velikc
! funkc




Dvoudimenzionadlni elektroforéza




Funkce plazmatickych bilkovin

udrzeni onkotického tlaku

transport mineraltu, hormonu, lipidu, léku
ochrana proti infekci (Ig, komplement)
hemokoagulace a fibrinolyza

enzymy a inhibitory

specidlni funkce (ochrana pred volnymi radikdly)



Analyza proteinu

celkové proteiny (TP) 62-82 g/I
albumin 35-53 g/I

zmeény v elektroforetickych frakcich
imunoelektroforéza (specificky protein)
2-D-elektroforéza, analyza MALDI



Celkové proteiny

v moCi
kvalitativné: +- (prukaz proteint v moci)

kvantitativné: bilance bilkovinného dusiku (v moci)
specificky protein se v moci obvykle nestanovuje

v séru a v jinych télnich tekutinach

celkove proteiny:  nespecificky test (rychly)

specificky protein: specifické protilatky
rozdéleni pomoci elektroforézy



Celkové proteiny

hypoproteinemie -prevodnéni pacienta
-malnutri¢ni stavy
hyperproteinemie -dehydratace

-rust frakce Ig

albumin

dbytek nefroticky syndrom
tézké hepatopatie

vliv na celkové proteiny



Metody stanoveni

Celkové proteiny

biuretovo Cinidlo: proteiny = aminokyseliny spojené
peptidovou vazbou

peptidovd vazba tvori komplexy s Cu?*

modré zbarveni -spektrofotometricky

Albumin
bromkresolova zelen pri pH 4,15
zelené zbarveni (630 nm)



Elektroforéza krevniho séra

v agarosovém gelu v barbitalovém pufru, pH 8,6
na celulosoacetdtové membrané

v barbitalovém pufru pH 8,6
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Elektroforetické typy
5-6 frakci
albumin
globuliny a;
globuliny a,
globuliny B (B, a B,)
globuliny y

|ze dosdhnout i lepSi rozdéleni,
klinicky nevyznamné

albumin = 1 bilkovina
ostatni frakce = smés proteinu



Proteinovy profil v séru

CELKEM:
Albumin
alpha-1
alpha-2
beta
gamma

85 g/I

(35-50 g/l)
(1,7-3,3 g/l)
(4,2-9 g/l)
(5,2-10,5 g/l)
(7,1-16,5 g/l)

65%
2.6%
8.4%
13%
15%



Zmény podilu elektroforetickych frakci
charakteristické uréitym chorobnym stavim
(ne jedna ale skupina chorob)

a) akutni zanét
d) nefroticky syndrom
e) hyperimunoglobulinemie




Typ akutniho zanétu

TP = normalni
malé snizeni albuminu
vzestup 0, a 0, globulind
hromadeéni bilkovin akutni faze v krevnim séru

u vSech zanétu (operace, Uraz, infarkt)



Typ chronického zanétu

vzestup a,aa, (méné vyrazné)

vyrazny vzestup y globulinové frakce
(Siroky pruh y globulinové frakce)

polyklonalni hyperimunoglobulinemie

pokles albuminu (zvyseny katabolismus)

chronické infekcni choroby
HIV+/AIDS

zanetliva onemocnéni pojiva

autoimunitni onemocnéni
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Typ chronické hepatopatie
snizeny albumin
narust y frakce
B-y mustek IgA

akutni hepatitida



Typ nefrotického syndromu (ztrata bilkovin)
velky pokles albuminu
i pokles y globulint
a, a B globuliny vyrazné stoupaji

nefroticky syndrom
chronicka glomerulonefritida

postizeni ledvin

& . &




Malnutricni typ
pokles albuminu
(chybi Ak, porucha syntézy proteint)
pokles B, globulint
(porucha syntézy transferinu)
a,, O, ay normalni
celkova bilkovina vyrazné snizena



Monoklondlni hyperimunoglobulinemie

mezi O, po y Uzky pruh
monoklondlniho Ig
nékdy nizsi albumin

nadorové onemocnéni
mnohoCetny myelom
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Klinicky vyznamné plazmatické proteiny

prealbumin
protein vazajici retinol
a-1-antitrypsin

Oy
reaktanty akutni faze rz‘én/éu/
a-1-kysely glykoprotei
a -2-makroglobulin
haptoglobiny > a,
ceruloplasmin
transferin
hemopexin
C-reaktivn@ B
fibrinogen

imunoglobuliny Y




Prealbumin

vazajici thyroxin

M. 54 000

transport thyroxinu a trijodothyroninu
indikator stavu vyzivy

snizeni:  jaterni choroba (snizeni syntézy)
zvyseni: onemocneéni ledvin (snizi se rychlost
glomerularni filtrace)

elektroforéza: pred albuminem, ale pri bézném
provedeni neni frakce viditelna
kvantitativni stanoveni: nefelometrie
radialni difdze (RID)
elektroimunodifuze



