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Laboratérna diagnostika zapalového procesu
Proteiny akutnej fazy a kapilarova elektroforéza

Reakcia akutnej fazy

Pri  zapale reaguje telo ne3pecifickou
imunitnou odpovedou, tzv. reakciou akutnej
fazy (acute phase reaction, APR).
Sprostredkovatelmi  su  cytokiny  (napr.
interleukin-1, interleukin-6, interferén...). Su
uvolfiované endotelovymi bunkami,
fibroblastami, makrofagmi a granulocytmi do
krvného rieCiska, ktorym sa dostavaju do
pecCene.

Pri infekciach, poskodeni tkaniv, malignych
procesoch alebo poruseni imunitného
systému tieto imunokompetentné bunky spolu
s kortizolom vyvolavaju v organe produkciu
cca 20 réznych proteinov akutnej fazy (acute
phase proteins, APPs).

Lokalne pésobenie APR ma ohranicit’ infekciu
a eliminovat toxiny a Skodlivé latky
prostrednictvom fagocytézy.

Systémové ucinky maju chranit organizmus
pred endotoxinmi a vyvolat obrannu reakciu.
Pritom sa zvySuje aj telesna teplota
a dochadza k leukocytoze.

RozliSujeme pozitivne a negativne APPs.

U pozitivnych APPs sa koncentracia v ramci
zapalového ochorenia zvySuje oviac ako
25%. Naproti tomu, u negativhych APPs
klesa.

C-reaktivny protein

Délezitym markerom pre rozpoznanie zapalu
v akutnej faze je C-reaktivny protein (CRP).
Ide o glykoprotein, ktory je vdaka svojej
Strukture  schopny viazat velky pocet
patogénnych baktérii alebo intracelularnych
antigénov. Rozpoznava cudzorodé molekuly
a prostrednictvom vazby zmeni Struktaru
molekuly (opsonizacia baktérii). Nasledne je
mozna aktivacia komplementového systému,

stimulacia fagocytdzy
protizapalovych cytokinov.
Meranie koncentracie CRP tak sluzi na
rozpoznanie mikrobialnych infekcii, akutnych
nekrotickych |ézii tkaniv pri traumach,
operaciach a autoimunitnych ochoreni, ktoré
su spojené so zapalom (napr reumatoidna
artritida, imunitne sprostredkovana
vaskulitida). Najpotentnej§im stimulom je
bakterialna infekcia.

Pri akutnej infekcii alebo traume sa zacina
produkcia CRP v plazme po 6h, maximum
dosiahne po 48h, klesa s pol¢asom rozpadu
48h. Rozsah poskodenia tkaniv alebo zapalu
urCuje vySku narastu CRP. Po UspeSnej
terapii vSak takisto rychlo klesa.

Z tohto dévodu je CRP vynikajucim markerom
pre posudenie uspesnosti cielenej antibiotickej
terapie u psa.

Okrem toho reaguje CRP vyrazne skor ako
leukocyty, ktoré potrebuju niekedy az tri dni,
kym dojde k ich vzostupu.

U macky sa zda, ze CRP sotva reaguje pri
zapalovej reakcii, preto je pre diagnostiku
zapalu nevhodny.

a produkcia

Sérovy amyloid A

SAA je APP snizkou molekulovou
hmotnostou, ktory sa v plazme vyskytuje
naviazany na High Density Lipoprotein (HDL).
Je to prekurzor amyloidného proteinu A,
hlavného proteinu a-amyloidu. V rozhodujucej
miere sa podiefa na rozvoji amyloidozy
a inych chronickych zapalov.

Po stimulacii interleukinom-6 sa syntetizuje
v peceni v ramci APR.

Diagnosticky sa  SAA  uplathuje  pri
rozpoznavani  virusovych  a bakterialnych
zapalov atiez nemikrobialnych ,low grade”
zapalov.
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SAA sa zvySuje cca 8h po zacliatku APR,
hornu hranicu referenéného rozmedzia vSak
prekrauje skér ako CRP. AvSsak je zvySeny
CastejSie ako CRP aj pri lah3ich infekciach,
napr. pri mnohych virusovych infekciach.
Reaguje citlivejSie pri ,Jow grade zapaloch
a suzi tak na odlisenie virusovych zapalov od
bakterialnych.

Diagnosticky vyuzitelny je u kona, psa, macky
a hovadzieho dobytka.

