Proteiny, ledviny, volné
radikaly
etc.....

Tomas Zima
ULBLD VFN a 1.LF UK Praha

UKBLD VFN a 1.LF UK




Dif.dg.

PFi¢inou akutniho poskozeni ledvin maze byt:
1. snizeny prutok krve ledvinou — prerenalni uréemie
2. poskozeni parenchymu — renalni urémie

3. obstrukce v moCovem traktu — postrenalni urémie

Akutni poskozeni ledvin - n&hlé, <&asto prechodné snizeni
glomerularni filirace. Je charakterizovano rychlym vzestupem urey a
kreatininu v plazmé a je obvykle (ne vzdy) spojeno s oligurii (pod 400
ml/den). Klasifikace RIFLE a AKIN.

Novy marker AKI — NGAL (neutrophil gelatinase associated lipocalin).

nutné spravne rozliseni formy — adekvatni terapie




Laboratorni vysetieni :

stanoveni S-urey a S-kreatininu

stanoveni S- K+, S-Na*, S-CI, S-osmolalita
vysetfeni moCe a mocoveho sedimentu
vySetieni acidobazicke rovnovahy

vySetreni elektrolytt v moci, osmolality modi

Krevni obraz — anémie

Vapnik a anorg. fosfaty




Dif.dg.

Test

Jednotka

Hodnoty

Prerenalni uremie

Renalni uremie

U-Na™

mmol/I

5-35

20 -130

FENa+

Yo

0,2-1,0

1,0-8,0

U-CI

mmol/I

5-25

25 - 140

FEC|_

Yo

0,10-1,0

1,0-9,0

U/S osmolalita

1,0-3,0

0,9-2,6

U/S urea

0,5-90 (zavisi na
prijmu bilkovin,event
rozpadu tkanovych
proteinu)

0,5-30

U/S kreatinin

20-130

S-urea/kreatinin

30-140




Transferin

676 AA, Fe3+, Mr 81 000, glykoprotein
syntéza v jatrech, kostni dfen, uzliny,
2-3,7 g/l

transport Fe - anémie, malnutrice,
hemochromatbza

negativni reaktant akutni faze
CDT transferin




Feritin
= zasoby Fe, Mr 450 000,
= s veékem stoupa

20-300 pg/l 1 4-200 g/

¥V nemoci jater, ca. jater, obstrukéni ikterus,
¥V anémie Fe

A leukémie, zanét, hemochromatoza




Fanconiho syndrom

globalni funkCni porucha proximalniho tubulu —

ztraty aminokyselin, glukézy, fosfatu, bikarbonatu a jinych solutu, jejichz
pfenos probiha v proximalnim tubulu —

acidéza, dehydratace, elekirolytova dysbalance, rachitida, osteomalacie
a porucha rustu

priciny - dédicné a ziskané




Vysetieni — mnohocetny myelom

prukaz a typizace paraproteinu

- M-komponenta v ELFO bilkovin (paraprotein)

- imunofixace

- prukaz Bence Jonesovy bilkoviny v modi

- volné lehkeé retézce kappa a lambda v séru

v kostni dfeni je vice nez 10% plazmatickych bunék
na rtg velkych kosti jsou osteolyticka loziska

progrese jednoho klonu imunokopemtentnich bunék potlacuje jiné
systemy krvetvorby (tendence k anémii)




Normalni
vzorek

Elektroforéza

S vysokou
rozliSitelnosti

LZonces

. PREALBUMIN ZONE
. ALLBUMIN ZONE
3. ALBUMIN-ALPHA-I INTERZONE
ALPHA-1 ZONE

5. ALPHA-1-ALPHA-2 INTERZONE

ALPHA-2 ZONE
ALPHA-2-BETA-]1 INTERZONE
8. BETA-1 ZONE -
9. BETA-1-BETA-2 INTERZONE

10. BETA-2 ZONE
11. CAMMA-1 ZONE

12. GAMMA-2 ZONE

1z

Serum Proteins Found
in Zones

-Preatbumin

-Albumin
Alpha-lipoprotein
(Alpha-lcioprotcin)
-Alpha Fantinypsin,
Alpha-l-acid glycoprotein
Leglobulin, Inter-alpha-
trypsin inhibitor, Alpha-
L-antichymouypsin
Alpha-Z-macroglobulin,
Haptoglobin