Prealbumin vytvari komplex s bilkovinou
transportujici vitamin A

Protein vazajici retinol
transportni protein vazayjici retinol (RBP)
(retinol-binding protein)

prenasi vitamin A (retinol) do cilovych bunék

kvantitativni stanoveni:  nefelometricky
RID



a-1-antitrypsin (AAT)
o-1-antiproteasa skupina inhibitord sérinovych
proteas syntetizovanych v jatrech
Funkce AAT: inaktivovat proteasy

(elastasu a kolagenasu)

zabrana odbourdvat pojivovou tkan
AAT je sam inaktivovan faktory uvolnénymi
z neutrofild

Nedostatek AAT: je dedicny
nemoc u déti jako onemocnéni jater
pacienti ve véku 20-30 let -rozedma plic

AAT je reaktant akutni fdze zanétu APR
(Acute-Phase Reactant)



Reaktanty akutni faze (APR)

proteiny, které zvysuji svou koncentraci
pri odpovédi na akutni zdnét
(infarkt myokardu, maligni nador, infekce,
chlr'ur'glcky zdkrok, poranéni)
soucdst obrany organismu
VYZNAM: nikoliv dlagnos'rlka

sledovani prubéhu choroby, léceni
PFi ristu APR = k poklesu albuminu, prealbuminu
a transferinu (stejna c proteint)
nedostatek AAT lze sledovat elektroforeticky
(tvori 90% vSech proteinu frakce a-1)
METODA: nefelometricky

RID



a-1-kysely glykoprotein orozomukoid

AAG (Alpha-1-Acid Glycoprotein)
M. 44 000, syntetizovan v jatrech
44% cukrd

inaktivace progesteronu

vaze bazicka léciva

reaktant akutni fdaze zdnétu
zvySeni:  pri zanétu

autoimunitni onemocnéni
snizeni. uzivani antikoncepénich prostredki
Metoda: nefelometricky, RID



a—2-makroglobulin

AMG, proteasovy inhibitor Mr 625 -800 kDa
inhibuje proteolytickou aktivitu:

trypsinu, chymotrypsinu, elastasy,
plasminu :
ovliviuje zanétlivé procesy (vazba |
snizeni:  akutni pankreatitida

mnohocetny myelom R l ‘

zvyseni:  jaterni nemoci, diabeft,
nefroticky syndrom
(Spatné pronika glomerulem)
Metody: nefelometrie, RID



Haptoglobin (a.)

glykoprotein
vaze pevné hemoglobin,

vznikly komplex je z obéhu vychytan bunkami RES
(retikuloendotelidlniho systému)

hemoglobin, ktery neni navazan na haptoglobin,
prochdzi glomerulem a precipituje v tubulech
zpusobuje vazné poskozeni ledvin

vyznam: zabranéni vzniku nebezpecného
hydroxylového radikalu (volny hemoglobin)
Metody: nefelometrie, RID



Hemopexin (3)

M. 57 000

elektrolyticka pohyblivost 3-1-globulinu

Funkce: vazat uvolnénou hemovou skupinu a
prenaset ji do jater k metabolické
konverzi na bilirubin

Metody: nefelometrie
RID
v rutinnich laboratorich KB se prilis
nestanovuje



Ceruloplasmin

a-2 globulin, Mr 120-160 kDa
labilni

ceruloplasmin vdze

6-7 atomu médi (namodraly komplex)

90% plazmatické medi
zbytek médi je vazan na albuminu

Funkce: oxidasova aktivita
katalyzuje oxidaci Fe?* na Fe3*
reaktant akutni fdze zanétu
koncentrace roste v téhotenstvi
Wilsonova choroba (defekt tvorby ceruloplazminu)



Transferin

glykoprotein s pohyblivosti 3-globulint
zprostredkovava transport Zeleza

ionty pochdzeji z hemu odbouraného v jatrech a
z potravy a jsou prendaseny transferinem do mist
erytropoesy (krvetvorby) v kostni dreni

negativni reaktant akutni faze zanétu



snizeni:

