Krevni barviva — porfyriny,
hemoglobin, bilirubin
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Porfyriny:
-

Poruchy metabolismu porfyrinu:
e Ziskané (napr. pri otrave olovem)
e S dedicnym podkladem — porfyrie

Porfyriny - tetrapyroly, prekurzory hemu
- Vznikaji radou na sebe navazujicich reakci

- Prvni je tvorba kyseliny 5 - aminolevulové (ALA) z glycinu a
sukcinatu katalyzovana syntazou kyseliny 5 — aminolevulové -
popsano osm variat

- Druhym enzymem — porfobilinogensyntaza -vznik
porfobilinogenu z 2 molekul ALA

Porfyrie - defekt tvorby kteréhokoliv enzymu syntézy porfyritt za
stupneém ALA

- vysoka koncentrace ALA typicka



Porfyrie:
-

e charakterizovany hromadénim porfyrinu nebo jejich
prekurzoru v nékterych tkanich

e zvysenou hladinou v plasme Ci v erytrocytech

e zvySenym vylu€ovanim porfyrinu nebo jejich
prekurzoru stolici nebo modi

Klinicke priznaky:

e Fotosenzitivita — absorpce svetla v oblasti 400 nm,
volné radikaly poskodi kozni bunky

e Akutni bolest v brise a neurologické priznaky



Porfyrie = koncentrace porfyrinl zvySena
- v erytrocytech
- v jatrech

Symptomaticka jaterni porfyrie ( Porfyria cutanea tarda)
e nejCastéjsi, patfi mezi jaterni porfyrie (poskozeni jater)
e pfii nedostatku uroporfirogen dekarboxylasy. Objevuje se
vV pozdéjSim veku.
Akutni intermitentni porfyrie — porucha premeny porfobilinogenu a

porucha metabolismu steroidu v jatrech (hromadi se a indukuji
tvorbu syntazy ALA)

Cela rfada dalSich typu porfyrii
RozliSeni typu - analyza porfyrinu nejCasté€ji v moci
- zfidka v plasme, erytrocytech a stolici
- analyza enzymi - vyjimeéné&, v CR se provadi ve
VFN Praha (dehydrataza 5-aminolevulatu)



Stanoveni porfyrinu a jejich prekursoru

screeningovy test s Ehrlichovym Cinidlem na PBG a ALA

Kvantitativni stanoveni

Stanoveni porfobilinogenu (PBG) v moci:

Reakce porfobilinogenu v kyselém prostredi s
p-dimetylaminobenzaldehydem (Ehrlichovo Cinidlo)
Vznik Cerveného kondenzacniho produktu

Reakce neni specificka

RozliSovaci test na odliSeni PBG od urobilinogenu — extrakci do
chloroformu v prostfedi octanu sodného

Cervené zbarveni pouze ve vodné fazi PBG
Referencni rozmezi: do 36 umol/I

Stanoveni 5-aminolevulatu v moci:

S-aminolevulat se reakci s acetylacetonem a formaldehydem prevede
na fluorescencni derivat

Stanoveni HPLC metodou s fluorescenénim detektorem
Referencéni rozmezi: do 20 umol/I



Stanoveni celkovych porfyrinu:

V okyselené moci (kys. sirova)

Spektrofotometricka kfivka v oblasti 350-450 nm — max. 400 nm
Pri vetSim podilu uroporfyrinu 405 nm

Material nutno chranit pred svetlem

Fyziologické rozmezi je do 144 ug/l

Stanoveni jednotlivych porfyrint:
e V okyselené mocCi metodou HPLC na reverzni fazi s pouzitim

fluorescencniho detektoru (fosf. pufr, metanol)

Material — sbirana mocC za 24 hod konzervovana Na,CO,
Nutno chranit pred svétlem

Referenc¢ni rozmezi
Uroporfyrin : do 0,050 pmol/ 24 hod
Koproporfyrin : do 0,280 pmol/ 24 hod
Heptaporfyrin : do 0,014 pmol/ 24 hod
Hexaporfyrin : do 0,006 pmol /24 hod
Pentaporfyrin : do 0,005 pmol/ 24 hod



Obr.2: Chromatogram s piky jednotlivych porfyrinu
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Hemoglobin

Cervené zbarvena bilkovina obsaZena v erytrocytech
Patfi mezi konjugované bilkoviny - spojenim bilkoviny s organickym
komplexem obsahujicim kov

Hlerg_oglobin tvofen z hemu (protoporfyrin IX s navazanym Fe?*) a bilkoviny
globin

Globin je tvoren 2 polypeptidickymi fetézci a a dvéma retézci 3
Molekula ve tvaru Ctyrstéenu

Kazdy globinovy fetézec je v jednom rohu, porfyrinové fetézce jsou umistény
v dutinach fetézcl s atomem Fe uprostied

Molekula sestava ze Ctyf hemdu, obsahuje 4 atomy Fe
U dospéelych - hemoglobin tvofen z 96% HbA (o 2 B 2)
Z 2-3% HbA2 (obsahuje 6 fetézce a znaCise 26 2)
Fetalni hemoglobin (HbF) dominuje ve fetalnim zivoté
- Béhem prvniho roku zivota ditéte ubyva

- U dospélych asi 1%.