“old insoluble globulin,
(Hemoglobin)
-Translerrvin
-Beta-lipoprotein

<3

-IgA, (Fibrinogen), IgM
(Monaoclonal lg's,

light chains)

-1gG. (C-reactive protein)
(Monoclonal Ig's,

light chains)
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Elektroforéza sérovych bilkovin

Frakce: albumin 55 - 68
a-1glob. 1,6-5,6
a-2 glob. 5.9-11.1
B glob. 7.9-13.9
y glob. 11.4 - 18.4

v’ zanét : N a-frakce
v' chron. zanét, DM : AN B-frakce
v stari: ¥ albumin, A o-2 frakce, N B-frakce




Nalezy kapilarni elektroforézy

normalni sérum
s

\
Elektroforéza sérovych bilkovin
Frakce % Normaly % Normaly g/1

Albumin 60,7 55,1 - 65,7 40,1- 47,8
Alpha 1 4,3 3,1- 56 2,2- 4,1

f 10,2 8,0-127 ER. Q7
[ 6,0 49- 7,2 r'\
4,8 31- 6,1
1 14,0 10,3 - 18,2 l{\] 'L
1,54 CB: Q \
|

| biklonalni PP

AJ \\1/\/\\

Elektroforéza sérovych bilkovin

Elektroforéza sérovych bilkovin

Frakce % Normaly % Normaly g/|
- - — - Frakce % Normaly % _ Normaly g/l
Albumin 51,1 < 551-657 40,1 - 47,8
Alpha 1 4,2 3,1- 56 2,2- 4,1 Albumin 56,4 55,1-65,7 40,1- 47,8
Alpha 2 11,6 8,0-12,7 58- 9,2 Alpha 1 31 31-56 2,2- 41
Beta 1l 5,9 49- 7.2 36- 52 Alpha 2 10,7 8,0-12,7 58- 9,2
Beta 2 5,2 3,1- 6,1 22- 45 Betal 6,2 49- 7,2 36- 52
Gamma 220 > 10,3-182 7,5- 13,2 Beta 2 3,3 31- 61 2,2- 45
Gamma 203 > 10,3-18,2 7,5- 13,2
1 14,3 CB: g/l
op . 1 1;12 CB: g/l
» -




Polyklonalni gamapatie

Normalni nalez’

Y | I R +

Giob:uny Albumin

.

Monoklonalni gamapatie

Agamaglobulinémie




Proteinové komponenty na
acetatceluloze

Y [ Y¥ T i 1]

— _ &y -lipoprotein
kysely ai-glykoprotein
—.—- ay-aonhitrypsin

- az-makroglobulin
¥ —— haptoglobin
r pre-A-lipoprotein
L e transferin
T s emeemeseese—= g elipoprotemn
b e = L OMplement
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Referenc¢ni vzorek Monoklonalni vzestup




B-2-mikroglobulin

* neglykovany polypeptid 100 AA, Mr 11 000
* 0,8 -2,4 mqg/l
» soucast HLA systému
- TU marker — NHL, CLL, myelom
- tubularni poskozeni
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Deficit antitrypsinu







Hyperkalaemia

Exclude factitious causes e.g. old or shaken sample, sample stored in fridge,
difficulty in taking blood, prolonged venous stasis

Plasma bicarbonate

Chronic respiratory acidosis

Anion gap

T

J

Metabolic acidosis
(diabetic, lactic atc.)
Chronic renal failure

Mineralocorticoid deficinecy
Renal tubular acidosis




Hypokalaemia

Intracellular redistribution of potassium occurs with stress, vitamin B12, insulin,

B-adrenergic agonsists

NB. Urinary potassium measurement is ONLY useful in normally hydrated patients

> 25 mmol/L

Plasma bicarbonate

N/ T

Current diuretic treatment
Magnesium deficiency
Nephrotoxic drugs
Mineralocorticoid excess

