Bilkoviny krevni plazmy



Vyznam plazmatickych
bilkovin

* transport
o predevsim latek nerozpustnych ve vodé, pripadné i lékl
o Albumin —Ca, Mg, Zn,thyroxin, bilirubin, léky
o Prealbumin —thyroxin
o Transferin —Fe
o Apoproteiny - lipidy

* obrana proti infekci
o Imunoglobuliny, komplement



Vyznam plazmatickych
bilkovin

udrzovani onkotického tlaku
o albumin
hemokoagulace a fibrinolyza
o koagulaéni faktory a faktory zajistujici rozpousténi trombu
enzymy
o cholinesteraza a ceruloplazmin
inhibitory proteaz

o branici napadeni poskozenych a zanicenych tkani proteolytickymi
enzymy

o 1l-antitrypsin, al-antichymotrypsin a a2-makroglobulin

ochrana pred volnymi radikaly, resp. zabrana jejich tvorby (albumin,
ceruloplazmin, haptoglobin, hemopexin)

acidobazicka rovnovaha



Celkova bilkovina 64-83 g/

* Shnizena syntéza
o Hepatopathie
o Malnutrice
e Zvysené ztraty
o Moci—nefroticky syndrom

o Stolici — exsudativni
enteropathie

e Zvyseni cirkulujiciho objemu
(edémy,ascites,exsudaty)
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Prealbumin

Jaterni transportni protein pro hormony stitné zlazy,
molekulova hmotnost 55 000, vaze i transportni bilkovinu pro
vitamin A (zdbrana ztratam do moci)

! = porucha proteosyntézy v jatrech u tézkych hepatopati
nebo proteinové malnutrice

Referenéni meze 0,2-0,4g/I

PolocCas 2 dny
Hodnoceni nutriécniho stavu


E:/Kapitola 14  Hormony AR.doc
E:/Kapitola 14  Hormony AR.doc

Albumin (35-53g/I)

Hlavni plazmaticka bilkovina,biologicky polocas 20 dni

tvofri se v jatrech, molekulova hmotnost 68 000,

ze 75% se podili na onkotickém tlaku plazmy

transportni bilkovina pro nekonjugovany bilirubin, hormony stitné zlazy,
vapnik, horcik, zinek a jiné mineraly. Vaze i nekteré Iéky.

Soucast extracelularniho antioxidacniho systému v ochrané proti volnym
radikalm.

= snizena syntéza u tézké hepatopatie ¢&i proteinové malnutrice, zvydeny
katabolizmus u akutnich zanétu a nador(

Zvysené ztraty ledvinami (nefroticky syndrom), do GIT, kGzi
Fyziologicky v téhotenstvi —roste objem cirkulujici tekutiny



INFOLAR 20/11/2012-11.36 20/11/2012-12.52
[/D/M/R-h.m] [ml/h]7
Cislo,datum.. 5251/20/11/2012-11.51 moe. . S&érum. ..
Cddéleni 2233 F10 Zo..E moc. . npl.voda.
Rodné ¢isla.. plasm stolice.
Mmoc+s Dex.t.I.

Diagnoza krev. Dex.t.II
Pojistovna...111 TONTY UIgG....
12100550 Jedno Vyska [cm]
Komentar. ... plasm Vaha [kg]
—7Dat.nar.——16/ 2/1950=-%—(M/%}
VYSETRENT 13073/20/11

142 SIL 7.00
3.9 SII g.00
. Prvz 1.00
5.2 . TAT = 61
63 PEEPRY | LKR =* Metod
200 | e : Bd | PSM =399, 00
5.7 |8 < !
2.3 -
11.3+ | s

Listovani = Page Up,Page Down




INFOLAB 14/11/2012- 6.01 19/11/2012-08.36
[/D/M/R-h.m] [ml/h.m] [ml/h]5
Cislo,datum.. 5161/19/11/2012- 8.04 moc. . sérum. . .
Cddéleni 1231 F10 Zo..E moc. . pl.voda.
Rodné ¢islo.... plasm stolice.
Mmoc+s Dex.t.I.
Diagnoza krev. Dex.t.II
Pojistovna...111 IONTY UIgG....
72100170 Jedno Vyska [cm]
plasm Vaha [kg]

—Dat.nar.——15/ 9/19%2-M—(M/%)
VYSETRENT 12492/19/11

141 . SII 13.00
4.6 = . Prvz 1.00
108+ . TAT 37
ABKR =* Metod
PEM =357.00

Listovani = Page Up,Page Down




[ WFOLAR

[/D/M/R-h.m]
Cislo,datum.. 1540/16/11/2012-10.59
Oddéleni 1231 F10 Zo..R
Rodné &islo..

