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Bialko C-reaktywne jako marker procesow
zapalnych

Biatko C-reaktywne (ang. C-reactive protein, CRP) jest jednym z najbardziej czulych parametrow
ostrej fazy przy uszkodzeniach tkanek lub zapaleniach. Bialtko to aktywuje uktad dopelniacza (zespot
kilkudziesieciu biatek obecnych w osoczu, bioracych udzial w nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej) jako reakcje na stan zapalny [8]. W przebiegu zapalenia lub procesu martwiczego
docodzi do szybkiego wzrastania stezenia CRP, z kolei krotki okres poéttrwania tego biatka
(wynoszacy srednio ok. 19 godzin), sprawia, ze stezenie zalezy gtownie od jego syntezy i szybko
maleje po ustaniu czynnika sprawczego [1]. Pomiar stezenia biatka C-reaktywnego (CRP) uznawany
jest w praktyce klinicznej za wrazliwy marker stanu zapalnego [6]. Analiza specyficznego CRP
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(high-sensitivity CRP, hs-CRP) pozwala z kolei na okreslenie ryzyka wystapienia choroby
niedokrwiennej serca [7]. Najczesciej stezenie biatka oznacza sie w surowicy lub osoczu metoda
immunochemiczna. Na stezenie biatka moze wplywac¢ kilka czynnikow:

. wiek, pteé, pora roku

- aktywnos¢ fizyczna, palenie tytoniu, BMI
- cukrzyca, nadcisnienie tetnicze

- HZT (hormonalna terapia zastepcza) [12].

CRP jest nieswoistym markerem stanu zapalnego w organizmie, wywolanego przez zakazenia
bakteryjne, wirusowe, pasozyty, choroby uktadowe tkanki tacznej, zapalenia jelit i trzustki, badz
zawal miesnia sercowego czy nowotwory ztosliwe [12].

Biatko CRP zostalo po raz pierwszy odkryte przez Tillet’a i Francis’a w 1930 roku (Uniwersytet
Rockefellera) w surowicy podczas badania dorostych pacjentéw z rozpoznaniem ostrego
pneumokokowego zapalenia pluc. Badacze zaobserwowali reakcje precypitacji (stracania)
zachodzaca pomiedzy CRP i $ciang komoérkowa (C-polisacharydem) bakterii pneumokokow. Jak
pdzniej stwierdzono, reakcja ta jest wynikiem wiazania CRP do C-polisacharydu w obecnosci wapnia,
w wyniku czego dochodzi do utworzenia komplekséw CRP-ligand [9].

Struktura bialka C-reaktywnego

Biatko C-reaktywne (CRP, tzw. bialko ostrej fazy) jest glikoproteing, ktorej synteza zachodzi gtéwnie
w hepatocytach watroby. Caly proces produkcji tego biatka odbywa sie w odpowiedzi na dziatanie
cytokin prozapalnych (przede wszystkim IL-6), interleukiny-1p (IL-1B), czynnika martwicy guza
(TNFa) oraz innych mediatoréow stanu zapalnego [1]. Gen dla CRP (zawierajacy jeden intron)
zlokalizowany jest w obrebie chromosomu 1 w jednej kopii. Pod wzgledem budowy czasteczka biatka
zbudowana jest z 206 aminokwasdw, ktore agreguja do formy pentametrycznej, a ciezar
czasteczkowy wynosi ok. 118 000 kDa (kilo-Daltona). Biatko tworzy strukture o ksztalcie pierscienia,
ktéry zbudowany jest z 5 identycznych niezawierajacych reszt weglowodanowych polipeptyddéw.
Kazdy z nich zawiera 206 reszt aminokwasowych, potaczonych wigzaniami niekowalencyjnymi.
Prawidlowe stezenie CRP u ludzi zdrowych nie powinno przekracza¢ 3 mg/l, z kolei w stanach
zapalnych jego stezenie moze wzrosna¢ nawet 1000-krotnie, osiggajac maksymalne stezenie po
uptywie 24-48 godzin. CRP powraca do wartosci wyjsciowych w ciagu 7 do 12 dni, dzieki czemu
biatko CRP uznawane jest za istotny marker toczacej sie reakcji zapalnej w organizmie. Stezenie CRP
jedynie w matym stopniu modyfikowane jest przez hormony lub inne substancje biologiczne i leki
przeciwzapalne [3], [10].
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Zdjecie: Pentameryczna budowa biatka CRP (z miejscem wigzania wapnia i fosfocholiny) [9].