- Sklada se ze dvou o a dvou y fetézcu



Derivaty hemoglobinu:
-

V hemoglobinu Zelezo ve formé Fe?*, v oxidované i neoxidované formé
oxygenovany hemoglobin se nazyva oxyhemoglobin
e Methemoglobin — vznika z hemoglobinu oxidaci Zeleza na Fe3*
- Nemduze vazat kyslik
- Bézné konc. pod 1,5%
- Kongenitalni methemoglobinémie - Udrzba Fe?* naruSena
nedostatkem NADH methemoglobin reduktazy
- Metabolicka acidéza nebo kdma - zvySeni konc. methemoglobinu
- Hladiny nad 70% mohou byt letalni

e Karboxyhemoglobin (Karbonylhemoglobin)— vnika pfi otravach s oxidem
uhelnatym

e Sulfhemoglobin — degradacni produkt hemoglobinu v silné kyselém prostfedi

e Karbaminohemoglobin (Hb-NHCOOH, karbohemoglobin) — slou€enina
hemoglobinu a oxidu uhli¢itého, ktery je v této formé transportovan krvi



Talasémie, Hemoglobinopatie

Hemoglobinopatie:

e Strukturalni abnormality jednoho ¢i druhého globinového fetézce ( zaména
aminokyseliny v fetézci).
Vice nez 700 typu - vétSina se klinicky nemanifestuje

Vice nez 100 druht anemii ma nestabilni o i B globinové fetézce — nestabilni
hemoglobinova hemolyticka anémie

e Srpkovitd anémie - u homozygotl defekt tvaru erytrocytl, anémie, bolest
kloubU, infarkt riznych organu - S forma hemoglobinu ( zaména kys. glutamové

za valin)

Talasémie:

e Deé&dicné poruchy - zména pomeru syntézy jednoho Ci druhého globinového
retézce

o -talasémie (Afrika, jihovychodni Asie) — redukce a Fetézcu

B -talasémie (Stfedomofi, Indie, jizni Cina) — redukce P fetézcu
Mnozstvi variant, kombinace talasémii

Nékdy bez klinickych pfiznakd, jindy s vyraznou anémii



Stanoveni hemoglobinu:

e NejCasteji v pIné krvi
e Stopy v séru, plasme, moci a stolici - na zakladé

pseudoperoxidazoveé aktivity - hem obsahujici Fe?* katalyzuje
oxidaci nékterych barviv benzidinového typu peroxidem vodiku

Stanoveni Hb v plné krvi s hexakyanozelezitanem (Drabkin) —
referenCni metoda:

e Hb se lyzacnim roztokem (hypotonicky pufr) uvolni z erytrocytu
e Hb+ Fe (CN) > — MetHb + Fe (CN)*+

e MetHb + CN- » MetHbCN

e Vznik kyanidového komplexu, méri se fotometricky pfi 540 nm



Stanoveni Hb v piné krvi:

e Hemoglobin se stanovuje pfimou fotometrii

e Na hematologickych automatech po zlyzovani erytrocytl jako soucast
stanoveni krevniho obrazu

e V biochemii jako souCast ABR analyzatoru - méfeni absorpce svétla v
pIné krvi (vyuziti rozptylu svétla Cervenymi krvinkami - svetelnym
zdrojem je laser

Stanoveni derivati hemoglobinu:
e Provadi se na oximetrech -samostatné pristroje
- oximetricky modul soucast pfistroji na ABR

e Derivaty hemoglobinu - méri se spektrofotometricky na zaklade
Lambert-Beerova zakona

e Stanovuje se celkovy hemoglobin, oxyhemoglobin,
karbonylhemoglobin, methemoglobin a sulfhemoglobin

e K methemoglobinu i sulfhemoglobinu jsou rovnéz popsany
fotometrické metody



Referencni interval hemoglobinu v plné krvi:

e M 130-175 g/l
o7 120-165 gl



Stanoveni hemoglobinu

Stanoveni glykovaného hemoglobinu:
e Stanoveni frakce HBA 1c zvySené u diabetiku
e Metodou HPLC na spec. pristrojich

Stanoveni hemoglobinu ve stolici:
e Screening na OK — viz. screeningova stanoveni

Stanoveni hemoglobinu v moci:

e Soucast chemické analyzy mocCe s diagnostickymi
prouzky



Stanovenivolneho hemoglobinu v plasme
nebo seru:

e Metoda pro zjisténi intravaskularni hemolyzy
e Hranice - nad 300 mg Hb/| patologicka

e Setrny odbér - nadobka s heparinatem litnym, stacet pfi
20000t/min

Rucni metoda:
e Absorpcni spektrum pri 340 — 600 nm, derivuje se
max. 403 — 405 nm