Haptoglobin

Haptoglobin je a-glykoprotein atvori sa
v peCeni, ale aj v plucach, tukovom tkanive,
slezine avoblickach. Tento APP viaze
v plazme vofny hemoglobin (fHb), ktory je
toxicky a proinflamatérny. FHb obsahuje
zelezo, ktoré, ked sa vyskytuje neviazané,
pbsobi Skodlivo tvorbou kyslikovych radikalov.
Pri intravazalnej hemolyze brani haptoglobin
strate Zeleza obliCkami viazanim fHb. Okrem
toho chrani Hp bunky pred oxidativnym
poskodenim. Hp ma inhibiény acinok na
chemotaxiu granulocytov, fagocytézu
a baktericidne pésobenie. Dalej sa zda, ze
inhibuje proliferaciu mastocytov.

Diagnosticki  vypovednu  hodnotu  maiju
znizené a zvySené koncentracie Hp. Znizené
hodnoty su indikatorom pre in vivo hemolyzu,
zvySené hodnoty sa vyskytuju pri APR,
Vv spojeni SO zapalmi, infekciami
a autoimunopatiami.

Na  dalSiu  diagnostiku sa  pouZiva
u hovadzieho dobytka.

Elektroforéza sérovych proteinov

Dalim dbélezitym kritériom pre diagnézu
a posudenie priebehu akutnych a chronickych
zapalov je elektroforéza. Je prospesna aj pri
stanoveni monoklonalnych gamapatii
a syndromov so stratou proteinov.

Separacia globulinov nastava pri alkalickom
pH na zaklade naboja, izoelektrickych bodov
a molekularnej hmotnosti proteinov.

Kapilarova elektroforéza

Pri kapilarovej elektroforéze sa oddelovanie
proteinov uskutoChuje v tekutom, alkalickom
médiu (pH 9-10) v kapilare s uzkymi pérmi.
Ide o kapilaru s vnutornym priemerom 50-
200um, ktora je vloZzena do pola s napatim

cca 7000 V. K separacii dochadza v smere ku
katéde na zaklade naboja a pohyblivosti.
V idealnom pripade tak vznikaju jasné zony
s jednotlivymi komponentmi. Neutralne
molekuly tiez putuju ku katode, avsak
neoddelia sa. Frakcie proteinov sa potom na
katode kvantifikuju  prostrednictvom UV
merania. Zhotovi sa extinkéno-frekvenéna
krivka z 6smich frakcii:

albumin, alfa 1 a alfa 2 globulin, beta 1 a beta

2 globulin (evt. celkovy beta), gama globulin.
Z vyhodného pomeru objem/povrch vyplyva
velmi efektivny proces separacie a dobra
moznost automatizacie procesu merania.

Elektroforéza sluzi na zaradenie ochoreni
alebo skupin ochoreni s pomocou tvaru krivky
(elektroforeogramu). Okrem toho je mozné
posudenie zapalovej aktivity ochorenia
a nakoniec je také schematické zobrazenie
uzito€né pri hodnoteni priebehu ochorenia.

Obrazok: Kapilarova elektroforéza

Albuminova frakcia: -prealbumin
-albumin
-a-lipoprotein (HDL)
a-globulin alfa 1: - kysly a-glykoprotein
- a-antitrypsin
alfa 2: -a-makroglobulin
-haptoglobin
B-globulin beta 1:-hemopexin
-transferin
beta 2: -C4 komplement
-CRP
-C3 komplemet

y-globulin imunoglobuliny
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Obrazok 1:
Pes s akutnym zapalom (a-globulin) a produkciou imunoglobulinov (beta-, gamaglobuliny)

Kapilarova elektroforéza

Frakcia % a/l Pes

albumin 28,7 41,33 albumin 47-59%
alfa 27,5 39,60 a-globulin 9-15%
beta 10,7 15,41 B-globulin 14-24%
gama 33,1 47,66 y-globulin 8-18%
Alb/glob = 0,40

Celkové proteiny 144 g/l
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Obrazok 2:
Macka s monoklonalnou gamapatiou (gamaglobulin)

I

Kapilarova elektroforéza

Frakcia % a/l Macka

albumin 27,3 44,09 albumin 45-60%
alfa 11,8 19,06 a-globulin 8-15%
beta 5,5 8,88 B-globulin 10-20%
gama 55,4 89,47 y-globlin 10-28%
Alb/glob = 0,38

Celkové proteiny 161,5 g/l
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