Diagnoza
Pojistovna...111
T2100170
Komentar...>.
—7Dat.nar.——15/ 9/1992-M—(M/7)

16/11/2012-10.36 16/11/2012-12.36

moc. .
moc. .
plasm
moc+s
Krev.
TONTY
jedno
plasm

[ml/h.m]
2350/24.00

[ml/h]5
Sérum. . .
pl.voda.
stolice.
Dex.t.I.
Dex.t.II

UIgG....
Vyska [cm]
[kql

ELE!

VYSETRENT

12991/16/11

BKR =* Metod
PSM =216.00

129

onec = RKSC F2 =

61

129
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[NFOLAB 12/11/2012- 6.01 15/11/2012-10.20
[/D/M/R-h.m] [ml/h.m] [ml/h]s
Cisle,datum.. 1335/12/11/2012- 8.04 moe. . S&rum. ..
Oddéleni 1211 F10 Zo..R mnoc. . pl.voda.
Rodné ¢islao.. plasm stolice.
moc+s Dex.t.I.
Diagnoza krev. Dex.t.II
Pojistovna...111 TONTY UIgG....
72100171 Jedno Vyska [cm]
plasm Vaha [kg]

—Dat.nar.———29/ 1/1992=%—(M/%)
VYSETRENT 12254/12/11

Na 141 . 7.5 |AKR =* Metod
K 3.9 . CB VRIS  PSM =2872.0
Cl 107 . 25.9-
Ca 2.09- . = 0.29
% 1.09 . 2.46
Mg 0.56- . 1.0
Cu 10.59- . 4,00
Urea 4.1 3 1.8 9.00
Krea= YARIE 1= 50 4.00
C 1.00

ESC ' Listovani = Page Up,Page Down




Reakce akutni faze

Nespecificka obranna reakce na poskozeni organismu akutnim
zanétem

Projevy: horecka, leukocytdza, hormonalni odpoved, zména
koncentrace tzv. bilkovin akutni faze

Proteiny akutni faze

o Tvorba v jaternim parenchymu (de novo)- po vyplaveni cytokint IL 6,
TNF

o Regulatory zanétlivého procesu
o Mediatory biologickych reakci
o Inhibitory vazajici proteolytické enzymy



Proteiny akutni faze

POZITIVNI

Plazmaticka koncentrace béhem zanétu stoupa korelace s aktivitou
onemocnéni (koncentracemi prozanétlivych cytokinu)

o CRP, PCT, orosomukoid,alantitrypsin,haptoglobin, ceruloplasmin, fibrinogen

NEUTRALNI
Produkované stejnou rychlosti

o A2makroglobulin

NEGATIVNI
Prozaneétlivé cytokiny inhibuji syntézu v jatrech

o Transferin, albumin, prealbumin



Proteiny akutni faze

S rychlou odpovedi
o IL-6 vzestup za 2 hod, PCT vzestup za 2-4 hod
o CRP -vzestup po 6 hod, maximum za 48 hod, vzestup az 1000nasobny

Nastup i vrchol pozvolné;jsi
o Vzestup za 12-24 hod, vrchol 3-5 dni (alantitrypsin, haptoglobin)

Koncentrace se snizuje
o Prealbumin, albumin, transferin



Ovlivnéni bilkovin akutni faze

Geneticky (ceruloplasmin, alantitrypsin)
Téhotenstvi, p.o. kontraceptiva (ceruloplasmin)
Intravaskularni hemolyza (haptoglobin)