Renal tubular acidosis
salt wasting
nephropathy

< 25 mmol/L

Plasma bicarbonate

N/ T

Chronic diarrhoea
e.g. laxative abuse
colonic villus adenoma
elagliilgle
diuretics

Acute diarrhoea




Indikace k vysetreni bilkovin

edéem

polyurie

krvaceni

chronické onemocneéni ledvin
chronicke prujmy

chronické nemoci jater
chronické choroby pojiva
bolesti kosti
lymfoproliferativhi nemoci
casty vyskyt infekci
patologicky nalez - vysoké FW, proteinurie




Vztah diagnozy a biochemickych testd

ztraty bilkovin » = (CB, albumin
nedostateCna syntéza : =H=e
retence vody a soli

dehydratace
akutni a chronické zanéty
monoklonalni gamapatie:---»= |munofix

anémie z nedostatku transferin, feritin,
zeleza solubilni Trf receptor
anémie chron. chorob

Wilsonova nemoc
hemochromatoza transferin, CVK, feritin

malnutrice Trt, alb, prealb

ceruloplasmin, Cu




Celkova bilkovina

Sklada se: cca 100 - 120 proteint

Polocas: prealbumin 12-24 hodin
transferin 8 dni
albumin, 20 dni
[o] = 2 dny

Rozmezi: 65 -85 g/l

Syntéza : jatra, lymfocyty, plasmocyty (lg, slozky
komplementu)

Degradace: exkrece, endogenni katabolismus

Fyz. vyznam: koloidné osmoticky tlak, transportni funkce,
enzymy, protilatky, hormony a receptory, hemostaza a
koagulace, nutrice, pufr




Celkova bilkovina

= Snizeni Zvyseni
malabsorbce hypergamaglobulinémie

jaterni nemoci hypovolémie
zvysene ztraty

»> stfevo, moc, popaleniny
zvyseny katabolismus

» zanét, malignita

» chron. nemoci
diluce
katabolismus

» hladovéni




Typy a markery proteinurie

Form

Selective glomerular

Non-selective glomerular

Tubular

Mixed

Prerenal

Postrenal

Causes

Diabetes
Hypertension

Early stage

postural proteinuria,
glomerulopathies
fever, exercise
Bact.Pyelonephritis
Interstitial nephritis
Toxic nephropaties

DM, hypertensive nephropathy
Burns, chronic pyelonephritis
Intravascular hemolysis,
rhabdomyolysis, myeloma

Postrenal hematuria (stones, tumors)

Marker

Albumin, transferin

Albumin, IgG

Ot1 microglobulin,

B2 microglobulin

Albumin,

total protein
Hemoglobin,
myoglobin,

Ig- light chains
IgG/albumin,

02 macroglobulin/
albumin




Proteinurie

orientaché, kvantita
GBM do 150 000 Mr,
norma 120 mg/d
tubulointersticialni poruchy vétsinou < 1.0 g/d
- B-2-mikroglobulin, a-1-mikroglobulin
selektivni - aloumin a transferin bez Ig; Mr < 100 000
neselektivni — i imunoglobuliny Mr > 100 000
selektivni a neselektivni
Typ proteinurie - index selektivity: IgG m
IgG s
Trf m
Trfs

< 0,1 selektivni, > 0.2 neselektivni
0,1 — 0,2 stredné selektivni




Diagnosticky algoritmus — vysetieni proteinurie

Proteinuria (Pu) - positive dipstick examination

quant. Pu>2 g/24 h quant. Pu< 2g/24 h  quant. Pu < 150
mg/24 h | !