Oznaczanie bialka C-reaktywnego
Zasada metody:

Biatko CRP w surowicy powoduje aglutynacje czasteczek lateksu optaszczonych przeciwciatami
skierowanymi przeciwko ludzkiemu biatku C-reaktywnemu. Zachodzaca aglutynacja jest
proporcjonalna do stezenia CRP w probce. Wartosé moze by¢ zmierzona metoda turbidymetryczna

[8].
Odczynniki wykorzystywane do oznaczenia:
Odczynnik A: Bufor glicynowy 0,1 mol/L, azydek sodu 0,95g/l, pH=8,6

Odczynnik B: zawiesina czasteczek lateksu optaszczonych przeciwciatami przeciwko ludzkiemu CRP,
azydek sodu 0,95 g/l.

Odczynnik roboczy: odczynnik A + odczynnik B

Standard (S) CRP: surowica ludzka (stezenie biatka CRP podane jest na etykiecie fiolki). Wartos¢
stezenia zgodna ze Standardowym Materiatem Referencyjnym.

Materiat do badan: surowica pobrana zgodnie ze standardowymi procedurami. Biatko CRP jest
stabilne w surowicy przez 7 dni w temp. 2-8°C [8].

Aparatura:
- Termostatowana taZnia wodna (nastawiona na 37°C)

- Analizator, spektrofotometr lub fotometr
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Wykonanie oznaczenia:

1. Doprowadzi¢ odczynnik roboczy i aparat pomiarowy do temp. 37°C

2. Wyzerowac aparat wobec wody destylowanej

3. Do kuwety pomiarowej odpipetowac: 1,0 ml odczynnika roboczego oraz 7 pl standardu (S) lub
proby badane;j.

4. Probke dokladnie wymieszac¢, po czym wilozy¢ kuwete do aparatu. Rozpocza¢ pomiar czasu.

5. Po uptywie 10 sekund nalezy odczytaC warto$¢ absorbancji (A,) probki przy 540 nm. Kolejny
odczyt absorbancji (A,) dokona¢ po uplywie 2 minut od momentu rozpoczecia pomiaru czasu.

Na podstawie otrzymanych wynikéw nalezy obliczy¢ stezenie CRP w probce wg ponizszego wzoru:

C,oni (Mmg/l) = (A, - A) probki / (A, - A,) standard x C,,,,g0r4, [8].

Metody oznaczania biatka C-reaktywnego

Pomimo, iz od momentu odkrycia biatka C-reaktywnego zauwazono jego ogromny potencjat
w diagnostyce klinicznej, jego oznaczanie stosunkowo dtugo nie znajdowato szerszego zastosowania
w praktyce. Jedna z przyczyn takiego stanu byt brak odpowiednio czulych metod analitycznych, ktére
pozwalalyby na jego stosunkowo szybka i tatwa identyfikacje. Dostepne testy pozwalaty jedynie na
wykonywanie oznaczen jakosciowych, ktéorych wykorzystanie w celach diagnostycznych byto
znacznie ograniczone. Wraz z rozwojem metod analitycznych wprowadzono testy do iloSciowego
oznaczania biatka CRP, jednakze pozwalaly one jedynie na wykrywanie obecnosci tego biatka
w surowicy krwi w stezeniach wyzszych niz 10 mg/l. Oznaczanie bardzo niskich stezen biatka CRP
stato sie mozliwe dopiero dzieki zautomatyzowaniu metody immunonefelometrii oraz opracowaniu
czulego testu high-sensitive CRP (hs-CRP), wykorzystujacego swoiste przeciwciata monoklonalne
i wzmocnienie lateksowe [10]. W wielu badaniach biatko C-reaktywne oceniane jest w surowicy za
pomoca wysoce czutej metody immunoturbidymetrycznej, w ktorej rdwniez wykorzystywane sa
przeciwciata optaszczone na lateksie (testy lateksowe), skierowane przeciwko ludzkiemu CRP [1].
Metody te pozwalaja na precyzyjne ocenienie dynamiki zmian stezenia CRP [11].

Metoda immunoturbidymetryczna polega na obserwacji zmian rozproszenia i przepuszczalnosci
Swiatta. Wykonanie testu trwa okolo godziny. Zasada oznaczenia polega na specyficznej reakcji
bialka z przeciwcialami skierowanymi przeciwko ludzkiemu CRP, ktére osadzone sa na czastkach
lateksu. W wyniku reakcji tworza sie nierozpuszczalne kompleksy (tzw. agregaty) czastek lateksu,
a w miare tworzenia takich kompleksow zwieksza sie przepuszczalnos¢ swiatla zwigzana
bezposrednio ze stezeniem biatka w badanej prébce [13].
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