EXPLORAREA PROTEINELOR PLASMATICE




PROTEINEMIA

® Proteinele sunt componente fundamentale ale plasmei

= Concentratia proteinelor plasmatice poarta numele de proteinemie.

= Proteinemia este unul dintre parametrii sanguini mentinuti constanti prin mecanisme complexe
care realizeaza echilibrul intre cantitatea de proteine sintetizate de ficat sau intestin si cea
utilizata de organism.

® Valoarea normala: 6,5 -8,5 g/100 mi

= Masurarea proteinemiei furnizeaza informatii generale despre gradul de afectare a unui organ.



VARIATIILE PROTEINEMIEI

modificarea volumului apei din plasma:
hiperproteinemia apare in cazul unei deshidratari ca urmare a hemoconcentrarii,
hipoproteinemia apare in cazuri de hemodilutie;

modificarea concentratiei uneia sau mai multor proteine indici ai unor stari
patologice.

( cum ar fi y-globulinele sau albuminele, considerate proteine de faza
acuta)



HIPOPROTEINEMIA

= Variatii fiziologice pot sa apara in functie de: varsta, sarcina, efort, ciclu menstrual, temperatura.

= Seinregistreaza hipoproteinemie in afectiunile insotite de pierderi de proteine (renale,
digestive) sau de un bilant azotat negativ, in cazuri de hemodilutie

m Variatii patologice:
- Afectiuni hepatice: ciroza hepatica, intoxicatii cu benzen etc.
- Afectiuni renale: glomerulonefrite, sindrom nefrotic
- Stari de soc dupa arsuri, hemoragii
- Colagenoze

- Sindrom de malnutritie
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HIPERPROTEINEMIA

®  este mai rar Intalnita

m apare in cazul unei deshidratari ca urmare a hemoconcentrarii
m  producerea excesiva a y-globulinelor
= Variatii fiziologice: pot sa apara in functie de: varsta, sarcina, efort, ciclu menstrual, temperatura
m Variatii patologice:
- Stari de deshidratare: varsaturi, diaree
- Diabet zaharat sau insipid
- Infectii acute si cronice
- Hepatite virale evolutive
- Mielom multiplu

- Macroglobulinemia Waldenstrom



FIBRINOGENUL

m Este tot o proteina plasmatica

= se investigheaza deoarece modificari ale concentratiei acesteia apar
in unele afectiuni.

= Hiperfibrinogenemia insoteste procesele inflamatorii
(pneumonie, pleurezii, reumatism polarticular acut), traumatismele,
neoplasmul hepatic, afectiunile coronariene.

= Hipofibrinogenemie apare in afectiuni hepatice grave, leucemii,
neoplasm de pancreas.
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Tehnici electroforetice / Procedura

Electroforeza este migrarea de power supply
substante dizolvate sau particule
incarcate intr-un mediu lichid care nu
influenteaza campul electric.

intr-un sistem de electroforeza, speciile
chimice ionizate care au o sarcina
electrica se deplaseaza spre catod
(electrod negativ) sau anod (electrod

pozitiv).
lonii pOZitiVi (cationi) migreazé spre O molecula de amfoliti contine atat sarcini pozitive, cat
catod. iar ioni negativi (anioni) si negative, in functie de grupurile functionale prezente

. o in molecula si de pH-ul lichidului in care se afla.
migreaza spre anod.



Tehnici electroforetice / Procedura

Punctul izoelectric al unei molecule
de amfoliti este pH-ul la care o astfel
de molecula nu are sarcina electrica
si nu migreaza intr-un camp electric.

O molecula de amfoliti ia o sarcina at low pH,
e e v oA . . ar the protein
pozitiva intr-o solutie care este mai | i positiusly
acida decat pl si migreaza catre <]
catod. |
Intr-o solutie mai alcalina, o molecula A
de amfoliti este ionizata negativ si I T S
migreaza spre anod. wf [ @ s negatively
Proteinele contin numeroase grupari G)___ eharged - -

ionizabile amino (-NH2) si carboxil
(-COOH), ele se comporta ca
amfoliti in solutie.



Tehnici electroforetice / Procedura

Rata migratiei depinde de factori precum:

Incircarea electrici neti a moleculei
Intensitatea campului electric
Proprietatile suportului

Temperatura de functionare

Mobilitatea electroforetica este definita
ca rata de migratie (cm / s) per unitate de
intensitate a campului (volti / cm).

Electroforeza consta din cinci componente:
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5 - Set up the applicator
6 - Transfer samples to gel

7 - Apply tracking dye
8 - Electrophorese samples



Tehnici electroforetice / Procedura

Proba este imbibata in suport hidratat timp de aproximativ 5 minute.

cample loaded onto gel
i N 4 v by pipette
Suportul este introdus in camera de electroforeza, care a fost umpluta
cathode
fﬁfé’,

anterior cu tampon. o

plastic casing
/

In camera trebuie adaugat un tampon suficient pentru a mentine
contactul cu suportul.

b
]

buffer

Electroforeza se realizeaza prin aplicarea unei tensiuni constante sau a
unui curent constant pentru un anumit timp. get 1]

Suportul este apoi indepartat si plasat intr-un fixator sau uscat rapid
pentru a preveni difuzia probei.