glomerular Pu glomer., tubLYar, or prerenal Pu

observations\ \

/ serum tests — assessment of proteins in urine

allpumin aloumin + IgG light chains Ig, Hb, B2-microglobulin
myoglobin
T S+32-m

N S-f2-m / l

selective Pu nonselective Pu erenal Pu tubular Pu




Klasifikace albuminurie a proteinurie

Kategorie
albumin-
urie

Albumin-
urie

mg/24 hod

ACR
(pomeér
aloumin/
Kreatinin)
mg/mmol

<3
3-30

> 30

Kategorie
protein-
urie

Fyziol. az
mirné zvy$
Zvysena

Zavazna

Protein-
urie

mg/24 hod

<150

150-500

>500

PCR
(pomér
protein/

Kreatinin)
mg/mmol

<15
15-50

>50




Albumin

Snizeni Zvyseni
malnutrice dehydratace

malabsopce : dani albumin
zvySena spotreba - ¥ POt el

pri gravidite
porusena syntéza -
cirhoza

zvyseny rozpad
ztraty

diluce

zanét




Diagnostika nefrologickych onemocneni

» Chemickeé vysetireni moci
= hematurie, glukoza, ketolatky, bilirubin, nitrity, leukocyty

» Mikroskopickeé vysetreni mogi
= Erytrocyty, leukocyty, tubularni bunky, valce
= Hamburgeruv sediment

» Vysetreni funkce ledvin

= - Kkreatinin, urea, dalsi rutinni parametry

= — GFR - sbhér, vypocéty, cystatin C

= - Tubularni funkce —odpady, beta-2-mikroglobulin
» Vysetreni albuminurie nebo proteinurie

» Imunologicka vysetreni




Glomerularni filtrace (GFR)

- Ukazetel funkce ledvin — filtrace ve vSech nefronech:
GFR = N X SNGF

SNGF = Ki x (P-1r) - hodnota filtrace v jednom nefronu

Ki — filtracni koeficient
Ki =k x S k- efektivni hydraulicka permeabilita,
S — velikost filtracni plochy
P — stfedni transkapilarni hydraulicky gradient
T — stfedni diference onkotického tlaku
N — pocet funkcnich nefronu

Pokles GFR u chronickych renalnich onemocnéni
nemusi byt umérny pocCtu zaniklych glomerult —
hypertrofické zmény rezidualnich nefront




Faktory ovliviaujici GF

Zmeény prutoku krve ledvinou

Zmeény hydrostatickeho tlaku v glomerularnich
kapilarach
Zmeény v systémovém krevnim tlaku

Zmeény hydrostatickeho tlaku v Bowmanove pouzdre

Obstrukce ureteru
Edém ledviny v pevhném pouzdru

Zmeény koncentrace plazmatickych proteinu:
dehydratace, hypoproteinemie atd. (méné vyznamné
faktory)

Zmeény Kf
Zmeény permeability glomerularnich kapilar




V soucasné dobé uzivame nejcastéjsi ke
stanoveni GF metodik primych zalozenych
na principech stanovenych Rehbergrem Ci
metodik vypoctovych vychazejicich z
promenneé hodnoty séroveho kreatininu
nebo cystatinu C.

» Metody méreni GF se sbérem moci
» Metody méreni GF bez sbéru moci




Metody vypoctoveé

Rovnice CKD-EPI pro kreatinin a
cystatin

MDRD rovnice

predikce Ckr dle Cockcrofta a Gaulta —

Vypocet dle Schwarze pro déti




CKD-EPI pro kreatinin —
zakladni doporucena rovnice

CKD-EPI pro kreatinin eGFR (ml/s/1,73 m?)

(Levey et al. 2009)

Zeny, S-kreatinin < 62 pmol/l 2,4 . (Skr/61,9)0:329 (,993vek
(. 1,159 - €erna populace)

Zeny, S-kreatinin > 62 pmol/l 2,4 . (Skr/61,9)-1:209  0,993vek
(. 1,159 - €erna populace)

Muzi, S-kreatinin < 80 umol/l 2,35 . (Skr/79,6)0411  (0,993vek
(. 1,159 - €erna populace)

Muzi, S-kreatinin > 80 ymol/I 2,35 . (Skr/79,6) 1209  0,993vek
(. 1,159 - €erna populace)




MDRD rovnice

MDRD-, (Levey) :

