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



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



Popaleninovy uraz

Poskozeni kuize teplem, chemickymi latkami, elektrickym
proudem, zarenim

PRAVIDLO DEVITI

Popaleniny 1.stupné — zCervenani

2.stupné — puchyre

hair shaft
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Pri postizeni vice jek 15% télesného povrchu




Popaleninova nemoc

« 7traty bilkovin poskozenim koznim krytem (zniceni
anebo poskozeni kapilar, zvysend kapildrni
permeabilita)

Ztrata tekutin, soli, bilkovin do interstitia
Hypovolémie, hypoxie tkani

Poskozeni orgdnU — ledviny, srdce
Infekcni komplikace

Hypovolemicky sok

O O O O O




Nefroticky syndrom

Soubor klinickych a laboratornich nalezt vznikajici v disledku velké proteinurie
(vice jak 2g/m?)

Nasledna hypoalbuminemie (pod 30g/I)
Otoky
Hypercholesterolémie

Zvysena permeabilita glomerularni membrany
selektivni proteinurie — albumin
neselektivni - i bilkoviny s vyssi molekularni hmotnosti ( 1gG)

Etiopatogeneze:
Primarni: genetické faktory, imunitni, infekcni
Sekundarni: diabeticka glomerulosklerdza, lupusova
nefritis, amyloiddza ledvin



Nefroticky syndrom

Lndjhmt Cislo,datum..

Oddéleni
Rodné ¢islo.
JMENC . v s v v uws.

Dqt nar . ————
VYSETRENT

AKR =* Metod
PSM =216.00

Uea= 30 '1)+
Krea= 504+CRP

e Ll (Celkovy cholesterol — 8 -15 mmol/)




Malnutrice(podvyziva)

Nepomeér mezi mnozstvim zivin, které télo potrebuje a které
prijima
Nedostatecny prijem, zvysené ztraty

Détstvi, dospivani, téhotenstvi
Akutni stavy — chirurgické vykony, infekce, Urazy

Chronicka onemocnéni postihujicich zazivaci trakt, napf.
céliakie, cysticka fibréza, nedostatecnost pankreatu nebo
perniciozni anemie.



Crohnova choroba

e Tzv. idiopaticky strevni zanéet
e Postihuje jakoukoliv ¢ast travici trubice
* Dg.

o Klinické pfiznaky (bolesti bricha, prijmy)

o Laboratorni nalez (zanétlivé markery, hypoalbuminémie, sideropenicka
anémie)

o Endoskopie (kolonoskopie, gastroskopie,enteroskopie)

Normal Crohnova Ulcerozni

choroba kolitida
dlazdicovita
struktura tukovy
\ """ Zdnét (veedy)

pseudopolyp

trhlina ‘by'"é" sténa  irata’y yklen uti

> skryta delurmace

Endoskopické vySetieni stifeva postizeného CN, UK




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



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)
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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 pusobenim protedz (elastazy, kolagenazy)

uvolnovanych pfi zanétlivé reakci z neutrofilu.

« T =akutni zdnéty a akutni zavaZné stavy, téhotenstvi

« | =t&%ké hepatopatie
dédicny defekt tvorby

HEALTHY

Alpha-1 antitrypsin |_

protects lung from
proteases

The liver releases | J

Lungs

AAT DEFICIENCY

J Deficiency of alpha-1

antitrypsin leads to
lung tissue damage

( \ | Build up of abnormal

Liver

alpha-1 antitrypsin i '
into the blood

| alpha-1 antitrypsin
leads to cirrhosis of
1 the liver




Deficit alfal-antitrypsinu

 Geneticky podminéna choroba
e Postizeni plic, jater

 Manifestace v novorozeneckém veku nebo i pozdéji

Genotyp MZ

Zdravi — genotyp MM
Nemocni genotyp ZZ

alat= 0.64- Referenéni meze 0,9-2,0 g/l
CIK =2




Deficit alfal-antitrypsinu
Kasuistika

Zena 21 let
Od deétstvi [éCena pro astma bronchiale
Od 18 let kourila 10 cigaret denné

Prodélala virozu s postizenim dychacich cest, vysoké horecky

Zjistén vzestup jaternich enzymu ALT 8,42 ukat/I, AST
5,25ukat/| - pfijata na interni odd. spadové nemocnice

Byla vyloucCena infekcni etiologie onemocnéni i obstrukce
ZluCovych cest



Deficit alfal-antitrypsinu
Kasuistika

Ultrazvukové vysetreni — lehce zvétSena jatra

Biopsie jater — hepatopatie pri deficitu alfal antitrypsinu
DNA analyza mutaci — fenotyp Pi ZZ

Alfal-antitrypsin 0,35 g/l (0,9-2,0 g/I)

LéCba- parenteralni vyziva, klidovy rezim, vitaminy
doporuceno zanechat koureni

Pacientka je dale sledovana, epizody zanétu vedou ke zvysené
syntéze AAT

VysSetrena matka a sestra — u obou prokazan fenotyp PiMZ
(hranicni hladina alfal —antitrypsinu)



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)



Sideropenie

e Snizené mnozstvi Fe brzdi produkci hemoglobinu

o Snizena hladina hemoglobinu,hematokritu,mikrocytdza

o Snizena hladina Fe, zvySena hladina transferinu, zvysena hladina solubilnich
transferinovych receptoru, snizeny ferritin

e Klinické priznaky
o Unava, slabost, mensi fyzicka vykonnost, bolesti hlavy, zavraté
o Pokrocilé formy ragddy ustnich koutkut, glositidy, vypadavani vlasu..