Aceasta este urmata de colorarea zonelor cu un colorant adecvat.
Absorbtia colorantului de catre proba este proportionala cu
concentratia probei.



Electroforeza proteinelor serice

Electroforeza serica se efectueaza la pH 8,6.

Proteinele cu sarcina negativa la pH 8,6 se
deplaseaza spre anod (polul pozitiv) si proteinele
cu sarcina pozitiva se deplaseaza spre catod (polul
negativ).

Dupa separarea electroforetica, proteinele pe
suport solid sunt colorate.

Intensitatea colorarii benzilor individuale de
proteine este proportionala cu cantitatea de
proteine dintr-o banda.
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Principalele proteine plasmatice masurate sunt
impartite in doua grupe: albumina si globulinele.
Exista patru tipuri majore de globuline, fiecare cu
proprietati si actiuni specifice.

Albumma 4

Valorile de referinta pentru fiecare fractie sunt dupa

cum urmeaza:

O Albuming, 53% pana la 65% din proteina totala (3,5
pana la 5,0 g / dL)

U al-Globulin, 2,5% pana la 5% (0,1 panala 0,3 g/
dL)

O a2-Globulin, 7% pana la 13% (0,6 panala 1,0 g/ dL)

Q B-Globulin, 8% pana la 14% (0,7 panala I,l g/ dL)

4 y-Globulin, 12% pana la 22% (0,8 pana la 1,6 g/ dL)
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Albumine

al-Globuline

az1-Antitripsina
a1-Fetoproteina

a1-Glicoproteina acida (orosomucoid)

a2-Globuline

HAPTOGLOBINE
Ceruloplasmina

a2-Macroglobulina

Leaga bilirubina, hormonii steroizi, acizii
grasi; contribuie la reglarea presiunii
osmotice

Reactant de faza- acuta; inhibitor de
proteaze

Principala proteina fetala. Niveluri ridicate
indica risc de spina bifida

Reactant de faza- acuta, poate fi legat de
raspunsul imun

Reactant de faza-acuta, activitate
oxidazica, contine cupru
Inhiba proteazele
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B-GLOBULINE

Transferina

B2-Microglobulina (B2M)

Hemopexina
Complement
Fibrinogen
CRP

Y-Globuline
Imunoglobuline G,A,E,D,M

Transporta fier

Componenta moleculelor de antigen
leucocitar (HLA)

Leaga hem
Raspunsul imun
Precursorul cheagului de fibrina

Acute-phase reactant, stimuleaza
fagocitoza in bolile inflamatorii

Anticorpii
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Albumin

oy Anti-trypsin
o Acid glycoprotein
as Macroglobulin
Haptoglobulin
Hemopexin
Transferrin

Beta lipoprotein
Complement Cg
IgA

IgM

IgG

1.

Albumin Alpha Alpha Beta Gamma

Normal serum protein electrophoresis



Raspunsul de faza acuta

Raspunsul de faza acuta este un raspuns sistemic la infectie, leziuni tisulare sau
procese inflamatorii care duc la febra, numar crescut de celule albe din sange
si modificarea concentratiei multor proteine plasmatice.

Proteinele afectate sunt cunoscute sub numele de proteine de faza acuta.

Proteinele precum alfa |- antitripsina, ceruloplasmina, fibrinogenul, proteina C
reactiva, prezinta o concentratie crescuta ca raspuns la un APR sunt
cunoscute ca proteine pozitive de faza acuta.

Concentratia altor proteine plasmatice, inclusiv albumina, transferina sunt
scazute si sunt cunoscute ca proteine negative de faza acuta.



ALBUMINA

Albumina este sintetizata in ficat. Este proteina prezenta in cea mai mare concentratie in plasma.
Albumina este responsabila de aproape 80% din presiunea osmotica coloidala (COP) a lichidului
intravascular, care mentine echilibrul fluidului adecvat in tesut.

Albumina tamponeaza pH-ul si este o proteina reactanta in faza acuta negativa.

Albumina transporta hormoni tiroidieni, fier si acizi grasi.

Albumina leaga bilirubina neconjugata, acidul salicilic (aspirina), acizii grasi, ionii de calciu (Ca2+) si
magneziu (Mg2+).

Concentratiile scazute de albumina serica pot fi cauzate de urmatoarele:

O sursa inadecvata de aminoacizi care apare in malnutritie si malabsorbtie
Boala hepatica, rezultand o sinteza scazuta de catre hepatocite.

Pierderea renala a albuminei prin urina in bolile renale.