170. S, 0999  vék0.176 N
1,18 (Cerna populace)
Aktualizovana rovnice pro Sl jednotky

eGF = 547,1535 . (S,,) 1154 . vék 0203 ' 0,742 (Zeny) . 1,21

0,170 a|lbumin®318.0,762(%) .

urea

(6erna populace) [ml.s1.1,73m=]

Pri pouziti standardizované metody stanoveni kreatininu,
ma rovnice modifikovany tvar:

eGF = 515,3832 . (stand S,,)1:1°4 . vék 0293 0,742 (Zeny) .
1,21 (Cerna populace) [ml.s1.1,73m2]




Hodnoceni MDRD eGFR

U vypoctenych hodnot vyssich nez 1,5 ml.s
1.1,73m>2 se doporucuje uvadét hodnotu = 1,5
ml.s1.1,73m= vzhledem k nepresnosti rovnice v
teto oblasti.

Hodnoty 1,0 az 1,5 ml.s"1.1,73m=je nutno

individualné hodnotit ve vztahu ke klinickému
obrazu.

Hodnota eGF dle MDRD nizsi nez 1,0 je
povazovana za hodnotu patologickou.

Odhad GF pomoci vzorcu MDRD se
nedoporucuje pouzivat u déti a téhotnych.




Faktory ovliviujici vysetreni
GF

Nejvétsim problemem je presny
sbér mogci
a stanoveni kreatininu




Kreatinin

Vznik neenzymove ve svalu z kreatinfosfatu

Tvorba odrazi velikost svalové hmoty a za
podminek fyzického klidu a bezmasé diety je
stabilni

Vyluéovani glomerularni filtraci, sekrece
tubuly pfi zvysené koncentraci

Kreatinin v moc¢i — vylucovani pomeérné
konstantni, odrazi velikost a aktivitu svalové

hmoty, indikator spravnosti 24 hod. sbéru
mMOoCl




Ovlivnéni koncentrace kreatininu

Vliv svalové hmoty (napr. atrofie)

Prijem proteinti a aminokyselin

Vék — déti a stari

Obezita, malnutrice

Léky - cefalosporiny, trimetroprim, cimetidin
Extrarenalni vyluéovani kreatininu (predevsim
stirevem u jedinct v pokrocilejsim stadiu CKD

Zmeény distribuéniho prostoru kreatininu (zvlasteé u
jedinct s velkymi otoky)

Funkce jater — v jatrech je tvoren kreatin, substrat
pro kreatinin
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Vztah mezi koncentraci kreatininu v séru a GFR, méreno jako clearance inulinu u
nemocnych s glomerularnim onemocnénim.




Od 40 let véku nastava pozvolny pokles GF, ktera ve
véku 80 — 90 let dosahuje priblizné polovi¢ni hodnoty
proti jedincim mezi 20 — 30 lety. Tento pokles GF je
zirejmé€ dusledkem poklesu pritoku plasmy a krve
ledvinou.

Pozvolny pokles GF Priblizné o 0,17 ml.s1.1,73m™>
za dekadu zivota.




Cystatin C je polypeptid patfrici do skupiny
inhibitoru cysteinove proteazy. Je volné
filtrovan a nasledné resorbovan a
metabolizovan v tubulech.

Rovnice CKD-EPI pro cystatin (2012) — uziti
ve specialnich pripadech - potvrzeni CKD,
téhotneé, déti...

Kombinovana rovnice CKD-EPlI pro
cystatin a kreatinin.