Zaneéetliva onemocnéni jater-omezeni proteosyntézy



Impulzy k produkci

PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns)

el

makrofag

TLR >_( wonocwech neutrofilech, hepatocytech ... CRP
/ presepsin (sCD 14-ST)

IL-6 +1I-1 a TNFalfa
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syntéza v mnoha tkanich (v sepsi hlavné jatra; ledviny, strevo, plice, |{ GGG

syntéza v jatrech a adipocytech




Dynamika markeru zanétu

TNPCT (kg/t)

250 50 h
He/L/ T % 24 a 30 hodin; 13 kDa

CRP (mg/L)
T% 2az 3 dny; 25 kDa
150 - i
e
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100 - T%? (prodluiuje | GFR); 13 kDa
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CRP

Bilkovina akutni faze nejdéle pouzivana, vyrazna dynamika, zvl. u
bakterialnich infekci

T = akutni zanét, akutni stavy (revmatické choroby, malignity, pooperaéni
stavy apod.)

6-8 hod od zacatku zanétu
Vrchol 1-2 dny

Opsonizace struktur poskozenych bunék a bakterii - Ca dependentni vazba
CRP na fosfatidylcholin bakterialni stény a na bunécné membrany

Aktivace komplementu

Imunomodulacni efekt (neutrofily, monocyty, NK bunky)
Antioxidacni aktivita

Patogeneze aterosklerdzy



CRP




Prokalcitonin

Struktura identicka s prohormonem kalcitoninu

PCT, ktery je produkovan pri zanétu nedochazi ke konverzi na
kalcitonin (sekrece —jatra,plice, ledviny, tenké strevo)

Tvorba PCT pri zanétu Uzce svazana s bakterialnim
endotoxinem a s prozanétlivymi cytokiny

Vzestup PCT zejména u bakterialnich infekci, pri sepsi



Prokalcitonin

[NFOLAB **

Ref.meze do 0,5 ug/I

Chronicky zanét 0,5-1ug/I

Lokalizovand bakteridlni infekce 0,5-2ug/I
SIRS 5-10ug/I

SEPSE nad 10,20 ug/I




Alfa 1 antitrypsin

Ochrana tkani pred destrukénim plsobenim protedz (elastazy, kolagenazy)
uvolnovanych pfi zanétlivé reakci z neutrofilu.

T = akutni zanéty a akutni zavazné stavy, téhotenstvi
= té7ké hepatopatie

dédicny defekt tvorby
(ddsledkem muze byt cirhdza jater, dale se rozviji plicni emfyzém)






Alfa 1 antitrypsin

Genotyp MZ

Zdravi — genotyp MM
Nemocni genotyp Z7Z

Referencni meze 0,9-2,0 g/l




Transferin

Jaterni bl-globulin, molekulova hmotnost 76 500, mUze vazat dva atomy
zeleza (Fe3+), transportni bilkovina pro Zelezo

T = nedostatek Zeleza v organismu (p¥i malnutrici nedojde ke zvyseni);

d porucha proteosyntézy v jatrech, akutni zaté? organismu

Bezsacharidovy transferin — transferin se snizenym podilem cukerné slozky
(carbohydrate-deficient transferin, CDT)



INFOLAB

26/11/2012-10.36 26/11/2012-14.31

Oddéleni

Diagnoza
Pojistovna. ..

——Dat.nar.
VYSETRENT

3124

Rodne cislio..

[/D/M/R-h.m]

Cislo,datum.. 1784/26/11/2012-12.37

F10 Zo..R

moc. .
moc. .
plasm
moc+s
krev.
TONTY
Jedno
plasm

[ml/h]

SErum. ..
pl.voda.
stolice.
Dex.t.I.
Dex.t.II
UIgG. ...
Vyska [cm]
Vaha [kq]

130859/26/11

PSM =2074.0

Ref.meze 2

F2 = Tisk

Listovani

61

125
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Haptoglobin

Vazba molekuly volného hemoglobinu — komplex je rychle
vychytavan z krevniho obéhu

Snizeni oxidacniho potencialu volného hemoglobinu
Stimulace angiogeneze
Protizanétlivé pusobeni (inhibice chemotaxe, fagocytdzy...)