Diluarea prin exces: polidipsie sau administrarea excesiva de fluide intravenoase



GLOBULINE

Grupul globulinic al proteinelor este format din fractiunile al, a2, B siy.

d al-Antitripsina, o glicoproteina sintetizata in principal in ficat, are ca functie cea mai importanta
inhibarea elastazei neutrofile proteazei. al-Antitripsina este un reactant de faza acuta. Niveluri crescute
de al-antitripsina sunt observate in:

reactii inflamatorii,

sarcina,

utilizarea contraceptivelor.

YV V

U al-Fetoproteina (AFP) este sintetizata in embrion si fat in curs de dezvoltare si apoi de celulele
parenchimatoase ale ficatului. Nivelurile AFP scad treptat dupa nastere, ajungand la nivelurile adultilor
cu 8-12 luni.

Conditiile asociate cu un nivel crescut de AFP includ:

» spina bifida,

» defecte ale tubului neural,

» defecte ale peretelui abdominal,

» anencefalie



Globuline

4 Glicoproteina acida al (AAG), o glicoproteina plasmatica majora, este incarcata
negativ chiar si in solutiile acide, fapt care i-a dat numele. Aceasta proteina este
produsa de ficat si este un reactant de faza acuta.

Este ridicata in stres, inflamatie si leziuni tisulare, infarct miocardic acut (IMA), traume,

sarcina, cancer, pneumonie, artrita reumatoida, interventie chirurgicala.

d Haptoglobina - a 2-glicoproteina, este sintetizata in hepatocite.

Molecula matura de haptoglobina este un tetramer, format din doua lanturi a si doua f.
Haptoglobina este considerata o proteina de faza acuta, care este crescuta in multe boli
inflamatorii, cum ar fi:

» colita ulcerativa,

» boala reumatica acuta,

> infarct,

» infectie severa.

Este una dintre proteinele utilizate pentru evaluarea bolilor reumatice.



Globuline

[ Ceruloplasmina - o enzima a2-glicoproteina care contine cupru, care este
sintetizata in ficat.

Ceruloplasminul este un reactant de faza acuta.

Este frecvent crescuta in:

> inflamatie,

» infectie severa,

» leziune de tesut

» Sarcina

» medicamente (contraceptive orale, carbamazepina, fenobarbital si acid valproic).

Ceruloplasmina este utilizata pentru diagnosticarea bolii Wilson, o tulburare mostenita

autozomala recesiva asociata cu niveluri scazute (de obicei 0,1 g/ L) de ceruloplasmina si

depozitarea excesiva de cupru in ficat, creier si alte organe, avand ca rezultat ciroza

hepatica si leziuni neurologice.

Cuprul seric total este scazut, dar fractia cu reactie directa este crescuta si excretia
urinara a cuprului este crescuta. Cuprul se depune si in cornee, producand inelele
caracteristice Kayser-Fleischer.
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Transferina (Siderofiiina)

Transferina, o glicoproteina, este o proteina negativa de faza acuta sintetizata in
principal de catre ficat. Doua molecule de fier feric se pot lega de fiecare
molecula de transferina, care leaga fierul foarte strans, dar reversibil.

Functiile majore ale transferinei sunt:

» transportul fierului si prevenirea pierderii fierului prin rinichi.

» transporta fierul catre locurile sale de stocare, unde este incorporat in
apoferitina, o alta proteina, pentru a forma feritina.

» transporta, de asemenea, fierul catre celule, cum ar fi maduva osoasa, care
sintetizeaza hemoglobina si alti compusi care contin fier.



PROTEINA C REACTIVA

Proteina C reactiva (CRP) este sintetizata in ficat si este una dintre primele proteine de faza acuta
care cresc ca raspuns la o boala inflamatorie.
In mod normal, exista niveluri minime de CRP in sange.

O cantitate mare sau crescanda de CRP sugereaza o infectie acuta sau inflamatie.
Desi un rezultat peste | mg / dL este de obicei considerat ridicat pentru CRP, majoritatea infectiilor si
inflamatiilor duc la niveluri de CRP peste 10 mg / dL.

Este semnificativ crescuta in:
febra reumatica acuta,
infectii bacteriene,
infarctul miocardic,
artrita reumatoida,
carcinomatoza,

guta,

infectii virale.

AN N NN N SN



IMUNOGLOBULINELE

O Imunoglobulinele (anticorpi sau Ig) sunt glicoproteine compuse din 82% pana la 96%
proteine si 4% pana la 18% carbohidrati produsi de celule albe din sange, cunoscute
sub numele de celule B, care confera imunitate umorala.

Aceste proteine constau din :

* doua lanturi grele (H) identice si

* doua lanturi usoare (L) identice

legate de doua legaturi disulfidice care pot fi sub forma de monomeri cu o unitate,
dimeri cu doua unitati sau pentameri cu cinci unitati.

Exista cinci clase de imunoglobuline (IgG, IgA, I1gM, IgD si IgE) sau izotipuri bazate pe tipul
de lant greu pe care il poseda. Lanturile grele sunt y, a, , 6 si, respectiv, €.