-popdleninach

-infekcich

-malignich procesech

-nemoci jater, ledvin

-dédi¢na atransferinemii (nedostatek transferinu

zvySeni: -nedostatek Zeleza diagn6za anemie
- téhotenstvi
- terapie estrogeny

Metody: nefelometricky
RID



C-reaktivni protein CRP (C-Reactive Protein)
precipitace C polysacharidu pneumokoku

reaktant akutni faze zanétu
syntéza v jatrech

zvyseni:

imunitni odpovéd’ na infekci

poskozeni tkané, nekroza bunek

(béhem infarktu myokardu nebo zhoubné nadorové t
sleduje se v prubéhu nemoci

Metody: aglutinace latexovych castic
enzymoimunostanoveni
nefelometricky



Fibrinogen

glykoprotein s pohyblivosti mezi 3-globuliny a y
vlastni substrat trombinu

(hlavni enzym pri procesu srazeni krve)

reaktant akutni faze zanétu

Metody: na fibrometru v koagulacni laboratori



Imunoglobuliny

(protildtky)
produkce imunokompetentnimi liniemi B-lymfocytu
z kostni drené (nikoliv jatra)

Metody: nefelometricky
RID

Snizeni: vrozene nebo ziskane

Zvyseni: monoklonalni
polyklonalni



Imunitni system
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Struktura protilatek

'y
4

Antigen

binding




Enzymové Stépeni:
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Fab Fe F(ab), p Fc

Papain a trypsin Stépi Ig

na fragmenty:

v" fragment vdzajici antigen
Fab
Fragment antigen binding

v krystalizovany fragment
Fc

Fragment crystallizable

Pepsin stépi na fragmenty:
F(ab“)2 a pFc’

Enzymy hydrolyzuji vazby v pantové oblasti H retézce
v blizkosti disulfidickych mustku, které spojuji oba

retezce H



hypervariable regions
of heavy chain

p s’i’iﬁ

4 hypervariable
/~ regions of
light chain

variable region
of heavy chain

hypervariable
regions



(e) IgM (pentamer)




Monoklonalni imunoglobuliny

Ig je produktem jedné linie bunék (jeden klon)
zvysuje se jeden typ imunoglobulinu
abnormadlni protein paraprotein

odliSeni: na elektroforegramu zretelny oddéleny
pds v oblasti B- aZ y-globulint
polyklondlni zesili cely difdzni Siroky
pas y-globulini nebo rada oddélenych
pasu v oblasti y-globulint

polyklondlni hypergamaglobulinemie:

s wm |vZnika v disledku chorobnych stavii

(infekce,nemoci jater, precitlivélost,
nadorové bujeni, autoimunitni choroba




IqG

nejvice zastoupené u dospélych
v krevnim recisti (jsou dostateéné malé)
prochdzeji pres placentu z organismu matky do plodu

M. 150 kDa, v séru: 8-18 g/I

novorozenec: po porodu koncentrace klesa a roste
az s nastupem syntézy
3 meésice - 3,5-4,0 g/I
1rok - 7,0-8,0 g/l
roste do 16 let (pak uz jako dospéli)

Funkce: neutralizovat toxiny
vazat antigeny (i mikroorganismy)
aktivovat slozky komplementu



zvyseni polyklondlnich Ig6:
choroby jater
autoimunitni choroby
tuberkuloza
infekéni mononukledza
bakterialni infekce
maligni procesy, leukemie



IgA

M. 160 kDa

sekretonické protilatky v slinach, slzach, potu,
kolostru, a sekrety nosni sliznice

zajist'uji ochranu povrchu sliznic pred mikroby

IgA ve formé diméru (odolny vici proteolytickym enzymim,
stabilizovan sekrecnim proteinem)

V plazmé monomer

dospéli plazma: 0,9-4,5 g/I

novorozenec: 25% koncentrace, roste az do 16 let
IgA neprochdzi placentou

(v pupecnikove krvi méné jak 10 mg/l)



Zvysena IgA:
-cirhoza

-chronicka hepatitida
-revmatoidni artridida
-cysticka fibroza
-aktinomykoza
-tuberkuloza



IgD a IgE

predstavuji méné jak 1% Ig v séeru
IgD se strukturou podoba Ig6

Funkce IgD neni zatim objasnéna

IgE se pevné vaze zirné bunky
jeho koncentrace roste pri alergickych reakcich



Klinické aplikace

Monoklonalni gamopatie
zvySend koncentrace monoklondlnich Ig

podle puvodu: benigni (nador bez metastaz)
maligni (zhoubny nador
s metastazami)

maligni gamopatie:

mnohocetny myelom

Waldenstromova makroglobulinemie

nemoci tézkého retézce
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Mnohocetny myelom

onemocnéni klonu plazmatickych bunék v kostni dreni
postihuje osoby ve veku 50-60 let

nadory kostni drené produkujici

Ig6 (60% pripadu).