Metoda na automatickém analyzatoru:
e semikvantitativni stanoveni
e vyuziva méreni sérovych indexu (hemoglobin, lipidy, bilirubin).

e promeéruje se absorbance pri Sesti vinovych délkach (480, 505,
570, 600, 660 a 700 nm)



Identifikace hemoglobinovych variant

e Drive se pouzivala elektroforéeza

e Dnes dominuji molekularni techniky,
iImunometody, HPLC, kapilarni elektroforeza

aMS



Bilirubin
N

e Doporucena rutinni metoda: Jendrassik —
Grof, fotometrické metody s DCA a DPD

e Referencni metoda: Doumas — Perry



Bilirubin

Linearni tetrapyrolové barvivo

Vznika z uvolnéného hemoglobinu pfi rozpadu erytrocytu
Neni jednotna latka - fada tetrapyrolu

Erytrocyty zanikaji a hemoglobin metabolizuje ve slezine
Vznik biliverdinu, ten redukovan na bilirubin

Bilirubin vazany na albumin transportovan do jater

V jatrech extrahovan hepatocyty a navazan na kyselinu
glukuronovou-— stava se ve vodé rozpustnym

Konjugovany bilirubin vyluCovan zluCovymi cestami do tenkeho
streva.

Tam redukce na dalSi barevné produkty (urobilinogen,
sterkobilinogen)

Céast vstiebana zpét do jater - ¢ast vylu¢ovana modi a stolici



Obr.3: Konverze hemu na biliverdin a
redukce biliverdinu na bilirubin
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Bilirubin- primy a neprimy

Primy - dava po pridani smési diazocCinidel k seru
primo zbarveni

Primy odpovida bilirubinu konjugovanému - podil,
ktery jiz prosel jatry, kde byl konjugovan

Bilirubin neprimy — nerozpustny ve vode, vazany na
albumin, dosud jatry neprosel

Nekonjugovany je treba uvolnit z vazby na albumin
(kofeinu, benzoatu sodného)

Sérum nutno chranit pred primym svetlem — pokles



Stanoveni bilirubinu - historie:

e a) bilirubinu s diazotovanou kyselinou
sulfanilovou - Ehrlichv r. 1883 - souCasné
metody z reakce vychazi

e b) TradiCni metoda - papirova a tenkovrstva
chromatografie.
Ctyfi frakce — nekonjugovany, mono a
dikonjugovany a vazany na protein



Stanoveni bilirubinu celkového a primeho
s diazotovanou kyselinou sulfanilovou:

Metoda Jendrassik — Grof ( r. 1938):

e Celkovy bilirubin - po pridavku akceleratoru - kofein + benzoat
(Pri stanoveni bilirubinu konjugovaného se tento krok vynecha)

e Pridat diazotovanou kyselinu sulfanilovou (Cinidlo z dusitanu
sodného a kyseliny sulfanilove)

e \/znik ¢ervené zbarveného azobilirubinu s abs. max. 440 nm
(interferuje hemolyza)

e Modra forma azobilirubinu — po 10 minutach k reakci pridat
NaOH a vinan sodno-draselny - 600 nm, hemolyza nevadi

e Pri stanoveni primého bilirubinu reakci zastavit kyselinou
askorbovou



Obr. 4: Kopulace bilirubinu s diazotovanou
kyselinou sulfanilovou - tvorba azobilirubinu
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Stanoveni bilirubinu

Metoda Doumase - Perry (r. 1985):
e \ychazi z metody Jendrassik — Grof,
vsechny kroky optimalizovany a specifikovany

Stanoveni bilirubinu celkového s DPD:

e Jako akcelerator pouziva detergent (nedochazi
K precipitaci proteinu), silné kyselé prostredi
e Rychla reakce dichlorofenyldiazonium

tetrafluoroboratu (DPD) s bilirubinem - tvorba
azobilirubinu

e Hemolyza interferuje u dospelych



Stanoveni bilirubinu

Stanoveni bilirubinu celkového s derivatem
kyseliny sulfamoveé:

e Novy typ diazoniové soli

e Reagencie se pouzivaji pfimo, v analyzatoru velmi
stabilni

e PotlaCena interference hemolyzy

Enzymové stanoveni bilirubinu pres biliverdin:

e Oxidace bilirubinu kyslikem na zeleny biliverdin — s
bilirubinoxidasou

e Meri se pokles absorbance — 424 - 465 nm



Stanoveni bilirubinu primou spektrofotometrii u
novorozencu:

e Absorbance se meri pri 454 nm

e Metoda nelze pouzit u starsich deti nebo dospélych -
vysledky by mohla ovlivhovat pritomnost karotenu a
jinych pigmentu