Akutni zanet ma 2 faze:

» vcasha :

» zvyseni - haptoglobin, orosomukoid,
ceruloplasmin, a-1-antitrypsin,
fiorinogen, CRP, C3

> snizeni - negativni reaktanty ak. faze
albumin, prealbumin, transferin

> pozdni:
» zvySeni - y-globuliny




Prealbumin (Transthyretin)

= Mr 21 000, kombinace s TBG, poloc¢as 1-2 dny
= 0,1-0,4 g/l

= nutrice, proteosyntéza, RAF
steroidy

jaterni nemoci, nekréza, RAF




CRP

B-frakce, Mr 110 000 - 140 000

Vaze C polysacharid z pneumokoku

Citlivy, ale nespecificky

fyziol. hodnoty do 10 mg/l (8,5)

stanoveni - supersenzitivni CRP

pri zanétu, FW,

kontrola imunosupresivni terapie



Kysely a-1-glykoprotein =
orosomukoid

45 % sacharidu (kyselina sialova)
Funkce nejasna
0,5-1,2 g/l, Mr 44 000

RAF, pozdéjsi nastup nez CRP (monitorace
prubéhu — vztah CRP a orosomukoid)

zanét, perinatalni infekce, chronické zanety,
malignity, SLE




Haptoglobin
0,3-2,0 g/l
alotypy — dfive vysetreni paternity
= haptoglobin vaze uvolnény hemoglobin 1:1
= pfi silné hemolyze nulové hodnoty
nemoci jater, intravazalni hemolyza,
hemolyticka anemie, cirhoza,
zanet, operace I trauma

CAVE - zanét + hemolyza - normalni hodnota !!




Fibrinogen

= Dimer 3 retézcu, Mr 340 000
= 2-4 g/l, polocas 2-4 dny

= reaktant akutni faze koagulace,

zanét, stav po operaci, malignity, RA, AIM,
nefroticky syndrom, obstrukce zluéovych cest

DIC, hyperfibrinolyza, tézké postizeni jater,
fibrinolyticka lécba




Amyloid

= fibrily amyloidu
1) AL - L retezce
2)sekundarni retézce AA
3) Transtyretin (prealbumin) se zaménou 1 AMK
= prekurzoroy protein SAA zdroj depozit amyloidu v
organech
= meze 50-300 mg/l
a-1-antitrypsin
inhibitor serinovych proteaz,
1,0 -2,0 g/l, Mr 53 000
Ruzné genetické variace napr. ZZ (10% aktivita)
zanéty, nadory, hepatopatie

Primarni plicni emphysém, neonatalni hepatitidy,
cysticka fibroza, exudativni enteropatie




Nové ukazatelé zanetu

» Elastaza z granulocytu (60-110 ug/l)
— reakce na bakterialni zanét

= Prokalcitonin (do 0,5 ug/l)
- 116 AK, Mr 13 000
— stimulace bakterialni a mykotickou infekci
= Neopterin (2-7 nmol/l)
— produkovan makrofagy po stimulaci INF-y
— vyluCovan T lymfocyty
— méfritko bunééné imunity




Ceruloplasmin

Mr 140 000, 6 atomu Cu, a-2 frakce
- 90% sérové médi
- zeny vysSi,
-0,2-0,6 g/l

m. Wilson, nefroticky syndrom

cholestaza intrahepatalni, zanéty, AIM




Reaktivni formy kysliku a dusiku

Radikaly

» superoxidovy aniont
(superoxid)

» Hydroxylovy radikal

» Peroxylove radikaly

» Alkoxylove radiklaly

» Hydroperoxylovy radikal

» Oxid dusnaty

Reaktivni formy

Peroxid vodiku
Singletovy Kyslik
Kyselina chlorna
Ozon

Kyselina dusita
Peroxynitrit
Nitronium
Nitrosyl

Nitroxid
Alkylperoxynitril




Metody detekce
poskozeni organismu volnymi radikdly

Prima mereni
> elektronova spinova rezonance (ESR)
> radikalni trapping
» pulsni radiolyza

» chemiluminiscence




Metody detekce
poskozeni organismu volnymi radikdly

Neprima méreni

> antioxidacni systemy > Stanoveni latek vznikajicich

stanoveni jednotlivych latek pri radikalovych reakcich

(enzymy, substraty, malondialdehyd
stopové prvky) konjugované dieny
celkova antioxidaéni hydroperoxidy lipidu
kapacita aldehydy (nap¥. 4-HNE)
pentan, etan
stanoveni poskozena DNA baze

autoprotilatek modifikované
aminokyseliny

oxLDL
AGEs a AOPP