IgA (20% pripadu)

IgD a IgE (méné jak 1% pripadu)

15% pripadu produkuje monoklonalni lehké retézce

elektroforegram: B-yoblast ostry pruh paraproteinu
(M vrchol)

klinické priznaky: -poskozeni kostni tkané (bolest, snizeni
mechanické pevnosti kosti)
-produkce Ig nebo fragmenti lehkych
retézcl Bence-Jonesuv protein
-funkce kostni drené je oslabena
(tvorba cervenych a bilych krvinek
a desticek je oslabena)



Laboratorni ndlezy monoklonalni gamopatie
1.zvySené proteiny v plazmé (100-120 g/I)
(zvysena y-frakce, albumin snizen)

2.zvySend proteinurie (Bence-Jonesuv protein)
lehké retézce vylucovany do moce, muze poskodit ledviny,
protoze precipituje v tubulech

nez dojde k poskozeni ledvin, neni protein pritomny v séru

15% myelomu produkuje jen lehké retézce:
elektroforéza proteint v séru i moci

typizaci trid Ig nebo lehkych retézcu lIze provést:
imunofixaci

imunoelektroforeticky

dvojitou imunodifizi (specificka antiséra)
nefelometricky nebo RID stanovit pomér k:A



3. hyperkalcemie
zvySené vyplavovani vapniku v krvi, zpusobené
zvySenim odbourdvanim kostni drené
4. zvyseni hladiny kyseliny mocové
zpusobené intenzivnéjsi proliferaci a destrukci
bunek
5. zvy$ena hladina kryoglobulint
y-globuliny, které precipituji v chladu a znovu
se rozpoustéji pri teplote téla
mohou se spojovat z tézkym retézcem
vyskytuji se: -mnohocetného myelomu
-makroglobulinemii
-leukemii
-reumatoidni artritidy
-rady zdnétlivych onemocnéni



Waldenstromova makroglobulinemie
je gamopatie tykajici se produkce IgM
vyskytuje se vice u muzu
u starsich lidi (60-80 let)
porucha je mirnéjsi s lepsi prognozou prezivani
bolesti v kostech a poskozeni kostni tkané
jsou pozorovany zridka
priznaky: -ubyvadni na vaze
-slabost
-hyperviskozita plazmy (velkd M. IgM)
-anemie
-kryoglobulinemie
-zvySena krvacivost



Analyza proteinti v moéi

poskozeni ledvin
vylucovani nékterého abnormalniho proteinu

Proteinurie: pritomnost bilkovin pozitivni
hlavni slozka albumin

3 typy proteinurii: -prechodna
-funkéni
-patologicka



Prechodnd proteinurie:

Funkcni proteinurie:

Patologickd proteinurie:

febrilni (malé déti)
ortostaticka (rychly rist)

v 10-12 letech vymizi
v dospélosti

télesna nebo dusevni
namaha

téhotenstvi

teplotni vykyvy
nékteré léky

chronické zanéty ledvin
nefrozy

horecnata onemocnéni
srdecni a cévni choroby
poziti toxickych latek
(sulfonamidy,opiaty,rtut’..)



Kvalitativni analyza

koncentrace proteint abnormalni

tj. vétsi 200-250 mg/| je kvalitativni dikaz

dostacujici.

1. Diagnostickymi prouzky (proteinova chyby
specialniho indikatoru)
citlivé na albumin, méné na globuliny

2. Kyselina sulfosalicylova bilkoviny se vysradzi
coz se projevi zakalem nebo srazeninou

3. Helerova zkouska bilkoviny se denaturuji
konc.kyselinou dusicnou

4. Zkouska varem bilkoviny se v prostredi
octanového pufru varem denaturuji (zakal)

5. Dukaz Bence-Jonesovy bilkoviny koagulace
v uzkém rozsahu teplot 40-70°C



Kvantitativni analyza
stanoveni celkovych proteinu v zdvislosti na ¢ase
24 hodinovy sbér moci
Metody stanoveni:
turbidimetrické sulfosalicylova
trichloroctova
benzethonium chlorid
kolorimetrické Coomassie Brilliant blue
Pyrogallolova cerven
Biuretovo cCinidlo