Vzestup koncentrace
« Akutni stavy
Pokles koncentrace
o Indikator intravaskularni hemolyzy



INFOLAB 26/11/2012- 9.01 26/11/2012-14.31
[/D/M/R-h.m] [ml/h.m] [ml/h]-
Cisle,datum.. 1729/26/11/2012-12.01 moc. . sérum. . .
Oddéleni 223 F10 Zo..R moc. . pl.voda.
Rodné ¢islo. plasm stolice.
moc+s Dex.t.I.
Dliagnoza krev. Dex.t.II
Pojistovna...211 TONTY UlgG....
121006353 Jedno Vyska [cm]
plasm Vaha [kg]

—Dat.nar.—— 5/10/2010-M—(M/Z)
VYSETRENT 12960/26/11

Urea= 3.3 19.00
Krea= 29 |SII = 27.00+
KM 182 |Prvz 1.00
B11T 17.4 |AKR =* Metod
ALT 0.32 |PSM =950.00
AST 0.68+
LD 5. 62+
Ferr J4.1

Ref.meze 0,3-2,0g/I

SI 15.00

Konec = ESC F2 = Tisk Listovanli = Page Up,Page Down




Ceruloplazmin

Hlavni transportni protein médi (8 atomU médi)

Redukovand forma Cp predstavuje 1/3 antioxidacni aktivity
Séra

Mobilizuje a oxiduje Fe2+ na Fe3+ s naslednou inkorporaci do
transferinu

Vzestup koncentrace téhotenstvi

Pokles koncentrace — Wilsonova choroba
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Kasuistika

Mnohocetny myelom



Anamnéza

Muz 60 let

Asi 7 mésicu bolesti zeber, i pri nadechu — uzavreno jako
Tietzuv syndrom,klasifikace bolesti dle VAS 6-7, dale bolesti
zad,uzival analgetika, bézna analgetika bez efektu,Doreta (
paracetamol+tramadol) s ¢astecnym efektem,pridala se
vyrazna unava

LécCi se s hypertenzi

FA: Prestarium



[Laboratorni

Sloupecl Bd 14.7.20184 30.7.2015 K3
S-urea 7,9 9,8 mmol/l
S-kreatinin 128 153  umol/I
S-kyselina mocova 499 446 umol/I
S-CRP 3,8 mg/|
S-CB 71 g/l
S-beta2mikroglobulin 4,38 mg/|
S-Ca 2,65 mmol/I
U-CB 2,95 g/l
M+S bilkovina 1 arb.j.
KO
Erytrocyty 3,46*10' 3,23 I
Hemoglobin 124 106 g/l
Hematokrit 0,33 0,3
Leukocyty 7,4*10° 9,14 I
Lymfocyty 35,80% 30,8 %
Granulocyty 54,90% 58,6 %
Trombocyty 335*10° 366 I
FW 30/50

°

vysetreni

 Narust retence N latek v séru
* Hyperkalcémie

e Diskrepantni nalez bilkoviny v
modi :

o kvantitativné vyrazna
proteinurie

o kvalitativné pomoci suché
chemie -1 (POZOR - prukaz
pouze albuminu)

e Prohloubeni anémie

Dalsi postup?



Laboratorni vysetreni

Elektroforéza

Imunofixace —sérum

Imunofixace mocC

sérum moc¢ ELP G A M K L BF 6 A M K L
K 3 4
e ——
) -
LES
- — =
S-ifix: prukaz FLC k v séru
U-ifix: FLC k 2,9g/24 hod
FLC k kvant. v séru > 18000 mg/I (3,3-19,4g/l)
FLC A kvant. v séru 1,0 mg/I (5,7-26,3mg/) — . -
IgD IgE kcelk. kfree




Dalsi vysetreni

e RTG skeletu

o vicecetna lyticka loziska ve skeletu lebky, obou klavikul,
humeru, lopatek, zeber bilat., v mensim rozsahu postizeny
i oba femory

* Trepanobiopsie

o masivni infiltrace plazmatickymi bunkami patologické
morfologie,redukce granulopoezy



Stanoveni diagnozy —terapie,sledovani

 Mnohocetny myelom Il A (DS)