* Diagnostika
o Kompletni vysetreni krevniho obrazu
o Fe, transferin, ferritin, s-transferinové receptory

Ref.meze 2,0-3,6 g/I




Anémie chronickych chorob

Yysetreni Hodn.Yyusl. Jedn. Meze/koment .

Leukocyty <. > 1079/1 (4 - 10)
Ervtrocyty <YL> 10712/1 {4 - 5.8)
Hemoglobin <VYL> g/l (135 - 175)
Hematokrit <YL> (0.4 - 0.5)
Stredni objem ERY <. > (84 - 96)
Trombocyty <YL> (150 - 400)
Mnozstui HGB v ERY <. > (28 - 34)
Koncentr. HGB v ERY <. > (320 - 360)
Stredni objem trombo <VL> (7.8 - 11)
Sire distribuce ERY <VH> (16 - 15.2)

Yysetreni Hodn.VYysl. Jedn. Text. wysl. Meze

Urea <YH> 29.3 mmol/1 (
Kreat. 914  umol/1 (
CKD-EPI <L .11 ml/s |
Na : 138 mmol/1 (
K . 5.0  mmol/1 (
Cl ) 101 mmol/] {
Ca . 2.23  mmol/1 E
(
(
(
(
(

P 1.80 mmol/]

Mg . .86 mmol/]

CRP 2246  mg/l

Transft. 1.85 g/l

Feritin 3929.0 ug/l
2/ pmol/]

nmol/] vetsi nez 4.4

3.3  umol/1 |
B.13 |

( 8.8 - 60.8)
8 -34.5)
21 - 0.4 )

=N RSS2 E




Hemolyticka anémie

Dité, 8 mésicu, nékolik tydnu vétsi Unava a ospalost
Pro bledost a unavu vysetren krevni obraz
Vysledky — hemoglobin 44g/I

Odeslana k hospitalizaci

Dif. dg — hemoblastoza
hemolyticka anémie

Vysetreni kostni drené

* bez nalezu malignich bunék

Antierytrocytarni protilatky pozitivni e
Ref.meze 0,3-2,0 g/l g/I



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 Wilsonova choroba

2 sestry — 6,11 let

Sledovdany v détské nemocnici pro hepatopatii
(zvyseni jaternich testO)

Vylouceny infekeni priciny (hepatida A,B), stav po
mononukledze?

Stanoveni ceruloplazminu

U obou hladina pod mezi detekce
/vysené vyluCovani médi v moci



Yusetreni . Yousledek Jednotka )
Textouvy vusledek Hodnhoceni

Cu 4 umol/1 (12.6 - 24.3 )
Zn umol/1 (9.2 - 18.4 )
dUCu umol (0.16 - 0.9 )
dUZn .2 umol (3.8 - 13 )

Vysetreni Vysledek  Jednotka : ,
Textowy vusledek Hodnoceni

> Cerulopl 1.83 g (8.25 - 0.6 )




Vysetreni Hodn.Vysl. Jedn. Text. vysl. Meze

mmol/1 (
umol/1 (
A (
umol/1 (
mmol/1 (
mmol/1 (
mmol/1 (
umol/1 E
(
(
(
(
(

Urea
Kreat.
CKD-EPI
KM

Na

Cl

~
.-
A4

VVVVVVVVVVVVYV

ukat/1

o

Albumin
Glukdza

AANAAAAAAAAAAAA

Cerulopl . g/ 1
umol/1
umol /1
mU/ 1
pmol /1

Vysetreni = Vysledek  Jednotka ;
lTextouy wwsledek Hodnoceni

dUCu 0.90 umol {(0.16 - 0.94 )
dUZn 14.6 umol (3.8 - 13 )
CAS-SBER 26  hod

DIUREZA ml




Vusetreni Hodn.VYusl. Jedn. Text. wysl. Meze

mmol/1 (
umol/1 |
ml/s {
umol/1 (
mmol/1 (
mmol/1 (
mmol/1 (
umol/1 (
ukat/1 (
ukat/1 E
(
(
(
(
(
(
(

2.6 -8.1)
45 - B4 )
1-2.4)
1643 - 339 )
136 - 145 )

Urea
Kreat.

ukat/1
mmol/1

<.
<.
<.
<.
<.
<.
<.
<.
<.
<.
<.