 Symptomaticky — anémie, hyperkalcémie, hrozici renalni
poskozeni

Terapie:

6 cyklt CHT (efekt - dosazeno VGPR- velmi dobra parcialni
odpoved — vice jak 90% pokles ve 24 hod vylucCovani FLC

v moci)

1.autologni transplantace — CR (kompletni remise)-
nepritomnost prukazu monoklonalniho proteinu v séru nebo
v mocCi a normalizace FLC v séru



Imunoglobuliny

Sekrecni produkty diferencovanych plazmatickych bunék

Slozeni 2 tézké(H) a 2lehké retézce(L)
Typy lehkych retézct kappa,lambda
Trida (izotyp) 1gG,A,M,D,E

Cast konstantni, ¢ast variabilni

Polyklonalni imunoglobuliny
rdzné idiotypy

Monoklonalni imunoglobulin
produkt jednoho klonu plazmatickych bunék
stejny izotyp a idiotyp
molekula stejnych fyzikalnich i chemickych vlastnosti

Light

chain

Heavy

chains RN

Hewylite |

epitopes 3
T

® 39



Monoklonalni gamapatie
 Maligni monoklonalni gamapatie
Mnohocetny myelom
Méneé Casté formy myelomu
Maligni lymfoproliferativni onemocnéni

Amyloidodza

 Monoklonalni gamapatie neznamého vyznamu (MGUS)

[ ] 140



Laboratorni metody pro prikaz monoklonalniho

imunoglobulinu

Elektroforéza séra a moce
Elektroforéza s naslednou imunofixaci v séru a v moci

Stanoveni volnych lehkych retézcl v séru

® 41



Prikaz monoklonalniho proteinu

ELFO sérum a moc¢

HYDRAGEL B1-B2 15/30 142.3.T sebb

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 @
-~ —a
- - . e o - e w
= — — = - / a1 Antitrypsin \
= - = oo ) \

a1 Antichymotrypsin

Ceruloplasmin
GC Globulin
G
G

a2 Macroglobulin

Haptoglobin

— o prgp— \ B Lipoprotein
(- — - Transferrin
4 . Hermpexn

- — - - - Plasmnngen

Fibronectin

\ C3 Complement

v Globulins
G A M-D-E

O
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Zpracovani vzorku s vysokou hodnotou celkové

bilkoviny
% @9 27 28
CB=112,5qg/I CB=123,0qg/l
Mig=25,7 g/I Mig= 34,7 g/l
Mig (fluidil)=54,8 g/I Mig (fluidil)= 58,9 g/I
S — - a»

©43



Elektroforéza sérum,moc

28 29

N

1 e—— -—
i
]e, — e -—
s —

S - — :

- —

/ UCB=0,08 g/l UCB=0,22g/I UCB=0,79 g/l

. s 9 9 10

—_—
—

UCB=1,76 g/l
13 94
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Elektroforéza s naslednou imunofixaci

V Séru a v moci

HYDRAGEL IF 2/4 J-frf-;f‘/' @ sebia
ELP G A M K L ELF G A M K L
3 4
—

o
o e
= —_— -l
Ll —
—
L
- -
1 2
ELP" "G A M K L Bl @ A M K L
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Elektroforéza s naslednou imunofixaci

V Séru a v moci-pentavalentni antisérum

HYDRAGEL IF Penta 6/12 oy y DU
r r 8 ¢ 8 v i T W 2
R  — o a— — —

©® 46



Free light chains

Set FreelLite firmy BindingSite

Analyzer IMMAGE 800 (Beckman Coulter) imunoturbidimetrie (NIPIA)

antfibodies are directed against internal epitopes light chains,
which are hidden in the complete molecule

Kappa free 3,3-19,4mg/I
Lambda free 5,7-26,3 mg/I
ratio k/A 0,26-1,65

expoged surface
xposed surface Kappa | /
J AR

hidden surface

Previously

bin{l "9 hinge region® o hidden surface
y and antibody
target

onstant
domain

light chain

Variable
domain



Pritomnost kryoproteinu

20 59

_ Inkubace s
CB_8916 g/l BME, 37 OC |nkUbaCe S

1 BME,37 °C
9 ©48