R L L T T T L T

Cerulopl
Cu :
n : umol/1
dUCu ) umo 1
dUZn : : umo 1
[BAS-SBER < hod
BIUREZA < ml




Wilsonova choroba jaterni
selhani
Divka 17 let

Dlouhodobé vice unavend
/vysenée teploty, zvracela, zezloutla

Vysetrena v nemocnici v Novém Mésté
Odeslana pro podezreni na hemolytickou anémii



eukocyty
Ervitrocyty
Hemoglobin 4
Erytrocyty (hematokr
Erytrocyt (HCVY) ¢
Trombocyty
Hemoglobin {MCH) :
Hemoglobin (MCHC) .
Obj. variab. ervtroc <
Trombocyt (MPY) <.

x10 9/1
pg

a/l

r A

1

R Y Y R T AR T R T Y Y

> Haptogl.
mensl nez @87

G977 ma/l




) S negativni
Imunchematologie: v =éru neisou pritomny zadne Pl proti erv. Krvinky pac.
nejsou senzlbilizovane zadnym tvpem i1munoglobulinu ani komplementem .
Vus, na PNH: negativm

Res: Imunohematol. nalez t.c. negativni, bez jakvchkoli abnormalit.
Dop:¥zhledem k diff. dg. hemolyt. stavu pribezne kontrola PAT.

mmol/1
umol/1
umol/1
mmol/1
mmol/1
mmol/1
mmol/1
mmol/1
mmol/1
umol/1
umol/1
ukat/1
ukat/1
ukat/1
ukat/1
ukat/1
g/ 1

g/ 1

mmol/1
ma/l 1

Urea
Kreat.
KM

Na

K
Cl
Ca
P
Mg
Bi-celk.
Bil-prim
ALT

AST

GMT

ALP

LD

CE
Albumin
Glukoza
CRP
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Vusetreni Vusledek  Jednotka Meze _
Textouy vusledek Hodnoceni

> Cu 26.1 umol/1 (12.6 - 24.3 )

> Cerulopl B.16 g/l (0.25 - 0.6 )

Vysetreni Vosledek  Jednotka - _
Textovy vusledek ni

> dUCu (0.16 - 0.94 )
> CAS-SBER : (-
> DIUREZA { )




DNA analvza na m. Wilson: positivni homozygot H1869q

moc/ 24 hod na odpady Cu: 197.6 umol/24 hod ''''- silne zvvseno

SOUHRN HOSPITALIZACE:

Zakl. dg: K120 Akutni selhani jater
ES830 H. Wilson susp.
Dalsi dg D599 Hemolvticka anemie

D684 Koagulopathia sec./ pri onem. jater/
CVK- zaveden dne 4.1.087

TERAPIE: transfuse ery masy deleuko, ozar opak. mrazena plasma opak,
albumim, antitrombin, Dicynone, Prothromplex, Zinacef, Solumedrol,
Tioctacid, Furosemid, Heparin, Metalcaptase, Pvridoxin, Prednison,
Ranisan, 10% Ca glu, KCl, roztoky krystaloidd s glu

PRUGBEH: Pacientka prelozena jako susp. m.Wilson s akutnim selhanim jater
do 7.1. bez zn. encefalopatie. Pritomna hemolyticka anemie,
hyperbilirubinemie, zachovana diureza. 0d 7.1. nastupuje vyraznejsi
koagulopatie, diureza zachovana (mocila 1108ml v

poslednich 12 hodinach). Stolice naposledy vcera 1x. Dne 4.1.87 zaveden C
Behem hospitalizace_po celou dobu KP komp,bez zn. ak. infektu,bez

dusnosti. difusné anasarka a mirné progredujici ascites, od cca

7.1. od 12 hod. pokaslava, nastupujici edeém plic v odpolednich hodindch
stavy zmatenosti a halucinace.

Po celou dobu hospitalizace bez krvac. projevi, jJen 1x 6.1. stolice s
primesi krve.

Vzhledem k progresi celkového stavu a nastupujici encefalopatii domluven
transfer = Dr. Mejzlikem na odd.13 Transplantacniho centra CKCHT v Brne.
Rodice plne informovanl o soucasnem stavu pacientky.




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
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, Monoklonalni gamapatie
 Maligni monoklonalni gamapatie

Mnohocetny myelom

Méneé Casté formy myelomu

Maligni lymfoproliferativni onemocnéni
Amyloidodza

* Monoklonalni gamapatie neznamého vy

{ ® 39



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

©40



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

® 41



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 DU
F P s8R B W 0 0 1" W e e
- s—— m— w— - —

044



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
-
—
-G
~N
CB-89,6 0/ prebaces

1

Inkubace s
BME,37 °C
9 ©46



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



